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RESUMO

Vismia micrantha Mart. ex A. St.-Hil, espécie pertencente a Hypericaceae, é endémica do
Brasil, ocorrendo nos biomas Cerrado e Mata Atlantica. Embora a espécie seja heterostilica e
possua flores pediceladas, actinomorfas, diclamideas, perfeitas e hipdginas, dispostas em
cimeiras multifloras terminais, o tipo de heterostilia, bem como a anatomia das flores ainda
ndao foram avaliadas. O presente trabalho pretendeu, através de andlises populacionais,
morfométricas, histoquimicas e de anatomia floral, avaliar o tipo de heterostilia, além de
analisar e descrever estruturalmente as flores da espécie. O estudo foi realizado no Parque
Estadual do Ibitipoca, MG, Brasil. Vismia micrantha é distilica, apresentando dois morfos
florais, brevistilo e longistilo. Além disso, a projecdo lateral dos estigmas (brevistilo) e
estames (longistilo) sugere uma heterostilia do tipo 3D. Sépalas e pétalas apresentam
epiderme uniestratificada, mesofilo parenquimdatico contendo cavidades secretoras e feixes
vasculares. Cinco glandulas alternipétalas constituem o nectario. O recurso floral é o néctar,
sugerido pelo comportamento dos visitantes florais. O androceu é composto por cinco
fasciculos, cada um dos fasciculos reunindo trés estames. As anteras sdao bitecas e
tetraesporangiadas. Na regido do conectivo ocorrem duas cavidades secretoras. A
microsporogénese é simultanea, padrdao comum e de utilidade para a caracterizacdo das
eudicotiledones. O gineceu é suUpero, sincarpico. O ovario é septado, pentalocular,
uniovulado por léculo. No parénquima ovariana ocorrem cavidades secretoras. A secre¢ao
produzida nas cavidades presentes em todos os verticilos é composta por substancia
lipofilica. A placentagdo é axial. Os 6vulos sdo andtropos, bitegumentados, tenuinucelados e
com endotélio. Tais caracteristicas do dvulo contribuem e reforcam o padrao descrito para
Hypericaceae. O saco embriondrio maduro é unimodular. Este estudo traz esclarecimentos
importantes para a compreensdo de aspectos da reproducdo de V. micrantha. Além disso,
fornece informacgdes relativas a morfologia e ontogénese floral, dados importantes e que

historicamente contribuem para a sistematica.

Palavras-chave: cavidade secretora; nectario; distilia; reciprocidade.
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ABSTRACT

Vismia micrantha, a species belonging to Hypericaceae, is endemic to Brazil, occurring in the
Cerrado and Atlantic Forest biomes. Although the species is heterostylous and has
pedicellate, actinomorphic, dichlamydeous, perfect and hypogynous flowers, arranged in
cymose inflorescences, the type of heterostyly, as well as the flower anatomy of the species
were not analyzed. The present work aimed, through population, morphometric and
histochemical analyses, and floral anatomy, to evaluate the type of heterostyly, in addition
to analyze and structurally describe the flowers of the species. The study was carried out at
the Parque Estadual do Ibitipoca, MG, Brazil. Vismia micrantha is distylous and has two floral
morphs, short-style and long-style. Furthermore, the lateral projection of the stigmas (short-
style) and stamens (long-style) suggests a 3D-type heterostyly. Sepals and petals have one-
layered epidermis with non-glandular trichomes on both faces and margin, parenchymatic
mesophyll containing secretory cavities and vascular bundles. The nectary is formed by five
glands alternated with the petals. The floral resource is nectar, suggested by the behavior of
the floral visitors. The androecium is composed of five fascicles, each fascicle bringing
together three stamens. Anthers are bithecate and tetrasporangiate. In the connective there
are two secretory cavities. Microsporogenesis is simultaneous, common pattern and useful
for the characterization of eudicotyledons. The gynoecium is superior, syncarpous. The ovary
is septate, 5-locular, uniovulate locules. Secretory cavities occur in the ovarian parenchyma.
The secretion produced in the cavities present in all whorls is composed of a lipophilic
substance. Placentation is axial. The ovules are anatropous, bitegmic, tenuinucellate and
with endothelium. The characteristics of the ovule contribute and reinforce the pattern
described for Hypericaceae. The mature embryo sac is unimodular. This study provides
important clarifications for understanding aspects of V. micrantha reproduction. In addition,
it provides information regarding floral morphology and ontogenesis, important data that

historically contribute to systematics.

Keywords: nectary; distyly; reciprocity; secretory cavity.
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1. Introdugdo

Hypericaceae Juss. pertence a ordem Malpighiales (Ruhfel et al. 2013) e, apesar de
tradicionalmente ter sido incluida em Clusiaceae sensu lato, evidéncias filogenéticas a
reconhecem como uma linhagem independente e monofilética (Xi et al. 2012). Seus
representantes possuem distribuicdo cosmopolita e configuram 700 espécies subordinadas a
sete géneros (Stevens 2007; Ruhfel et al. 2013; Vogel et al. 2020). No Brasil, a familia é
representada por 56 espécies pertencentes a dois géneros (Hypericum L., com 26 espécies, e
Vismia Vand, com 30) que ocorrem em diversos dominios fitogeograficos, a saber: Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (Vogel et al. 2020).

Os representantes de Hypericaceae variam de ervas a arvores e possuem flores
diclamideas, dialissépalas, dialipétalas, perfeitas, com androceu fasciculado, geralmente com
cinco fasciculos antepétalos e estaminddios alternipétalos, ja descritos por Decraene e Smets
(1991) como "escamas nectariferas". As anteras possuem glandulas no apice, posicionadas
entre as tecas. O gineceu é supero, composto por trés ou cinco carpelos; os 6évulos sao
anatropos, tenuinucelados, com endotélio e de placentacdo axial (Stevens 2007).

As flores podem ser homostilicas ou heterostilicas (Vogel et al. 2020). A heterostilia é
um polimorfismo geneticamente controlado no qual dois (distilia) ou trés morfos (tristilia)
florais ocorrem dentro de uma mesma populacdo e diferem reciprocamente quanto as alturas
das anteras e dos estigmas, i.e. hercogamia reciproca (Webb & Lloyd 1986; Barrett 1992;
Dulberger 1992). A hercogamia reciproca é um mecanismo conhecido por promover a
polinizagdo cruzada e por diminuir a interferéncia espacial entre as fungdes sexuais femininas e
masculinas da flor (Webb & Lloyd 1986; Barrett 1992). A distilia, forma mais comum da
heterostilia, é caracterizada pela presencga de individuos com estigmas posicionados acima das
anteras (morfo longistilo - LS) e de individuos com estigmas posicionados abaixo das anteras
(morfo brevistilo - BS) (Webb & Lloyd 1986). Embora a presenca de espécies distilicas ja tenha
sido reportada em Hypericaceae (Ornduff 1975; Ornduff 1979; Santos & Machado 1999;
Robson 2012; Martins et al. 2017), investigacbes mais aprofundadas sobre o tema, que
busquem avaliar a presencga e o tipo deste polimorfismo, ainda sdo necessarias para um maior
conhecimento sobre a distribuicdo da heterostilia na familia.

Como a heterostilia estd comumente associada a polinizagdo entomofila, é esperado
qgue plantas com esse fendtipo apresentem recursos florais como, por exemplo, o néctar

(Dulberger 1992). A presenca de nectdrios em representantes de Hypericaceae é conhecida



(Decraene & Smets 1991; Santos & Machado 1999; Azevedo 2018), ainda que para algumas
espécies, estas estruturas tenham recebido diferentes interpretacbes e denominagoes
(Decraene & Smets 1991; Martins et al. 2017; Martins et al. 2018; Azevedo 2018).

Para flores de Vismia micrantha Mart. ex A. St.-Hil, Martins et al. (2017) descreveram a
presenca de “estaminddios nectariferos”. Posteriormente, a autora (Martins et al. 2018),
denominou as mesmas estruturas de “estaminddios retangulares”, sem mencionar a funcdo de
producgdo de néctar. Azevedo (2018) descreveu as flores de V. micrantha com nectario hipdgino
5-lobado. Porém, Stevens (2007) afirma que ndo ocorre nectdrio na base do ovario em
Hypericaceae. Devido as diferentes interpretacées apresentadas nos estudos mencionados,
uma andlise mais aprofundada, considerando morfologia, anatomia e func¢do destas estruturas
presentes em flores de representantes de Hypericaceae, se faz necessaria.

A presenga de “glandulas” nas anteras, como anteriormente mencionado, é relatada
para espécies de Hypericaceae (Stevens 2007). Martins et al. (2018) apontam, para espécies de
Vismia, além de “glandulas nigrescentes” no dpice das anteras, presenca de “pontoacdes
nigrescentes ou avermelhadas” em sépalas, pétalas e ovario. De fato, flores de Vismia
brasiliensis Choisy possuem cavidades e canais secretores em todos os verticilos florais (Leal
2016). Para flores de V. micrantha, Martins et al. (2017) descreveram “auséncia de glandulas
nigrescentes no apice das anteras”. Azevedo (2018), em estudo recente, relatou para esta
mesma espécie, a presenca de uma grande cavidade secretora subepidérmica, na regido do
conectivo das anteras, e de espagos secretores nas demais estruturas florais, porém andlises
histoquimicas destes espacos e de suas secre¢des ndo foram realizadas, assim como seu papel
funcional nas flores nao foi avaliado. De acordo com Mejia-Agudelo et al. (2019), espécies de
Hypericum, género relacionado a Vismia, apresentam uma ampla variedade de metabdlitos,
produzidos em estruturas secretoras presentes em o6rgdos vegetativos e reprodutivos,
associados a atividades farmacoldgicas, tais quais antidepressiva, antiviral, antiinflamatoria,
espasmolitica ou antimicrobiana (Greeson et al. 2001; Ernst 2003; Saddige et al. 2010;
Stojanovice et al. 2013). Tais achados reforcam a importdncia de estudos preliminares,
anatomicos e histoquimicos, em outros representantes de Hypericaceae.

