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Embriogénese adventicia em Eugenia uniflora L. (Myrtaceae).
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Resumo — O dvulo de Eugenia uniflora é hemicampildtropo, unitegmentado, crassinucelado, com
obturador tegumentar. O 6vulo é vascularizado por um feixe que penetra no funiculo e sofre bifurcagédo
formando dois ramos, um deles estende-se até a calaza enquanto o outro segue até as proximidades da
micrépila. O nucelo tem o éapice estendido formando uma caliptro nucelor estreita e pontiaguda. O
gametofito maduro de Eugenia uniflora enquadra-se no tipo Polygonum. A embriogénese tem inicio no
periodo compreendido entre 48 e 72 horas pds-polinizagdo. A partir do terceiro dia foram observados dois
tipos de desenvolvimento seminal em diferentes 6vulos. Em certas sementes o processo é convencional,
com a presenca de um embrido globular, endosperma nuclear volumoso e nucelo com células vacuoladas
e citoplasma denso no quarto dia pos-polinizacdo. No outro tipo de desenvolvimento, foram encontradas
estruturas volumosas de contornos circulares, pluricelulares, com protoderme e circundadas pelo
endosperma em sementes de sete dias pos-polinizacdo. Estas estruturas foram interpretadas como
embrides de origem nucelor. O desenvolvimento destes embrides adventicios é muito veloz e dependente
da fecundacdo o que sugere a ocorréncia de competicdo por recursos maternos. Esta hipotese, caso
confirmada, poderia explicar a baixa relacdo semente/dvulo em Eugenia uniflora.

Adventitious embryogenesis in Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae).

Abstract-The ovule of Eugenia uniflora is hemicampylotropous, unitegmic, crassinucellate with
obturator tegumentary obturador. Vascularization of the ovule is formed by a bundle which penetrates the
funiculus and suffers split forming two branches, one of which extends to the chalaza while the other goes
to the vicinity of the micropyle. The nucellus has the extended apex forming a nucellar calyptra narrow
and pointed. The mature gametophyte of Eugenia uniflora is the Polygonum type. The Embryogenesis
begins in the period between 48 and 72 hours post-pollination. From the third day was observed two
kinds of developing seminal in different ovules. In certain seeds the process is conventional, with a
globular embryo, endosperm nuclear bulky, nucellus with vacuolated cells and dense cytoplasm on the
fourth day after pollination. In other development type, were found bulky structures of circular contours,
multicellular, with protoderm and surrounded by the endosperm in seeds of seven days post-pollination.
These structures were interpreted as nucellar embryos. The development of these adventitious embryos is
very fast and dependent fertilization suggesting the occurrence of competition for maternal resources.
This hypothesis, if confirmed, could explain the low ratio seed / ovule in Eugenia uniflora.

INTRODUCAO

muitas  espécies ndo aparentadas
(Mohana et al. , 2001). Caracteristicas
hereditarias ocasionadas por forcas
seletivas ao longo da evolugdo podem
ser responsaveis pela baixa razdo S/O
em muitas espécies (Casper & Wiens,
1981, Charlesworth, 1989). Esse
fendmeno pode também ser resultado de
uma competicdo seletiva entre 0s

O estudo acerca da biologia
reprodutiva de Eugenia uniflora
evidenciou um crescimento diferencial
entre as sementes de um mesmo fruto e,
na maturidade, uma baixa razédo
semente/dvulo (S/O) (Silva & Pinheiro,
2009). Este fato e caracteristico de
varias espécies de Eugenia (Wyk &
Lowrey, 1988, Beardsell et al ., 1993a,

. - . embrides em desenvolvimento por
g'r(ferr?gean gigég Igg:irﬁgggr’nlaugzagn?rf; recursos maternos (Aratthi et al ., 1996).
géneros de Myrtaceae (Arathi et al., A reducdo do namero de sementes
1996; Schimidt-Adam et al. , 2000) e de por fruto pode ser uma vantagem para
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espécies que investem em recursos para
estabelecimento das plantulas em
ambientes com pouca concentracdo de
nutrientes no solo (Casper & Wiens l.c
.; Sedgley, 1989; Charlesworth l.c .;
Dalling & Hubbell, 2002). Por outro
lado, caso haja a perda de uma semente
nestas condigcdes, por aborto ou
predacdo, isso pode significar uma
perda consideravel do investimento
energético feito em uma flor (Mitchel,
1977; Ramirez 1992). Ndo ha para
Eugenia, no entanto, trabalhos
anatomicos referentes ao
desenvolvimento comparado  das
sementes de um mesmo fruto, de modo
a permitir o registro da etapa em que se
da a divergéncia no desenvolvimento,
definindo quais sementes chegardo a
maturidade e quais terdo seu
desenvolvimento abortado. Roy
(1953,1955,1960,1961,1962a, b)
descreveu as caracteristicas do ovulo e
do saco embrionario e registrou
sucintamente variagcfes nas mesmas em
Eugenia jambos L., E. bracteata Roxb.,
E. malaccensis L., E. fruticosa L. e E.
myrtifolia Roxb, respectivamente. Em
E. bracteata e E. malaccensis , registrou
a existéncia de sacos embrionarios
anormais, 0S quais considerou como
possivelmente apospéricos. Descreveu
0s Ovulos de E. bracteata como
bitegumentados e os de E. malaccensis
como unitegumentados. Entretanto, em
razdo de alteragbes propostas por
Schmid (1972) atualmente quatro destas
espécies estdo incluidas em Syzygium
como S. jambos (L.) Alston, S.
malaccense (L.) Merr. & L.M. Perry. S.
fruticosum (Roxb.) DC., S. myrtifolium
(Roxb.) DC. Mig.. Eugenia bracteata
Rich. foi transferida para o género
Myrcia como M. bracteata (Rich.) DC.

