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O resto é a sombra de arvores alheias”

Fernando Pessoa



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente a Deus, que com sua graca e bondade permitiu que eu
finalizasse mais este projeto.

Aos meus pais, por sempre estarem ao meu lado. Jamais teria conseguido sem o
auxilio e o amor de voces.

A Profa. Dra. Denise Maria Trombert de Oliveira, minha orientadora, por toda
compreensdo, paciéncia, ajuda, amizade e por todo o conhecimento que me proporcionou.
Vocé ¢ um exemplo de pessoa e de profissional. Levarei vocé e seus ensinamentos para
toda a minha vida. Muito obrigada.

Ao Prof. Dr. Elder Antonio Sousa Paiva, meu coorientador, por todo ensinamento e
compreensdo. Muito obrigada.

Ao Prof. Dr. Fernando Augusto de Oliveira e Silveira, pelo auxilio e colaboragdo
em parte deste projeto.

A Dra. Wilma de Grava Kempinas, pela acolhida e pela cessdo de equipamentos do
Laboratorio de Embriologia do Departamento de Morfologia da UNESP de Botucatu.

Ao Centro de Microscopia Eletronica da UNESP de Botucatu, pela cessdo de
equipamentos. E aos seus funciondrios Ligia, Claudete, Tiago e Rodrigo, por toda
compreensao, auxilio e paciéncia.

Ao Dr. Renato de Mello Silva, pela identificagdo das espécies estudadas.

Aos membros da banca por terem aceitado participar e, em especial, ao Dr. Antonio
Carlos Webber pela cessdo de material.

Aos funcionarios Jos¢ Eduardo Bozzano e Clemente Jos¢ Campos, da UNESP de
Botucatu, por toda ajuda e amizade.

Ao meu namorado Leandro, por todo apoio, paciéncia, disposicdo, ajuda nas
coletas, compreensdo, amor e carinho. Meu muito obrigada.

As funcionarias da Secretaria de Pés-graduacio em Biologia Vegetal, Sonia Mara
de Oliveira Costa e Terezinha de Jesus Alves, por todo auxilio prestado durante o
doutorado.

Aos funcionarios da Biblioteca, em especial a Ana Paula Martins de Oliveira, que
atendeu com eficiéncia e agilidade a todos os artigos que necessitei pedir por COMUT e
também pela amizade.

Aos amigos do Laboratorio de Anatomia, pelas discussdes proveitosas, pela ajuda e

pelo agradavel convivio durante este periodo.



vi

A CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) e
FAPEMIG (Fundagdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais) pelo apoio financeiro.

Ao PPGBV (Programa de Pés-graduacdo em Biologia Vegetal) por todo o auxilio
prestado.

A Jenifer de Carvalho Lopes pela cessdo de material.

A Inara, minha amiga de todas as horas, pela ajuda nas coletas, na herborizacio e
na confec¢do do lamindrio, por toda paciéncia em me ouvir e por estar sempre do meu
lado.

A todos os meus amigos, em especial Priscilla, Valéria e Tania, por todo carinho,
conforto, confianga e amizade.

A coordenagio e a todos os professores do Curso de Tecnologia em Meio Ambiente
e Recursos Hidricos da Faculdade de Tecnologia de Jahu, pela ajuda e compreensdo nos
periodos em que tive de me afastar para realizar atividades referentes ao doutorado.

A todos que, de alguma forma, estiveram presentes durante toda a minha formagao,

tornando-me melhor e colaborando, direta ou indiretamente, com mais este projeto.



Vil

SUMARIO
RESUINO ......oooiiiiiii e e e e et e e e e e 1
ADSEIACT ..ottt e et e e 2
INtroducAo GeXal.............oooooiiiiiiiiiiiiiiceee et e e 3
1. Estrutura Floral de ANNONACEAE .......cccuviiieeiiiiieeeiiiiiee ettt et e e e 5
2. B1010@ia FIOTAL.....ccoiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e as 8
3. ESPECIes €StUAAAAS. ....eeeeiiiiiieeiiiiiie ettt e et e e e e eraae s 12
4. ODBJEtIVO GEIAL....eiiiiiiiiiiieiiiiie ettt ettt e e et e e e sttt e e e e bt eeeeesbaeeeeennees 19
5. Referéncias BiblIOGrafiCas ...........eieiiiiiiiiiiiiiiiieciee e 19