Poucos sdo os dados sobre a microsporogénese para a familia. A presenca de
microsporogénese simultanea foi relatada para Hypericum brasiliense Choisy (Leal 2016). De
acordo com Furness (2012), a microsporogénese do tipo simultanea é uma caracteristica
plesiomérfica para o clado clusioid, do qual faz parte Hypericaceae. A autora (Furness 2012)

sugere que andlises adicionais, incluindo outras espécies, sdo necessdrias para reforcar tal
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afirmativa, uma vez que sua analise avaliou apenas um representante para esta familia, a saber:
Hypericum polyphyllum Boiss. & Balsana.

Em Hypericaceae, o gineceu é formado por trés ou cinco carpelos e a placentacdo
geralmente é axial (Stevens 2007). Em algumas espécies de Hypericum, as placentas podem ndo
atingir a regido mediana do ovdrio, configurando placentas marginais (Stevens 2007). Os 6vulos
sdo anatropos, bitegumentados, tenuinucelados e com endotélio, caracteristicas frequentes em
Malpighiales (Endress et al. 2013). No gineceu de V. brasiliensis e H. brasiliense, a fusdao dos
carpelos ndo é total e, consequentemente, o ovario se apresenta incompletamente septado
(Leal 2016). Ainda nestas espécies, a placentacdo foi classificada como marginal, os évulos
como anatropos, bitegumentados, tenuinucelados e com endotélio e os sacos embrionarios,
como unimodulares (com quatro células e cinco nucleos) (Leal 2016).

Vismia micrantha, espécie endémica do Brasil, ocorre nos dominios fitogeograficos do
Cerrado e da Mata Atlantica no sudeste do pais (Vogel et al. 2020). A espécie é heterostilica
(Martins et al. 2017) e possui flores actinomorfas, diclamideas, perfeitas e hipdginas (Azevedo
2018).

Considerando (i) a importancia de estudos de anatomia floral para a compreensao de
aspectos reprodutivos em Hypericaceae e (ii) o fato de V. micrantha ser uma espécie
heterostilica, o presente trabalho pretendeu, através de andlises populacionais, morfométricas,
histoquimicas e de anatomia floral, descrever as flores da espécie, bem como avaliar a presenca
e funcionalidade de nectdrios nos diferentes tipos florais, respondendo as seguintes perguntas:

e Qual o tipo de heterostilia V. micrantha possui?

e Orecurso floral oferecido aos visitantes florais é néctar?

e Qual(is) a(s) classe(s) de substancia(s) é(sao) produzida(s) e secretada(s) pelas cavidades
localizadas no conectivo das anteras?

e Os componentes da secrecao das cavidades localizadas no conectivo das anteras
diferem daqueles dos espacos secretores presentes nas demais estruturas florais?

e A microsporogénese é simultanea?

e O ovario é incompletamente septado e a placenta¢cdo marginal?

e O dvulo é bitegumentado, tenuinucelado e com endotélio?

e O saco embrionario maduro é unimodular?



2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Estadual do Ibitipoca (PEl), localizado no sudeste do
Estado de Minas Gerais, Brasil, entre os municipios de Santa Rita de Ibitipoca e Lima Duarte
(21240'- 21244'S e 43952’ - 43955’W). O clima da regido é do tipo Cwb: mesotérmico Uumido,
com verdes amenos e invernos secos (Koeppen 1948), com uma precipitagdo anual média de
1.532mm e temperatura média de 18,9°C (Cetec 1983). O PEl faz parte do complexo da
Mantiqueira (Filardi et al. 2014) e apresenta um mosaico vegetacional onde predominam os
campos rupestres (Giulietti & Pirani 1988; Andrade & Souza 1995; Alves & Kolbek 2010; Filardi
et al. 2014). Devido a sua fauna e flora diferenciadas e seu grande numero de grutas e
cavernas, o PEl foi classificado na categoria de extrema importancia biolégica (Silveira et al.

2016).

2.2. Estrutura populacional e aspectos da biologia floral

Todos os individuos de V. micrantha encontrados e identificados em floragao, através de
caminhadas ao longo de trilhas pré-estabelecidas no interior do PEl (a saber: Circuito das
Aguas, Trilhas Préximas ao Centro de Visitantes e Inicio da Trilha para a Janela do Céu), foram
marcados e georreferénciados.

Para verificar a ocorréncia e o tipo de heterostilia, os individuos de V. micrantha
encontrados e identificados em floragdo no periodo de janeiro a mar¢o de 2020 (n= 60
individuos), foram caracterizados quanto a posi¢cdo de estigma e anteras nas flores, definindo
seus morfos. Para isso, cinco flores de quatro individuos longistilos e cinco flores de cinco
individuos brevistilos (n total = 45 flores) foram coletadas, conservadas em dalcool 70%, sendo o
comprimento dos estames e pistilos posteriormente mensurados no laboratdrio. Essas medidas
foram avaliadas apenas em flores com a mesma idade. Além dessas medidas, também
mensuramos: o diametro da corola, o comprimento e largura das pétalas e contabilizamos o
numero de ovulos por flor. Todas as medidas foram realizadas com auxilio de paquimetro
digital Digimess 0,01mm/150mm/6” (Digimess, Sdo Paulo, Brasil). Previamente a essas
medidas, as flores foram avaliadas no campo quanto a coloragdo, presenca de odor e tipo de
recurso floral oferecido. A presenca de odor foi avaliada durante o dia, para isso flores foram
armazenadas em vidros hermeticamente fechados e posteriormente avaliadas pela percep¢ao

humana quanto a presenca de odor.



A proporcdo entre os morfos na populacdo foi avaliada através da contagem dos 60
individuos totais amostrados na populagdo. Utilizou-se o teste do Qui-quadrado para avaliar se
as proporc¢des entre os morfos difere de 1:1 (isopletia). Para isso, utilizamos a funcdo chisq.test
do software R versdo 3.5.3 (R Development Core Team 2018).

A reciprocidade entre os morfos, na populacdo amostrada, foi avaliada através do
conceito de inacuracia adaptativa da reciprocidade proposto por Armbruster et al. (2017). Para
o calculo da inacuracia foram tomadas medidas das alturas das estruturas reprodutivas
(estigma e anteras) de 22 flores de cada morfo (n = 44 flores totais), sendo uma flor por
individuo. Como as flores de V. micrantha apresentam anteras com duas alturas distintas em
ambos os morfos florais essas diferencas também foram incluidas nos calculos da inacurécia. Os
valores da imprecisdao para os érgdos altos e baixos foram calculados através das seguintes

féormulas:

P —_ ~\2
Inacuracia orgaos altos com anteras altas = (AA - S) + VAA + VS

s . — —\2
Inacuracia orgaos baixos com anteras baixas = (aa - S) + Vaa + Vs

;. —_ 12
Inacuracia 6rgdos altos com anteras mais baixas — (Aa - S) + VAa + VS

s . Py =\2
Inacuracia orgaos baixos com anteras mais altas = (aA - 5) + VaA + Vs

Onde os érgdos altos sdo representados por A (altura das anteras do morfo brevistilo) e S
(altura dos estigmas do morfo longistilo), e os 6rgdos baixos por a (altura das anteras do morfo
longistilo) e s (altura dos estigmas do morfo brevistilo) (Fig. 1). Os estames maiores do morfo
longistilo estdo representados por aA e os menores por aa (Fig. 1). Para o morfo brevistilo os
estames maiores estdo representados por AA e os menores Aa (Fig. 1). Os valores de A4, aA,
Aa, aa, S e s representam as médias das alturas e os valores de Vaa, Vaa, Vaa, Vaa, Vs € Vs as
variancias das alturas. A reciprocidade perfeita ocorre se a inacuracia for zero, ou seja, se todas

as anteras e estigmas correspondentes estiverem na mesma altura (Armbruster et al. 2017).

2.3. Analises estruturais

Para a realizagdo das analises estruturais, botdes florais em diferentes estadios de
desenvolvimentos e flores de V. micrantha foram coletados nos meses de novembro de 2018 a
margo de 2019 e de janeiro a margo de 2020.

Para andlises em microscopia eletronica de varredura (MEV), as amostras foram fixadas
em glutaraldeido 2.5% em tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7.2, pds-fixadas com tetréxido de

6smio 0.5% no mesmo tampao, desidratadas em série etilica, secadas ao ponto critico de CO,



em equipamento Balzers Union CPD 020 (Balzers Union Ltd, Balzers, Leichtenstein), metalizadas
com ouro em metalizador Bal-Tec SCD 050 (Bal-Tec, Pfaffikon, Suica), examinadas e
documentadas em microscépio eletrénico de varredura FEI QUANTA 200 (FEI, Hillsboro, OR,
EUA) do Centro de Microscopia Eletronica, IBB/UNESP.