A literatura registra, ainda a
ocorréncia de poliembrionia e de
embrides nucelores em  algumas
espécies também identificadas a época
das publicagcbes como pertencentes a
Eugenia e atualmente incluidas em

Syzygium. Tiwari (1926 apud Pijl,
1934), analisando Eugenia cumini (L.)
Druce. (= S. cumini (L.) Skeels)
verificou pela primeira vez a ocorréncia
de poliembrionia no grupo.
Posteriormente, Pijl (1934) registrou
poliembrionia em Eugenia malaccensis
L., (= S. malaccense (L.) Merr. & L.M.
Perry), E. aquea Burm. (= S. aqueum
(Burm.) F. Alston) e E. jambos L. (= S.
jambos (L.) Alston), nesta Gltima com
inicio do desenvolvimento anterior a
fertilizacdo. Johnson (1936, apud
Johansen, 1950) registrou “dois a vinte
embrides de origem presumivelmente
nucelor” em E. hookeri.

Outros trabalhos sobre tecnologia de
sementes e biologia reprodutiva também
relatam sementes poliembribnicas, em
algumas espécies de Myrtaceae (Silva et
al., 2003; Lughadha & Proenca, 1996).
Neste artigo analisou-se 0
desenvolvimento das sementes de
Eugenia uniflora, com o intuito de
fornecer subsidios para a compreensdo
do fendbmeno da baixa producdo de
sementes e verificar a possibilidade da
ocorréncia de embriogénese adventicia
durante as duas primeiras semanas pés-
polinizagé&o.

MATERIAL E METODOS

Foram  realizadas  polinizagdes
xenogamicas manuais em  flores
ensacadas um dia antes do inicio de sua
antese na restinga de Grumari, Rio de
Janeiro — RJ, Brasil e em plantas
cultivadas no Horto Botéanico do Museu
Nacional/UFRJ, Sdo Cristovdo, Rio de
Janeiro — RJ, Brasil. As flores foram
marcadas e ovarios e frutos foram
coletados em varios estagios do
desenvolvimento, desde a pré-antese até
14 dias ap06s a polinizacdo. Testes de
apomixia foram realizados retirando-se
0 estilete de algumas flores previamente
ensacadas na fase de botdo (Richards,
1986) e marcadas para posterior
observagdo e coleta em plantas
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cultivadas no Horto Botanico do Museu
Nacional/UFRJ.

Alguns frutos coletados foram
dissecados em diferentes fases para a
observacao do desenvolvimento
seminal. Os ovarios e frutos restantes
foram fixados em formaldeido 4% e
glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato
de sodio 50mM pH 7,2, desidratados em
série alcodlica e emblocados em
Historesina (Leica®) (Feder & O'Brien,
1968). Secgdes de 1-3 um de espessura
foram obtidas com navalha de vidro em
microtomo rotativo Spencer e coradas
com Azul de Toluidina. Seccles
seriadas dos 6vulos foram observadas e
fotografadas em microscopio Orthoplan
— Leitz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ovulo de Eugenia uniflora é
hemicampil6tropo, unitegumentado,
crassinucelodo, com obturador
tegumentar (figura 1A, B e 2). Estas
caracteristicas ndo se enquadram
totalmente no padrdo de Eugenia s.l.

cujos oOvulos diferem por serem citados
como anatropos e bitegumentados
(Davis, 1966 apud Schmid, 1972). No
entanto, como ndo tivemos acesso ao
trabalho de Davis (loc. cit.), néo
dispomos de informagbes sobre quais
espécies foram analisadas, havendo
inclusive a possibilidade de pertencerem
atualmente a outros géneros, face as
grandes  revisdes  realizadas na
taxonomia do grupo neste periodo.