Para analises em microscopia de luz (ML) e de epifluorescéncia (MF), as amostras foram
fixadas em formaldeido 4% + glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato de sddio 0,05 M pH 7.2
(Gahan 1984), submetidas a baixa pressdo, desidratadas em série etilica e emblocadas em
Historesin® (Leica, Wetzlar, Germany). Sec¢Ges seriadas de 1-3um de espessura, obtidas com
navalha de vidro em micrétomo rotativo modelo Spencer 820 (American Optical Co, Buffalo,
NY, EUA), foram coradas com Azul de Toluidina O 0,05% (Feder & O’Brien 1968). Analises e
documentacgao fotografica foram realizadas em microscépio Leica DM750 com camera Leica
ICC50 HD e software LAS EZ versao 3.0.0 ou em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX-51
(Olympus Co Ltd, Tokyo, Japdao) com camera Q color 5 e software Image-Pro Express.

Para detectar as principais classes de metabdlitos nas células, seccbes de material
emblocado ou conservado em alcool 70%, obtidas em microtomo rotativo e de Ranvier
respectivamente, foram tratadas com: (a) Sudan Ill e IV, para compostos de natureza lipofilica
(Jensen 1962), (b) Lugol, para amido (Langeron 1949), (c) dicromato de potdssio, para
compostos fendlicos (Gabe 1968), (d) Reagente de Fehling, para acucares (Maclean & lvimey-
Cook 1952), (e) Vermelho de Ruténio, para mucilagem (Langeron 1949), (f) acido periédico +
reagente de Schiff (PAS) (Taboga & Vilamaior 2013), para polissacarideos; (h) acido acético e
acido cloridrico para a determinacao da natureza quimica dos cristais através de testes de
solubilidade diferencial (Maclean & lvimey-Cook 1952); (i) Auramina O, para cutina (Gahan
1984). Para observacdo de calose, sec¢Ges foram coradas com Azul de Anilina (0,1%) em
K;HPO,4, 0,15 M (Martin 1959), mantidas sob-refrigeragdo por um periodo de 2 horas e
observadas sob luz UV em microscépio de epifluorescéncia.

Todas as imagens foram editadas usando Adobe Photoshop extended CS4.

Os materiais testemunho foram depositados no Herbario do Museu Nacional (R).
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Figura 1: Altura dos estigmas e dos estames maiores e menores nas flores brevistilas e longistilas de V. micrantha.
AA: estame maior na flor brevistila; Aa: estame menor na flor brevistila; s: estigma da flor brevistila; S: estigma da
flor longistila; aA: estame maior da flor longistila; aa: estame menor da flor longistila.



3. Resultados
Vismia micrantha é uma espécie lenhosa de habito arbustivo-arbdreo, com altura

variando entre 1 e 5m na darea de estudo (Fig. 2a). Através da amostragem populacional,
observamos a existéncia de dois morfos florais, um caracterizado pela presenga de flores com
anteras posicionadas acima dos estigmas (morfo brevistilo) (Fig. 2b; 3a) e outro caracterizado
pela presenca de flores com anteras localizadas abaixo dos estigmas (morfo longistilo) (Fig. 2c;
3b). Este resultado confirma que a espécie é distilica. Além disso, observamos proporgoes
equivalentes (1:1) entre os individuos brevistilos (n= 28) e longistilos (n= 32) na populacgdo
amostrada (x> =0,008, g/ =1, p =0,927; Fig. 4).

As inflorescéncias de V. micrantha sdao cimeiras multifloras terminais (Fig. 2d). As flores
sdo pequenas (diametro da corola: 5,95 + 0,58mm), pediceladas, hermafroditas, actinomorfas,
diclamideas, heteroclamideas, hipdginas, nectariferas e odoriferas. O calice é dialissépalo e
esverdeado. A corola é dialipétala; as pétalas sdo elipticas (comprimento: 3,13 + 0,37mm;
largura: 1,73 + 0,22mm), branco-esverdeadas com maculas castanho-alaranjadas (Fig. 2e) e
apresentam tricomas alvos, numerosos na face adaxial e raros na face abaxial (Fig. 2c, €). O
nectario é composto por cinco glandulas alternipétalas, alaranjadas com numerosos tricomas
alvos. As flores produzem um odor fraco e adocicado. O androceu, em ambos os morfos, é
composto por cinco fasciculos, cada um dos fasciculos reunindo trés estames (raro dois ou
quatro), sendo dois estames menores e um maior. Ao todo as flores possuem 10 estames
menores e cinco maiores (Fig. 2f). A por¢do proximal dos fasciculos apresenta tricomas. As
anteras sdo branco amareladas, bitecas e rimosas. O gineceu é sUpero, gamocarpelar com 5
carpelos, raro 4 ou 6. O ovario é esverdeado com maculas castanho-alaranjadas e uniovulado
por léculo.

A inacuracia da reciprocidade dos 6rgdos altos (i.e. estigma de flores longistilas e
anteras de flores brevistilas) foi de 1,04 considerando as anteras altas e de 0,47 com as anteras
mais baixas do fasciculo. A inacuracia dos orgdos baixos (i.e. estigma de flores brevistilas e
anteras de flores longistilas) foi de 0,87 considerando as anteras altas e de 0,34 com as anteras
mais baixas do fasciculo, indicando uma maior reciprocidade dos 6rgaos baixos. Além disso,
esses resultados indicam uma maior reciprocidade do estigma com as anteras mais baixas em

ambos os morfos.



Figura 2: Habito, inflorescéncias e flores de V. micrantha: a, habito (destaque); b, detalhe da flor do morfo
brevistilo; ¢, detalhe da flor do morfo longistilo; d, detalhe das inflorescéncias; e, detalhe das pétalas, androceu e
gineceu; f, detalhe do androceu fasciculado (MEV). an = antera; est = estigma. Barra = 12mm em d; 3mm em e;
2mmemb, ¢; Imm em f.
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Figura 3: Altura (mm) das estruturas reprodutivas (anteras e estigmas) de flores de V. micrantha: a, estruturas
reprodutivas das flores do morfo brevistilo; b, estruturas reprodutivas das flores do morfo longistilo. A. Maiores =

anteras maiores; A. Menores = anteras menores.
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Figura 4: Distribuicdo espacial dos 60 individuos de V. micrantha estudados no Parque Estadual do
Ibitipoca. Circulos vermelhos representam os individuos do morfo breviestilo (n = 28); circulos azuis
representam os individuos do morfo longiestilo (n = 32). A intensidade das cores dos circulos indica uma

grande proximidade dos individuos.
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3.1. Estrutura floral
3.1.1 Pedicelo

O pedicelo, em secgdo transversal (Fig. 5a), tem contorno sinuoso. Apresenta epiderme
uniestratificada com tricomas simples ou pluricelulares radiados, compostos por uma célula
basal e 2-4 células de disposicdo oposta ou oposto-cruzada (Fig. 5b, c). Por vezes, as células
radiais destacam-se da célula basal que permanece na superficie do pedicelo (Fig. 5b). Os
tricomas sao revestidos por cuticula estriada. As células epidérmicas possuem contorno
retangular ou quadrangular e paredes espessadas, sendo revestidas por cuticula lisa. Nota-se a
presenca de cera epicuticular. A regido cortical € composta por 6 a 8 estratos de parénquima
com células arredondadas, de tamanhos variados e paredes espessadas (Fig. 5d). O estrato
parenquimatico subepidérmico se destaca dos demais pelas maiores dimensdes das células que
o compdem. O sistema vascular é formado por feixes colaterais e estd disposto em anel.
Cavidades e canais secretores ocorrem no parénquima vascular (Fig. 5e, f). A regido medular

possui células de parénquima e idioblastos de conteudo fendlico.
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Figura 5: Pedicelo de V. micrantha, em vista superficial (b), seccdo transversal (a, d, e) e longitudinal (c, f): a, vista
geral; b, tricomas pluricelulares radiados. Note as células basais (setas); c, detalhe de tricoma; d, parénquima
cortical; e - f, detalhes de cavidades (setas em e; cs, em f) e canal (cas, em f) secretores. ep = epiderme; pc =
parénquima cortical; sv = sistema vascular; pc = parénquima medular. Barra = 100um em a; 50um em b, e, f; 20um
emc,d.
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3.1.2 Perianto
3.1.2.1 Sépalas

As sépalas sdo hipoestomadticas. Em vista superficial da face abaxial, a epiderme
apresenta células de contorno circular a poligonal, com paredes periclinais externas convexas,
revestidas por cuticula estriada (Fig. 6a) (tabela 1). Nesta face, além dos estobmatos (Fig. 6b),
ocorrem tricomas tectores variando de simples a pluricelulares radiados. No bordo da sépala
ocorrem tricomas tectores simples e longos (Fig. 6¢). Os tricomas sdo revestidos por cuticula
ornamentada (Fig. 6d).

Em seccdo transversal, a epiderme, uniestratificada em ambas as faces, possui células
arredondadas a retangulares na face adaxial e arredondadas a tabulares, com paredes
periclinais externas convexas, na face abaxial (Fig. 6e). A cuticula, na face abaxial é mais espessa
qguando comparada a da face adaxial (Fig. 6f). Tricomas tectores sdo raros na face adaxial, onde
as células epidérmicas possuem paredes espessadas, especialmente as periclinais externas e
aspecto secretor. Em botdes florais, nota-se a presenca de mucilagem no espaco entre sépalas
e pétalas (Fig. 7a; tabela 1). O mesofilo é formado por 4 a 11 estratos parenquimaticos com
células frouxamente dispostas. Nesta regido ocorrem idioblastos drusiferos no estrato
subepidérmico voltado para a face adaxial (Fig. 7b; tabela 1), além de cavidades secretoras de
conteudo lipofilico (Fig. 7c; tabela 1) e feixes vasculares também voltados para esta face.
Cavidades secretoras ocorrem ainda no parénquima vascular, a semelhan¢a do pedicelo (Fig.
7a). O numero de estratos parenquimaticos diminui em direcdo ao bordo que, geralmente, é

composto apenas por epiderme (Fig. 7d).
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Figura 6: Sépala de V. micrantha, em vista superficial (MEV; a-d) e em sec¢do transversal (e, f): a, detalhe da
epiderme com tricomas tectores pluricelulares radiados na face abaxial; b, detalhe de estdmato na face abaxial; c,
detalhe do bordo com tricomas tectores simples e longos; d, detalhe da ornamentagdo da cuticula dos tricomas; e,
vista geral; f, detalhe da cuticula (reagdo ao Sudan IV). ep = epiderme; es = estOmato; fv = feixe vascular; pa =
parénquima; pe = pétala; sc = secregdo. Barra = 100um em c; 50um em a, e; 25um em d; 20pum em f; 5um em b.
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Figura 7: Sépala de V. micrantha, em secgdo transversal: a, vista geral. Note a presenga de mucilagem (rea¢do ao
vermelho de ruténio; seta) entre a face adaxial da sépala e a face abaxial da pétala adjacente; b, detalhe de drusas,
vistas sob luz polarizada (setas), no estrato subepidérmico voltado para a face adaxial; c, detalhe de cavidade
secretora (reagdo ao Sudan 1V); d, detalhe do bordo. cs = cavidade secretora; fv = feixe vascular; pe = pétala; se =
sépala. Barra = 50um em a, b; 20um em ¢, d.
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3.1.2.2 Pétalas

Em vista frontal, a superficie da face abaxial da pétala mostra epiderme com células de
contorno retangular a poligonal, revestidas por cuticula estriada, exceto em determinadas
regides em que agrupamentos de células sdo revestidos por cuticula lisa (Fig. 8a). No bordo
ocorrem longos tricomas tectores articulados na base e revestidos por cuticula ornamentada
(Fig. 8b). A epiderme na face adaxial apresenta células de contorno arredondado a retangular
com inUmeros tricomas tectores simples, revestidos por cuticula ornamentada (Fig. 8c). Nesta
face notam-se cicatrizes de tricomas que cairam (Fig. 8d).

Em seccdo transversal (Fig. 8e), a epiderme é uniestratificada em ambas as faces, com
células arredondadas, quadrangulares ou retangulares, revestidas por cuticula delgada (Fig. 8f,
g; tabela 1). Os tricomas, na face adaxial sdao simples, formados por uma ou mais células e
possuem conteudo fendlico (Fig. 9a; tabela 1). Tricomas sdo raros na face abaxial. As células
epidérmicas, em ambas as faces, sdo ricas em compostos fendlicos (tabela 1). O mesofilo é
formado por 4 a 7 estratos parenquimaticos contendo idioblastos de conteudo fenélico ou
drusifero (tabela 1). Nele estdao contidos feixes vasculares e cavidades secretoras de origem
lisigena (Fig. 9b - e). Tais cavidades possuem conteudo lipofilico (Fig. 9f, g; tabela 1) e, quando
plenamente formadas, ocupam toda a espessura do mesofilo, posicionando-se entre a
epiderme de ambas as faces. O nimero de estratos parenquimaticos diminui em direcdo ao
bordo, constituido apenas por epiderme ou por epiderme e 1 a 2 estratos de parénquima. E

comum a presenca de cavidade secretora préxima ao bordo.
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Figura 8: Pétala de V. micrantha, em vista superficial (MEV; a - d), em seccdo transversal (e) e em secgdo
longitudinal (f, g): a, epiderme na face abaxial; b, detalhe do bordo; c, face adaxial em vista geral; d, detalhe da
face adaxial. Note as cicatrizes deixadas por tricomas (setas); e, vista geral; f - g, cuticula (reagdo a Auramina O) na
face adaxial (f, seta) e na face abaxial (g, seta). cs = cavidade secretora; fv = feixe vascular; pe = pétala; sc =
secregao; se = sépala. Barra = 500um em c; 250um em d; 100um em b; 50pum em a, e; 20um em f, g.

18




Figura 9: Pétala de V. micrantha, em secgdo transversal: a, detalhe de tricoma com conteudo fendlico (seta); b - e,
detalhes de cavidades secretoras em estadios de desenvolvimento sucessivos, desde o inicio da diferenciacdo (em
b) até a fase pds-secretora (em e); f - g, conteldo lipofilico de cavidades secretoras: reagdo ao Sudan IV (f) e a
Auramina O (g). cs = cavidade secretora; pe = pétala; se = sépala. Barra =50um em e, g; 20umem a - d, f.
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3.1.3 Nectario

O nectario é composto por cinco glandulas alternipétalas (Fig. 10a). Cada uma das
glandulas, em secc¢ao longitudinal, possui epiderme uniestratificada, com células de contorno
guadrangular e longos tricomas tectores unicelulares (Fig. 10b). Células epidérmicas e tricomas
apresentam contetdo fendlico (Fig. 10c; tabelal). O parénquima nectarifero constitui-se de
células com paredes delgadas, citoplasma denso, nucleo conspicuo e vacuoma composto por
pequenos vacuolos (Fig. 10d). As células parenquimdticas reagiram positivamente para a
presenca de polissacarideos (Fig. 10e; tabela 1). Na porcdo parenquimatica ocorrem elementos

de floema (Fig. 10f) e idioblastos contendo compostos fendlicos (Fig. 10c; tabela 1).

20



Figura 10: Nectario de V. micrantha, em secg¢Ges obliqua (a), longitudinais (b - e) e transversal (f): a, nectério
posicionado entre pétalas, em botdo floral; b, detalhe da epiderme e de tricomas tectores; c, presenca de
compostos fendlicos em células da epiderme, do parénquima e nos tricomas (reagdo ao dicromato de potassio); d,
detalhe do parénquima nectarifero; e, detalhe da reagdo positiva (PAS) para polissacarideos em células do
parénquima nectarifero; f, elementos de floema (circulos). an = antera; ep = epiderme; ne = nectdrio; pe = pétala;
se = sépala; tr = tricoma. Barra = 500um em a; 50um em ¢, f; 20um em b, d, e.
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3.1.4 Androceu

O androceu, em ambos os morfos, é formado por cinco fasciculos estaminais, cada um
deles com trés estames, raramente dois ou quatro. Os estames sdo levemente deflexos e se
projetam para fora do centro da flor. As anteras sdo dorsifixas, bitecas, tetraesporangiadas e
rimosas. Em botdes florais jovens (0,76 - 1,23 mm), nota-se a presenca de secre¢do no entorno
das anteras (Fig. 11a).

Em vista superficial, tanto a por¢dao comum aos filetes quanto cada um deles
individualmente, apresenta células epidérmicas de contorno retangular a poligonal, sendo
alongadas axialmente e revestidas por cuticula estriada (Fig. 11b; tabela 1). Nas anteras, a
epiderme apresenta células de contorno poligonal, com paredes periclinais externas convexas e
revestidas por cuticula igualmente estriada (Fig. 11c; tabela 1). Raros tricomas, simples ou
pluricelulares radiados, ocorrem ao longo destas estruturas.

Em seccdo transversal, a por¢cdo comum aos filetes (Fig. 11d) apresenta epiderme
uniestratificada, com células de contorno quadrangular a retangular com contetdo fendlico
(tabela 1), especialmente aquelas voltadas para a face abaxial e tricomas. Seguem-se cerca de
cinco estratos parenquimaticos contendo idioblastos drusiferos ou com conteiddo fendlico
(tabela 1), além de trés feixes vasculares localizados na por¢ao mediana e separados por um a
dois estratos parenquimaticos. Filetes individualizados possuem contorno circular, epiderme
uniestratificada com células de contorno quadrangular e 7 a 10 estratos parenquimaticos onde
se encontram idioblastos de conteudo fendlico (tabela 1) e um feixe vascular centralmente
posicionado. A parede da antera madura (Fig. 11e) possui epiderme uniestratificada, cujas
células apresentam contorno elipsoide e conteudo fendlico (tabela 1), sendo revestidas por
cuticula estriada. Adjacente a epiderme, segue-se um estrato de endotécio com espessamento
em barra e restos de tapete. Os graos de pdlen sdo triaperturados e liberados em moénades, na
fase de micrdosporos ou microgametdfitos bicelularizados. No conectivo parenquimatoso
encontram-se idioblastos drusiferos (tabela 1), feixe vascular e duas grandes cavidades
secretoras subepidérmicas com conteudo lipofilico (11f; tabela 1).

Em botdes florais de 0,76mm, as lojas da antera (Fig. 12a) possuem epiderme
uniestratificada e tecido arquespérico. O septo interlocular é parenquimatico e nota-se o inicio
da formacdo de duas cavidades secretoras subepidérmicas na regido do conectivo, feixe
vascular posicionado entre as cavidades e idioblastos drusiferos e de conteudo fendlico.

Em botdes florais de 0,97 - 1,07 mm, as lojas da antera (Fig. 12b) apresentam, além de

epiderme, dois estratos indiferenciados, tapete secretor binucleado e células mae de
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micrdsporos com citoplasma denso, nucleo e nucléolo conspicuos e parede de calose evidente.
No conectivo, as duas cavidades subepidérmicas encontram-se plenamente formadas,
permanecem os idioblastos drusiferos e de contelddo fendlico e o feixe vascular. Botdes florais
de 1,07mm apresentam células mde de micrdosporos e diades na mesma loja (Fig. 12c).