Syzygium, cujas quatro  espécies
estudadas apresentam ovulos
unitegumentados (Roy, 1953,

1960,1961,1962) e pertenciam a
Eugenia s.l. a época da publicacdo do
trabalho de Davis (Davis, 1966 apud
Schmid, 1972), é a Unica excecdo
conhecida para toda a familia. Diante da
escassez de estudos embrioldgicos em
Myrtaceae, Tobe & Raven (1983) ja
consideravam a informacao
embrioldgica disponivel baseada em
informacdes  inadequadas e que

provavelmente a unitegmia viria a ser
encontrada em outros géneros.

o tipo hemicampil6tropo ( fu = funiculo, nu = nucelo, te = tegumento), barra = 34,9
um; B) 4 dias pds-polinizacdo evidenciando a vascularizacdo com ramo ascendente e
descendente no tegumento (setas), (end = endosperma), barra = 53,6 um.

N&do foram encontrados trabalhos

referentes a anatomia da flor,
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esporogénese ou gametogénese de
Eugenia s.s.. Apenas um estudo
(Roy,1955) em relacdo ao ovulo, que o
descreve como bitegumentado em E.
bracteata Roxb. Ocorre, porém que este
binbmio deve corresponder, na verdade
a E. bracteata Rich. a qual, por sua vez,
passou a Myrcia bracteata ( Rich.) DC.
Neste contexto, o presente estudo
adquire caracteristicas inéditas, sendo a
primeira  descricdo anatbmica de
aspectos reprodutivos em Eugenia.

A vascularizacdo do oOvulo é
formada por um feixe que penetra no
funiculo e sofre bifurcacdo formando
dois ramos (figura 1B). Um deles
estende-se até a calaza enquanto o outro
segue até as proximidades da micrépila.
Apenas no tegumento Unico de
Syzigium ha registro de vascularizacdo
semelhante (Tobe & Raven, 1983; Pijl,
1934). O nucelo tem o apice estendido
formando uma caliptro nucelor estreita
e pontiaguda (figura 1A), caracteristica
descrita em Syzygium malaccense por
Roy (1960), mas n&o registrada para
Myrtaceae na extensa revisdo sobre
caracteres embriolégicos de Myrtales

Figura 3 — Seccdo longitudinal de dvulo de 2 di as po6s-polinizagdo. A) Tegumento
Unico (te), o nucelo (nu) e o saco embrionario com as sinérgides (s), barra =3 um; B)
Detalhe evidenciando o afastamento de duas séries de células nucelores em frente a

(Tobe & Raven, 1983), sendo descrita
apenas em  Trapaceae, familia
pertencente a esta mesma ordem.

Nas primeiras 48 horas apés a
polinizacdo, a  caliptra  nucelar
apresenta-se interrompida por um canal
formado pelo afastamento de duas
fileiras de células em frente ao aparelho
fibrilar (figura 2A, B). O saco
embrionario, nesta sec¢do que atravessa
a micropila e o funiculo, é estreito e
recurvado, com as sinérgides em
contato direto com o nucelo. A porcao
do nucelo adjacente ao funiculo
apresenta maior numero de células do
que na regido oposta, como em
Syzigium jambos (Pijl, 1934). Em
seccOes mais afastadas deste plano, o
canal nucelor alarga-se e 0 saco
embrionario, amplo, mostra a porcao
basal da sinérgide e a oosfera
posicionadas junto a um dos lados do
nucelo. A célula média ocupa uma
grande area.
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microépila (seta) e o aparato fibrilar (af), barra = 6,7 um.

O gametdfito maduro de Eugenia
uniflora enquadra-se no tipo
Polygonum, caracteristica comum as
espécies de Myrtaceae (Tobe & Raven,
1983).

A embriogénese tem inicio no
periodo compreendido entre 48 e 72
horas pds-polinizagdo, quando entdo o
canal no nucelo ndo é mais encontrado.
Nas flores testadas para ocorréncia de
apomixia independente de polinizacgéo,
todos os Ovulos tiveram o0 saco
embrionario colapsado e degeneraram,
com abscisdo por volta do terceiro dia
apds 0 ensacamento.

A partir do terceiro dia foram
observados em flores polinizadas
manualmente (xenogamia), dois tipos
de desenvolvimento seminal em
diferentes ovarios. Em um dos tipos de
desenvolvimento, o0  processo &
convencional, com a presenca de um
embrido globular, endosperma nuclear
volumoso e nucelo com células
vacuoladas e citoplasma denso no
quarto  dia  pos-polinizacdo. O

tegumento tem cerca de cinco camadas
de células e o limite com o nucelo é
bem definido (figura 3 A, B).

Figura 3 — A) Seccéo longitudinal de embrido e endosperma nuclear em semente

de 4 dias p6s-polinizacédo (seta), barra = 91,1 um; B) Detalhe do embrido globular
(seta), (nu = nucelo,te = tegumento), barra = 19,3 um.