Em botdes florais de 1,12mm as lojas da antera (Fig. 12d) apresentam epiderme, estrato
subepidérmico integro, camada média colapsada, tapete secretor e tétrades tetraédricas,
resultantes de microsporogénese simultanea. Botdes florais de 1,23mm apresentam,
simultaneamente, lojas com tétrades com parede formada entre os micrésporos e lojas sem a
formacao de parede entre os micrésporos (Fig. 12e).

Em botGes florais de 1,28 - 1,44 mm as lojas da antera apresentam epiderme
uniestratificada, estrato de endotécio com espessamento em barra, camada média colapsada,
tapete secretor em processo de degeneracdo e micrdsporos livres, ricos em grdaos de amido

(Fig. 12f; tabela 1).
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Figura 11: Androceu de V. micrantha, em vista superficial (MEV: b, c), em secg¢Bes transversais (a, d, e) e obliqua
(f): a, detalhe de secre¢do no entorno de anteras jovens; b, detalhe da epiderme de fasciculo estaminal; c, detalhe
da epiderme da antera; d, por¢do comum aos filetes; e, detalhe da parede da antera madura; f, detalhe de
cavidade secretora com conteudo lipofilico (reagdo ao Sudan V). dr = idioblasto drusifero; en = endotécio; fv =
feixe vascular; mig = microgametoéfito; ov = ovario; sc = secre¢do; tr = tricoma. Barra = 250um em b; 50um em a, e;
20umemc, d, f.
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Figura 12: Antera de V. micrantha, em secgdes transversais (a-e€) e obliqua (f): a, em botdo de 0,76mm; b, em botdo de
0,97mm; ¢, em botdo de 1,07mm. Note a presenca de diades (setas); d, em botdo de 1,12mm; e, em botdo de 1,23mm,
evidenciando parede de calose, vista sob luz UV; f, em botdo de 1,44mm (reagdo ao Lugol). cm = camada média; cmm = célula-
made de micrdsporo; cv = cavidade secretora; dr = idioblasto drusifero; en = endotécio; ep = epiderme; esp = estrato
subepidérmico; fv = feixe vascular; mi = micrésporo; ta = tecido arquespdrico; tp = tapete; ttr = tétrade de micrdsporos. Barra =
50um em f; 20um em b, ¢, d, e; 10um em a.
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3.1.5 Gineceu

O gineceu é supero, sincarpico, pentacarpelar (raro hexacarpelar) em ambos os morfos.
Em botdes florais jovens, nota-se a presenca de secrecdo no entorno do gineceu bem como nos
I6culos ovarianos (Fig. 13a).

O oviério é pentalocular (raro hexalocular), uniovulado por léculo. Em seccdo
longitudinal, a parede do ovario (Fig. 13b) apresenta epiderme externa uniestratificada, com
células de contorno retangular, alongadas axialmente, com paredes periclinais externas
espessas revestidas por cuticula delgada (Fig 13c; tabela 1), citoplasma denso e nucleo
conspicuo e centralizado; apresenta estdbmatos e tricomas tectores com conteddo fendlico
esparsos. O mesofilo (Fig. 13d) é parenquimatico e contém feixes vasculares, idioblastos
drusiferos e de conteudo fendlico e cavidades secretoras com conteudo lipofilico (Fig. 13e;
tabela 1), estas ultimas voltadas para a face abaxial. A epiderme interna é uniestratificada,
apresentando células semelhantes aquelas da epiderme externa, com menores dimensdes. O
compito (Fig. 13g) e os loculos ovarianos encontram-se repletos de mucilagem (Fig. 13f; tabela
1). A placentagdo é axial (Fig. 14a). Os évulos sdao anatropos, bitegumentados e com endotélio
(Fig. 14b). O tegumento interno é mais curto e mais espesso que o externo e ambos os
tegumentos formam a micrépila (Fig. 14c). As células da epiderme externa do tegumento
externo apresentam conteudo fendlico. Em botdes florais com 1,16 - 1,28 mm observa-se a
célula mae do megasporo, envolta por parede de calose delgada, com citoplasma denso e
nucleo e nucléolo conspicuos, posicionada imediatamente abaixo da epiderme nucelar,
caracterizando o évulo como tenuinucelado (Fig. 14d). Ainda em botdes florais dentro deste
intervalo (1,16 - 1,28 mm) podem ser observadas diades (Fig. 14e). O saco embriondrio maduro
é formado por duas sinérgides, oosfera e célula média (Fig. 14f). As antipodas ndo foram
evidenciadas. Observa-se a polarizacao das duas sinérgides, com o vacuolo voltado para o polo
calazal. A oosfera apresenta nucleo conspicuo e vacuolo voltado para o polo micropilar. No
vacuolo da célula média nota-se a presenga de mucilagem (Fig. 13f; tabela 1).

Os cinco estiletes, nas flores brevistilas, sdo deflexos, projetando-se para fora do centro
da flor, em alternancia com os fasciculos estaminais (Fig. 15a). Nas flores longistilas eles sdo
eretos e levemente retorcidos distalmente. Em vista superficial (Fig. 15b), apresentam
epiderme com células de contorno retangular e alongadas axialmente, revestidas por cuticula
estriada. Em secgdo longitudinal (Fig. 15c), a epiderme, em ambas as faces, mostra células de
contorno quadrangular a retangular. O mesofilo é parenquimatico, com feixes vasculares,

idioblastos drusiferos e de conteudo fendlico (tabela 1). O tecido transmissor ocupa a regido
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central, apresenta células alongadas, com citoplasma denso e é circundado por feixes
vasculares.

Os estigmas, em vista superficial sdo papilosos (Fig. 15d) e se mostram recobertos por
secrecdo. Na superficie estigmatica podem ser observados graos de pdlen, alguns germinando
(Fig. 15e). Em seccdo longitudinal, o estigma apresenta epiderme composta por papilas e

mesofilo parenquimatico, ambos com células de aspecto secretor (Fig. 15f).
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Figura 13: Gineceu de V. micrantha, em secgdes transversais (a, c, e - g) e obliqua (b, d): a, ovario, em botdo de 0,97mm,
evidenciando a presenga de secre¢do; b, d, detalhes da parede do ovario; c, detalhe da cuticula na superficie externa do ovario
(seta; reagdo a Auramina O); e, detalhe de cavidade da parede ovariana (rea¢do ao Sudam IV); f, detalhe de mucilagem no
l6culo ovariano (reagdo ao Vermelho de ruténio); g, base do ovario mostrando o compito repleto de mucilagem (setas e
detalhe). an = antera; cv = cavidade secretora; dr = idioblasto drusifero; epe = epiderme externa; ept = epitélio secretor; ov =
ovario; fv = feixe vascular; sc = secre¢do. Barra = 200um em g; 100um em b; 50um em d, f; 20um em a, c, e, g.
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Figura 14: Gineceu de V. micrantha, em secg¢des longitudinais (b - f) e transversal (a): a, detalhe da placentagdo em botdo de
1,03mm; b, detalhe dos tegumentos do dvulo; ¢, detalhe da micrépila (destaque); d, detalhe de 6vulo jovem evidenciando a
célula mde do megasporo; e, detalhe de évulo jovem evidenciando diade (seta); f, detalhe do saco embrionario. cm = célula
média; cmg = célula-mde de megdsporo; en = endotélio; epn = epiderme nucelar; nu = nucelo; oo = oosfera; si = sinérgide; te =
tegumento externo; ti = tegumento interno. Barra = 50um em a; 20umem b - f.
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em flor brevistila; b, detalhe da epiderme do estilete; c, estiletes; d, estigma; e, detalhe de d, evidenciando grdo de pdlen
germinando e secregdo estigmatica; f, estigma. es = estilete; estg = estigma; fe = fasciculo estaminal; fv = feixe vascular; tt =
tecido transmissor. Barra = 500um em a; 100um em b, ¢; 50um em d; 20um em f; 10um em e.
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Tabela 1: Resultados dos testes histoquimicos realizados em botdes florais e flores de Vismia

micrantha (+ = positivo; - = negativo; * = n3o realizado)

Reagente; Estrutura
substancia;
cor
Sépala Pétala Nectario Androceu Gineceu
Sudan IV; +; cavidades +; cavidades - +; cavidades +; cavidades
compostos secretoras no secretoras no secretoras no secretoras no
lipofilicos; parénquima parénquima conectivo das parénquima
castanho anteras ovariano
Lugol; amido; - - - +; micrésporos -
violeta
Dicromato de +; tricomas, +; tricomas, +; tricomas, +; epiderme e +; epiderme e
potassio; epiderme e epiderme e epiderme e parénquima do parénquima do
compostos parénquima parénquima parénquima filete; epiderme ovdrio e do
fendlicos; da antera e estilete;
marrom parénquima do parénquima do
conectivo estigma
Reagente de * * - * *
Fehling;
agucares;
marrom
Vermelho de +; epiderme na * * * +; estigma,
ruténio; face adaxial tecido
mucilagem; rosa transmissor,
a purpura compito, léculo
ovariano e
vacuolo da
célula média.
Azul de anilina; * * * +; célula m3e de +; célula mie de
calose; azul micrésporos, megasporos e
diade e tétrade diade
Acido periédico + - - +; parénquima * +; epiderme
reagente de externa do
Schiff (PAS); ovdrio
polissacarideo;
magenta
Solubilidade em + + - + +
acido cloridrico;
cristais de
oxalato de calcio
Auramina O; + + * + +; epiderme
cutina; externa do
verde ovario
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4. Discussao

Vismia micrantha é uma espécie heterostilica do tipo distilica. Em sistemas
heterostilicos distilicos, uma variacdo peculiar ocorre quando o gineceu e o androceu variam
ndo apenas em altura, mas também na posi¢cdo que ocupam lateralmente na flor, criando um
sistema tridimensional (heterostilia 3D) (Rech et al. 2020). Ao estudarmos a morfologia floral
em V. micrantha, observamos que, em flores brevistilas, os estiletes projetam-se para fora do
centro da flor, alternando-se aos fasciculos estaminais; do mesmo modo, em flores longistilas,
os estames projetam-se para fora do centro da flor, alternando-se aos estiletes, o que nos leva
a supor que a espécie apresente heterostilia 3D. Tal reciprocidade tridimensional, pensada em
bases morfoldgicas, aumentaria a eficiéncia na polinizacdo entre os morfos compativeis, sendo
idealmente adequada a espécies distilicas com flores abertas ou campanuladas (Armbruster et
al. 2006). No entanto, estudos especificos se fazem necessarios de modo a testar essa
interpretacgao.

Ao analisarmos o grau de reciprocidade dos 6rgdos altos e baixos entre os distintos
morfos florais de V. micrantha, observamos que a espécie apresenta uma maior inacurdcia dos
orgaos altos do que dos baixos. Embora a reciprocidade se baseie na nogdao de que os 6rgaos
compativeis dos distintos morfos estdo na mesma altura, o presente estudo, somado a tantos
outros, tem mostrado que espécies heterostilicas podem exibir desvios desse “alvo ideal”
(Pailler & Thompson 1997; Thompson & Dommée 2000; Faivre & McDade 2001; Pérez et al.
2004; Ferrero et al. 2009, 2011a, b; Keller et al. 2012; Sa et al. 2016; Armbruster et al. 2017;
Matias et al. 2020). Além disso, estudos recentes observaram maior imprecisdo dos 6érgaos
altos do que dos baixos (Armbruster et al. 2017; Jacquemyn et al. 2018; Brys & Jacquemyn
2019; Matias et al. 2020). Esse “desvio” faz com que os vegetais tenham uma menor taxa de
polinizacdo disassortativa, ou seja, quando o grao de pdlen de um morfo é depositado sobre o
estigma do seu morfo oposto compativel, e consequentemente, redugado na produgao de frutos
e sementes o que pode levar a quebra do polimorfismo floral (Keller et al. 2014; Zhou et al.
2015; Jacquemyn et al. 2018; Wu et al. 2018; Brys & Jacquemyn 2019), principalmente se
somado a inacuracia houver falhas no sistema de incompatibilidade heteromérfica (Barrett &
Shore 2008). Estudos futuros que visem avaliar as taxas de polinizacdo cruzada e o sistema de
autoincompatibilidade na populagdao serao importantes de modo a avaliar o quanto a

imprecisdao poderia estar afetando o sucesso reprodutivo da espécie.
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Em ambos os morfos de V. micrantha, o estigma possui maior reciprocidade com as
anteras compativeis de niveis mais baixos (numericamente estdo em dobro se comparado as
mais altas). Erythroxylum deciduum A.St.-Hil. apresenta anteras de dois niveis (altas e baixas)
apenas no morfo longistilo e, assim como em V. micrantha, o estigma tem maior acuracia com
as anteras mais baixas (Matias et al. 2020). De acordo com Thompson et al. (2012), a
comparacdo dos valores de imprecisdo obtidos sem distincdo entre os niveis de antera (altas e
baixas) em um mesmo morfo, assim como aqueles estimados com distingdo, podem ser Uteis
para se entender o papel dessa variacdo na transferéncia do poélen disassortativo. Levando se
em consideracdo o exposto, estudos que visem avaliar a biologia floral de V. micrantha
(interacdo planta X polinizador, se ha uma baixa visitacdo, se a polinizacdo é eficiente e se ha
uma limitagdo no pdlen ofertado) sdao importantes para se entender qual seria a relevancia
dessa variacdo (anteras altas e baixas em um mesmo morfo) no sucesso reprodutivo da
espécie.

Evolutivamente, o tempo necessdrio para alcancar o grau de igualdade entre os morfos
(1:1) é maior nas populagdes tristilicas, quando comparadas as distilicas (Barrett 2019). Tal
diferenca temporal se deve aos diferentes padrdes de heranca (Barrett 2019) possiveis, tais
guais deriva génica (Husband & Barrett 1992), variacdo nos padrdes de cruzamento entre
morfos (Barrett et al. 2004; Ferrero et al. 2017), autofecundacdo e depressdo por endogamia
(Weber et al. 2013), fertilidade feminina (Brys et al. 2008) e fertilidade masculina (Barrett et al.
1983; Hodgins & Barrett 2008; Cunha & Barrett 2019). No Parque Estadual do Ibitipoca, a
populacdo distilica de V. micrantha possui propor¢des equivalentes (1:1) entre individuos
longistilos e brevistilos. Populagdes em equilibrio [i.e. com proporg¢des iguais entre os morfos
(1:1)] sdo esperadas quando ha uma predominancia do cruzamento disassortativo (Barrett
2019), ou seja, entre morfos compativeis (Darwin 1877 apud Barret 2019, pg. 1052). Como a
populacdo investigada de V. micrantha apresenta proporc¢des iguais (1:1), acreditamos que a
espécie apresente predomindncia do cruzamento disassortativo no Parque Estadual do
Ibitipoca.

As inflorescéncias de V. micrantha sao cimeiras multifloras, comuns em Hypericaceae
(Stevens 2007). As flores da espécie sdo actinomorfas, assim como em outras espécies de
Vismia e Hypericum (Marinho et al. 2016; Marinho et al. 2018a; Mejia-Agudelo et al. 2019).
Flores reunidas em inflorescéncias multifloras parecem ser um dos atrativos para as abelhas
(Wilms et al. 1997) e a simetria floral estd associada ao grau de especializacdo da polinizacdo

(Diller & Fenster 2014). Para os animais visitantes, as flores sdao fontes potenciais de
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energia/alimento. Nesse contexto, a simetria pode ser entendida como um indicador da
recompensa/alimento. A capacidade dos polinizadores de perceber a simetria e discriminar
entre diferentes tipos estabelece a base para a selecdo da forma floral mediada pelos
polinizadores, além de apontar para o papel potencial da simetria na dindmica das populac¢des
de plantas e diversificacdo de espécies (Citerne et al. 2010). As observacGes de campo
mostraram abelhas e vespas visitando as flores actinomorfas, nectariferas e odoriferas de V.
micrantha. Tais caracteristicas da flor nos levam a pensar que a espécie possua um sistema de
polinizacdo mais generalista.

Existem varios modos de polinizacdo nas angiospermas (Rech et al. 2014). Quando a
transferéncia do podlen é feita por animais, o polinizador é atraido até as flores pelo(s)
recurso(s) floral(ais) oferecido(s) (Sargent & Ackerly 2008).

O nectario, estrutura que produz néctar, um dos tipos possiveis de recurso floral (Roy et
al. 2017), é composto por cinco glandulas alaranjadas em V. micrantha. Garcinia nervosa Miq. e
Garcinia xanthochymus Hook, espécies de Clusiaceae, familia relacionado a Hypericaceae,
possuem nectarios florais de cor amarelo brilhante (Sweeney 2010). Horner et al. (2007)
relacionam a coloragao “viva” de um nectdrio a um possivel atrativo visual. Na flor, essa
estrutura pode ocupar diferentes posicGes (receptaculo floral, calice, corola, filete, antera,
ovdrio, estilete ou estigma) (Schmid 1988; Bernardello 2007) e apresentar diferentes origens
(Erbar 2014). De acordo com Sweeney (2010), ha evidéncias de que os nectdrios possuem
origem estaminal em Hypericaceae. No presente estudo nado foi possivel identificar a origem do
nectario floral de V. micranta, ficando esta investigacdo como sugestao para futuras andlises.

Sendo o nectdrio uma estrutura produtora e secretora de néctar, “insumos” sdo
necessarios para a fabricacdo deste “produto” (Heil 2011). A vascularizacdo, uma das possiveis
fontes de “insumos” (Roy et al. 2017), esta representada apenas por elementos de floema, no
nectario floral de V. micranta. Da mesma forma, os nectarios florais de H. madagascariensis
(Decraene & Smets 1991) e de S. globulifera (Leal 2016), ambas espécies pertencentes a
Clusiaceae, sdo vascularizados por elementos de floema.

As células parenquimadticas do nectdrio floral de V. micrantha apresentam citoplasma
denso. Tal caracteristica remete a atividade secretora (Elias 1983; Fahn 1988). A reagdo ao PAS
indicou a presenca polissacarideos no citoplasma destas células, ou seja, presenca de
carboidrato. De acordo com Heil (2011), os carboidratos, classe dominante das substancias que
compdem o néctar, pode apresentar duas vias de origem na secre¢do, quais sejam: transporte

direto do floema e hidrélise do amido acumulado em amiloplastos durante a formagao do
34



nectario. A auséncia de amido em células epidérmicas e parenquimaticas do nectario floral de
V. micrantha sugere que, na espécie, os carboidratos presentes no néctar sejam provenientes
do transporte direto do floema. A “matéria prima” (carboidratos) recebida é modificada em
células do parénquima nectarifero, local em que outras substancias (como proteinas) podem
ainda ser agregadas, originando o “pré-néctar” (Roy et al. 2017). Esta secrecdo é transportada
através da via apoplastica (passando pelo meio intercelular) ou da simplastica (passando pelo
meio intracelular) (Heil 2011). Em V. micrantha, os polissacarideos foram observados no
citoplasma das células, sugerindo que o transporte se dé pela via simplastica. Ressalta-se que o
néctar parece ser o recurso floral da espécie, uma vez que os visitantes observados em campo
introduziam seus aparelhos bucais nas flores, parecendo alcancar o local ocupado pelo
nectario.