Em outros rudimentos a partir de trés
dias pos-polinizacdo o nucelo é
constituido por celulas que, durante a
primeira semana  pds-polinizagdo,
assumem progressivamente, a partir da
por¢éo adjacente ao feixe vascular, um
padrdo caracteristico: sdo ovadas, com
grandes vacuolos de contorno em geral
circular e citoplasma denso. Mesmo nos

6vulos em que o gametofito ainda
persiste integro pode ser observada essa
mudanga. Quando em contato com o
endosperma estas células nucelores sdo
maiores que as demais e projetam-se em
direcdo centripeta invadindo o espaco
ocupado pelo mesmo (Figura 4).
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Figura 4 — Seccdo longitudinal de 6vulo
com trés dias  pds-polinizacdo
evidenciando o nucelo proliferativa (nu)
invadindo o espago correspondente ao
saco embriondrio e embrido globular
(seta), barra = 25,6 pm.

Por volta do sexto dia pos-
polinizacdo algumas destas células
sofrem uma divisdo desigual que da
origem a uma pequena ceélula sem
vacuolo com citoplasma denso e a outra
grande e vacuolada (Figura 5),
indicando polarizagcdo de um processo
embriogénico, como em Syzigium
jambos (Pijl, 1934). Durante a segunda
semana de desenvolvimento a situagdo
descrita se mantém estavel, com
excecdo do nucelo que exibe
crescimento  intrusivo  através da
micrépila. Quando o nucelo se
desorganiza, estes embrides se originam
das células do tegumento como referido
por Maheshwari (1950). Confrontando-
se estes dados com as informacGes
provenientes da dissecacdo dos frutos
verifica-se que a discrepancia no
desenvolvimento das sementes de uma
mesma flor é perceptivel ao final da

primeira quinzena apdés a polinizacao.

Figura 5 — Seccdo longitudinal de
semente de 6 dias pods-polinizacéo.
Destaque para as células nucelores
invasivas, com grandes vacutolos (setas
menores) e a presenca de endosperma
(en). Na seta maior duas células irmas
apo6s mitose desigual, barra = 20,8 um.

Em sementes com sete dias pds-
polinizacao, foram encontradas
estruturas pluricelulares, volumosas, de
contornos circulares, com protoderme e
circundadas pelo endosperma (figura 6
A, B). Estas estruturas foram
interpretadas como embrides de origem
nucelor. Como 0s experimentos para
testar a ocorréncia de eventos
apomiticos independentes de
polinizagdo apresentaram  resultados
negativos conclui-se que 0
desenvolvimento  destes  embriGes
adventicios é dependente da
fecundacdo. Este fato permite supor a
possibilidade de o endosperma vir a
nutrir este embrido.

Revista Tropica — Ciéncias Agrarias e Bioldgicas
V. 7,N.1, pag. 102, 2013



SILVA André Luiz Gomes da et al

6 — Seccdo longitudinal de semente de seis dias pds-polinizacdo: A) Embrido
nucelor desenvolvido e endosperma nuclear presente, barra = 42,7 um; B) Regido da
micrépila com nucelo remanescente penetrando pela micropila (seta amarela), em=

endospertma. Barra = 40,8 pum.

O registro de uma via de
formacdo de embrides adventicios
dependente  de  fecundacdo  no
desenvolvimento seminal sugere a
ocorréncia de competicdo por recursos
maternos entre os embrifes zigoticos e
aqueles adventicios. Considerando que
estes ultimos apresentam crescimento
muito mais veloz que os demais, é
possivel que ao final do
desenvolvimento dos frutos apenas
poucas sementes tenham  obtido
nutrientes suficientes para a maturacéo
adequada do endosperma e
consequentemente do embrido. Esta
hipotese, caso confirmada, poderia
explicar a baixa relacdo semente/évulo.
Para testa-la €& necessario 0
acompanhamento anatdmico do
desenvolvimento  seminal até a
maturidade e a dissecacdo destas
sementes para verificar a presenca ou
ndo de poliembrionia.

Os dados obtidos indicaram a
ocorréncia de caracteres embriolégicos
semelhantes aos de espécies de
Myrtaceae anteriormente incluidas em
Eugenia s.I. e hoje pertencentes a
Syzigium, como ovulos
unitegumentados e embrides nucelores.
S. jambos em especial, tem caracteres
muito semelhantes aos observados em
E. uniflora. Sendo Eugenia um dos
géneros de tratamento mais dificil

dentre as Angiospermas (Merwe &
Botha, 2005), os resultados deste
trabalho indicam que os caracteres
embrioldgicos podem, talvez, contribuir
para estudos taxondmicos da familia
carentes, até o momento, deste tipo de
informag&o, como assinalado por Lucas,
et al. (2005, 2007).
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