Vismia micrantha, apresenta cavidades de origem lisigena contendo substancias
lipofilicas no androceu (conectivo das anteras), pedicelo, sépalas, pétalas e parede do ovario.
Em Hypericum perforatum L., espécie de género relacionado, as cavidades da corola sao
descritas como de origem esquizdgena e lisigena e o volume do seu produto (6leo) pode variar
de acordo com as condi¢des ambientais (Curtis & Lersten 1990).

A composicdo quimica de um o6leo é diversa (Lange 2015), podendo apresentar
componentes volateis (Felipe & Bicas 2017) ou ndo (Lange 2015). Glandulas florais produtoras
de d6leo ndo volatil sdo chamadas de elaiéforos (Vogel 1974; Endress 1994) e seu exsudado
funciona como recompensa floral (Carvalho et al. 2005; Pansarin et al. 2009; Alves 2015;
Possobom & Machado 2017). Glandulas florais que produzem odleos volateis sdo denominadas
osmoforos (Vogel 1990; Rehman et al. 2016) e seu exsudado funciona como atrativo.
Osmoéforos ja foram descritos para espécies de diversas familias botanicas (e.g. Passifloraceae,
Solanaceae e Euphorbiaceae) (Vogel 1990; Evert 2006; Teixeira et al. 2014; Marinho et al. 2014,
2018b; Gagliardi et al. 2016; Demarco 2017). A interacao flor-polinizador envolve vérios canais
sensoriais de comunicagdo, como por exemplo, o olfatério (Solis-Montero et al. 2018). Os
osmoforos produzem odores que funcionam como pistas olfativas (Raguso 2008) e atraem os
polinizadores (Schiestl 2010) que, por sua vez, associam o aroma a presenca de uma possivel
recompensa (Solis-Montero et al. 2018), muitas das vezes, néctar (Vogel 1990; Endress 1994;
Raguso 2008). Em Solanaceae, anteras de flores de algumas espécies emitem aromas muito
provavelmente para atrair seus polinizadores (D’Arcy et al. 1990). Em V. micrantha a
composicdo do 6leo presente nas cavidades da flor, incluindo aquelas das anteras, ndo foi

analisada, nao sendo possivel avaliar a presenca de volateis, apesar das flores serem odoriferas.
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Deste modo, sugere-se investigacbes complementares, relacionadas a presenca de oéleos
voldteis nas secregdes presentes nestas cavidades, para que se estabeleca o papel ecoldgico
destas glandulas.

O androceu tem um papel muito importante na reprodugdo das plantas, produzindo os
gametas masculinos e, em algumas ocasides, o recurso floral (grdos de pdlen) (Rech et al.
2014). Em V. micrantha o androceu, em ambos os morfos, € composto por cinco fasciculos,
cada um dos fasciculos, geralmente, reunindo trés estames. Ornduff (1975), ao estudar
Hypericum aegypticum L. observou que o androceu da espécie apresenta 3 fasciculos, cada um
deles com muitos estames. Segundo o autor (Ornduff 1975), a presenca de muitos estames é
uma caracteristica incomum para flores heterostilicas e, talvez, a reunido deles em fasciculos,
simule um menor nimero de estames que, normalmente, caracteriza flores distilicas.

A epiderme nas anteras de V. micrantha apresenta células de contorno poligonal, com
paredes periclinais externas convexas e revestidas por cuticula estriada. Voguelmann (1993),
através de andlises dpticas, associou os formatos celulares papiloso e convexo a um mecanismo
para aumentar a absorcao de luz. Epiderme papilosa (Silva et al. 2016) e cuticula delgada
(Pacini & Hesse 2004) favorecem a desidratacdo da antera, promovendo sua abertura e
apresentacdo do pdlen (Pacini & Hesse 2004; Silva et al. 2016). Outros mecanismos que levam
ao mesmo resultado (desidratacdo e abertura) seriam a migracdo da dgua contida na antera
para outras partes da flor (Heslop-Harrison et al. 1987; Pacini 1990) e a presenca de estOmatos
ao longo da linha da deiscéncia da antera (Clément et al. 1997; Azevedo 2016). Epiderme
papilosa e estdbmatos, ndo sdo caracteristicas presentes nas anteras de V. micrantha, todavia,
considerando o postulado por Voguelmann (1993), as células epidérmicas com paredes
periclinais externas convexas de V. micrantha poderiam ser interpretadas como uma
caracteristica que favoreceria a abertura da antera e apresenta¢do do pdlen. Adjacente a
epiderme, a parede da antera madura de V. micrantha possui um estrato de endotécio com
espessamento em barra e restos de tapete. O endotécio tem relacdo direta com a abertura da
antera. O tapete, estrato mais interno da parede da antera, estd em contato direto com os
micrésporos, fornecendo nutrientes e outras moléculas importantes para a formagdo e
desenvolvimento dos grdos de pdlen (Levings 1990; Furness & Rudall 2001) e degenerando
gradualmente durante a microesporogénese (Furness & Rudall 2001; Azevedo 2016; Mejia-
Agudelo et al. 2019).

Em V. micrantha os graos de pélen sdo liberados em monades, na fase de micrdsporos

ou microgametdfitos bicelularizados. Em apenas em 30% das angiospermas, a segunda divisao
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mitotica ocorre no grdo de pdlen ainda dentro da antera (Garcia 2009). Grdos de pdlen
bicelularizados tém uma maior longevidade quando comparados aos tricelularizados, porém
sdo mais lentos no processo de germinacdo e crescimento em direcdo a micrépila dos évulos
(Hanna & Towil 1995; Dafni & Firmage 2000). Os grdos de podlen de V. micrantha sdo ricos em
graos de amido. De acordo com Ganders (1979) o dimorfismo floral em espécies heterostilicas
pode ser detectado até mesmo na quantidade de grdos de amido dos grdos de podlen. Silva et
al. (2016) ao estudarem espécies heterostilicas de Erythroxylum (Erythroxylaceae), observaram
gue em flores brevistilas poucos eram os grdos de pdlen que tinham amido armazenado, o
contrario ocorrendo em flores longistilas. Pacini et al. (2006) ressaltam que o amido presente
em graos de pdlen pode torna-los mais resistente a ambientes hostis (altas temperaturas e
baixa umidade relativa) através da regulacdo da quantidade de agua, influenciando no
metabolismo dos mesmos. A presenca de amido nos graos de pdlen em V. micrantha deve
estar relacionada ao fornecimento de energia para manutenc¢do da sua vitalidade bem como
para o crescimento do tubo polinico, além de torna-los mais resistentes ao ambiente (Speranza
et al. 1997; Pacini et al. 2006).

Vismia micrantha apresenta microsporogénese do tipo simultanea. Esse padrao é o mais
comum nas eudicotiledoneas, sendo de grande utilidade para a caracterizacdo do grupo
(Furnes et al. 2002). Em Hypericaceae bem como no género Vismia, ndo se sabe qual o padrao
predominante, sendo necessdrias investigagdes com maior nimero de espécies de modo a
melhor elucidar esta caracteristica evolutiva. A formag¢do da parede dos graos de pdlen comeca
a partir da microsporogénese, com a degradacdo da parede de calose que envolve os
micrésporos (Shi et al. 2015). A parede do grdao de pdlen, além de conferir ao gametdfito
masculino resisténcia contra estresses bidticos e abidticos, é também responsavel por reacdes
de reconhecimento e interagdo entre grao de pdélen e estigma (Jiang et al. 2013).

O gineceu em V. micrantha é supero e sincarpico. O ovario é completamente septado,
pentalocular. A parede ovariana contém cavidades de origem lisigena e conteudo lipofilico. Em
Vismia guianensis (Aubl.) Choisy os espacos secretores da mesma regido sdo de origem
esquizégena (Mourdo & Beltrati 2001). Deste modo, sugere-se que espécies de Vismia
apresentem diferentes modos de desenvolvimento dos espacos secretores presentes em suas
flores. Os dvulos em V. micrantha sao anatropos. Em angiospermas, dvulos com esta curvatura
sdao comuns; o posicionamento da micrépila direcionada para a regido da placenta, local por
onde chega o tubo polinico (Endress 2011), parece ser vantajoso. Além disso, os ovulos da

espécie sdao bitegumentados, tenuinucelados e com endotélio. O mesmo padrdao morfolégico e
37



de desenvolvimento do megasporécito é observado para os évulos de V. guianensis (Mourdo &
Beltrati 2001) e se assemelha ao dos évulos de outras espécies relacionadas (Corner 1976),
dentre elas, espécies do género Hypericum (Nagaraja Rao 1957). A observacdo das
caracteristicas do 6vulo em V. micrantha contribui e reforca o padrdao descrito por Stevens
(2007) para Hypericaceae, visto que em seu trabalho a interpretacdo se deu levando em
consideracdo apenas uma espécie.

Para a megaesporogénese em flores de V. micrantha apenas as diades foram
observadas. A megagametogénese em V. micrantha resulta, ao final do processo, em um saco
embrionario unimodular (com 4 células), no qual as antipodas ndo sdo observadas. Levando em
consideracdo que caracteres embriolégicos sdo de grande valor taxondmico (Mogo & Mariath
2003), sugere-se, como aprofundamento do presente estudo, o acompanhamento detalhado
da megaesporogénese e da megagametogénese.

Os estiletes em V. micrantha sdo deflexos nas flores brevistilas, e eretos, retorcidos
distalmente nas flores longistilas. Os estigmas sdo papilosos, recobertos por secrecdo
mucilaginosa. O exsudado estigmatico pode apresentar composicdo quimica variada e, em
casos bem raros, ser o recurso floral em determinadas espécies (Dafni 2005). Os danos que
podem ocorrer na superficie receptiva pela sua exposi¢ao, tendem a favorecer o surgimento de
estruturas produtoras de recurso em outras partes da flor (Simpson e Neff 1983). Em espécies
de Amyema polinizadas por passaros, o estigma deve resistir aos repetidos contatos com a
cabeca destes animais (Bernhardt & Knox 1983). Papilas cutinizadas, como as observadas em
certos estigmas de Boraginaceae (Heslop-Harrison 1981), sdo interpretadas como protecdo
contra danos promovidos pela colisdo de polinizadores de maior porte (e.g. aves e abelhas do
género Bombus) (Heslop-Harrison 1981; Bernhardt & Knox 1983). Vismia micrantha nao
apresenta papilas estigmaticas cutinizadas, o que faz total sentido, uma vez que provavelmente
a espécie seja polinizada por animais de pequeno porte, como as abelhas e vespas que foram
observadas visitando as flores.

As flores de V. micrantha possuem, em todos os verticilos, cuticula, tricomas tectores,
idioblastos drusiferos e de conteddo fendlico. Além disso, mucilagem foi evidenciada em
botdes florais e na flor em antese. Em um ambiente repleto de adversidades, sobreviver ndo é
tarefa facil. Vismia micrantha apresenta varios caracteres que auxiliam sua sobrevivéncia.

A cuticula recobre a parte aérea das plantas vasculares (Nawrath 2002). E sintetizada
pelas células epidérmicas durante o periodo de crescimento dos diferentes drgaos aéreos do

vegetal (Kolattukudy 1970; Bowen & Walton 1988; Hoffman-Benning & Kende 1994). Por estar
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sobre a parede celular das células epidérmicas, constitui a zona de contato entre a planta e o
meio ambiente (Nawrath 2002). A cuticula é formada por cutina (principal constituinte), ceras e
polissacarideos (Jeffree 1996) e desempenha diversas funcgGes, tais quais, protecdo contra
danos mecanicos, protecdo contra ataques de herbivoros e patdgenos, prevencdo da
desidratacdo provocada pela irradiacdo (Grace & Gardingen 1996; Kerstiens 1996a, b), além de
regular a troca gasosa quando os estOmatos estdo fechados ou ausentes (Kerstiens 1996b).
Com base no exposto sugere-se que a cuticula observada nas pegas florais de V. micrantha tem
como funcgOes evitar a desidratacdo (servindo como barreira fisica) e proteger contra choques
mecanicos.

Tricomas sdo estruturas de origem epidérmica (Levin 1973) e estdo presentes em um
grande numero de familias botanicas (Gongalvez & Lorenzi 2011). Por apresentarem variagao
morfoldgica, sdo de valor taxondmico e servem como caracteristica diagndstica e de distin¢do
(Gongalvez & Lorenzi 2011). Os tricomas, assim como os idioblastos de conteudo fendlico, estao
associados a protecdo contra herbivoros (Levin 1973; Gongalvez & Lorenzi 2011). Além disso,
podem desempenhar outros papeis importantes, tais quais, limitacdo da perda hidrica
(Gongalvez & Lorenzi 2011) ou, no caso de tricomas glandulares, secrecdo de substancias que
atuam como atrativo para polinizadores ou repelente de florivoros (Levin 1973; Gongalvez &
Lorenzi 2011; Kessler et al. 2015). Sugere-se aqui que os tricomas tectores presentes nas flores
de V. micrantha tenham como funcdo oferecer resisténcia fisica contra herbivoros, dificultando
a predagao.

De acordo com Mithofer & Boland (2012) pelo fato das plantas serem fixas ao substrato,
nao tém a capacidade de escapar de ataques de predadores. Evolutivamente, estes organismos
adquiriram estratégias de defesa baseadas na sintese de metabdlitos secunddrios. Estes
compostos pertencem a varias classes quimicas, tais como compostos fendlicos (Mithofer &
Boland 2012; Franceschi & Nakata 2005), que servem como repelentes gustativos, uma vez que
deixam um gosto desagraddvel para o herbivoro (Levin 1973). Estudos fitoquimicos sdo
abundantes em Hypericaceae (partes aéreas), sendo a presenca de compostos fendlicos, ja
relatada para espécies de Vismia (Correia Osério 2019) e Hypericum (Valentdo et al. 2003). O
oxalato de calcio tem sido observado em tecidos de diversos vegetais (Franceschi & Nakata
2005). Para estruturas reprodutivas de espécies de Vismia, a presenca de cristais de oxalato de
calcio é descrita nas flores de V. micranta e de V. brasiliensis (Leal 2016) e nas sementes de V.
guianensis (Mourdo & Beltrati 2001). Os cristais de oxalato de calcio em plantas sdo formados a

partir de acido oxalico sintetizado endogenamente e calcio oriundo do meio ambiente. Os
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cristais podem apresentar varias formas tridimensionais, como a de drusa (cristais
conglomerados multifacetados). Algumas fungbes sdo atribuidas a esses cristais. As mais bem
suportadas pelo acimulo de evidéncias sdo: protecdo, regulacdo do calcio e desintoxicacdo de
metais. A intoxicacdo por metais traz danos ao vegetal (atrofia da raiz e/ou ma absorg¢do de
nutrientes) (Franceschi & Nakata 2005). Em mecanismo de exclusdo, uma das formas de se
desintoxicar, a planta elimina no ambiente cristais em resposta ao estresse externo causado
pelo metal (Ma et al. 1997). Tais fungdes (prote¢do, regulagdo do cdlcio e desintoxicagdo de
metais), entretanto, vao depender da quantidade de cristais, sua distribuicdo e morfologia,
bem como de caracteristicas das células que os produzem (Franceschi & Nakata 2005). Os
cristais presentes nas flores de V. micrantha parecem estar relacionados a protecdo. Todavia,
nao é possivel generalizar a fungao para todos os verticilos nos quais se fazem presentes.
Individuos de V. micrantha apresentam mucilagem em botdes florais (entre calice e
corola e ao redor de anteras) e nas flores (compito, |6culo ovariano e vacuolo da célula média).
Quimicamente, esta secrecdo é constituida de polissacarideos derivados da galactose e
manose. E um composto viscoso que apresenta propriedades de absor¢do e retencdo de dgua
(Pandey & Chadha 1993). Desta forma, a presenca de mucilagem em ambientes secos é
vantajosa. A populacdo de V. micrantha que foi estudada ocorre no Parque Estadual do
Ibitipoca (MG), em altitudes entre 1.200 e 1.460m acima do nivel do mar. O local apresenta
verGes amenos e invernos secos (Koeppen 1948), com temperatura média de 18,9°C (Cetec
1983). Pelo fato da populagdo estudada ocorrer em ambiente de relativa secura, visto as baixas
temperaturas e por estar em grandes altitudes, o que a expde a uma maior incidéncia de
radiacdo solar, sugere-se que a mucilagem presente entre sépalas e pétalas e ao redor das
anteras previna contra a desidratacdo do botdo floral e atue ainda como um lubrificante (Fahn
1988), amenizando o atrito durante o desenvolvimento destes 6rgaos. Ja aquela evidenciada no
estigma, tecido transmissor, compito e Iéculos ovarianos pode estar relacionada a hidratacao,
reconhecimento, orientacdo e nutricdo do tubo polinico (Miki-Hirosige et al. 1987; Lennon et al.

1998).
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5. Conclusao

Considerando as perguntas formuladas durante a elaboracdo desta dissertacao,
podemos concluir que:
(i) A populacdo estudada de V. micrantha é distilica e, apesar das diferencas relativas a acurdcia
nos orgaos altos e baixos de suas flores, a proporcdo 1:1 observada indica que a heterostilia
estaria promovendo de forma eficiente a transferéncia do pdlen disassortativo, uma vez que a
porcentagem “igual” de individuos brevistilo X longistilo € um sinal de prevaléncia da
polinizacdo cruzada;
(ii) O recurso floral é néctar, comprovado pela presenca e funcionalidade do nectério e sugerido
pelo comportamento dos visitantes florais;
(iii) As cavidades localizadas no conectivo das anteras produzem e secretam substancias
lipofilicas;
(iv) A secrecdo produzida nas cavidades presentes no pedicelo, sépalas, pétalas e parede do
ovdrio é composta por substancia lipofilicas tal qual a secre¢do presente nas cavidades
localizadas no conectivo das anteras;
(v) A microsporogénese é simultanea;
(vi) O ovario é septado, pentalocular e a placentacdo é axial;
(vii) Os 6vulos sdo bitegumentados, tenuinucelados e com endotélio;

(viii) O saco embrionario maduro é unimodular, apresentando 4 células.
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