Capitulo 1: Tecido nutritivo em pétalas de Annona (Annonaceae): estrutura,

ultraestrutura e papel no processo reprodutivo..............ccoeooviiiiiiiiieiiniiiiiiiiieeee e 25
RESUITIO .t e et e e e 27
INETOAUGAO ...ttt e e et e e e e e e e et r e e e e e e e e e enanrraees 27
Material € MELOOS. ...ccuuiiiiiiiiiiiee et e 29
RESUIEAAOS ...ttt et 31
DIISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt e ettt e ettt e sab et e sttt e et e e ettt eenbbeeenbteeenaneeesabeeenneee 35
F N 16 103101153 110 LTSRS 41
RETETEICIAS. ...ttt ettt e e e 41

estrutura, secrecio e aspectos funcionais ...................cccceeevviiiiiiiiiiie e 52
RESUITIO ettt e e e e e 54
INETOAUGAO ...t e e e et e e e e e e e et aa e e e e e e e e e enanaraeeas 54
Material € MELOOS. ...ccuuiiiriiiiiiiiie et 55
RESUITAAOS ...ttt et ettt e 57
DIISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt ettt e ettt e ettt e ettt e s ettt e sttt e eabt e e e bt e e enbbeeenbbeeenaneeesabeeennnee 59
F N 16 (103101153 110 LTS PSP U PPSR 61
RETETEICIAS ...ttt ettt e e 62

Capitulo 3: Estrutura da antera e ontogénese do polen de Annonaceae e suas possiveis

implicag0es taXOMOMUECAS ..........cocuiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e 69
RESUITIO 1.ttt e e et e e e 71
INETOAUGAO ...t e e et e e e e e e e et aa e e e e e e e e e enannraees 71

MaALETIAL € IMELOAOS. ..ottt e e e e e e e e eeeeeeeaeans 72



RESUIEAAOS ...ttt ettt 73
DIISCUSSAO .ttt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt e bttt e ettt e s sttt e sttt e et e e ettt e enbbeeenbteeensneeesabeeenneee 76
F N 16 103101153 110 LS ST RSP 81
RETETEICIAS. ...ttt et ettt e 81
Capitulo 4: Megasporogénese e megagametogénese em espécies de Annonaceae........ 91
RESUITIO et e e e e e e e 93
INETOAUGAO ... e e e e e e e e e e e e et a e e e e e e e e e enannreees 93
Material € MELOOS. ...ccuuiiiiiiieiiiie ettt 94
RESUITAAOS ...ttt ettt 95
DIISCUSSAO ..ttt ettt ettt ettt ettt e ettt e ettt e e st e e sab et e sttt e ettt e ettt e ensbeeenbteeenaneeesabeeenneee 97
AGIAAECTIMENLOS. ... viiieeeiiiiieeeiii it e eeit e e e ettt e e e ettt e e e eibteeeeesbbeeeeessbaeeeessseeesassbeeaennns 100
Referéncias Bibliograficas...........oooouiiiiiiiiiiiiiiiiie e 100
Capitulo 5: Potencial filogenético de caracteres florais de Annonaceae do Cerrado 110
RESUITIO .ttt e e e e e e 112
INETOAUGAO ...t e e e e e et e e e e e e e e e e aaaraeaeeeeeeeannnes 112
Material € MELOOS. ...ccuuiiiiiiiiiitie et et 114
Resultados € diSCUSSAO. ....ccvuuuiiriiiiiiiiieitie ettt et 116
CONCIUSICS ..ttt ettt ettt ettt ettt et e et e ettt e et e e it e e sabeeesabaeesabeeenanee 119
YN 14 110310115 110 O T PO PR PP URTUPPPPPRIN 120
RETETEICIAS. ...ttt ettt et e 120

ConsideracOeSFinaLS................oooviiiiiiiiiiiic e 150



GALASTRI, N.A. 2013. Morfoanatomia, histoquimica e ultraestrutura floral de
espécies de Annonaceae do Cerrado. Tese (Doutorado) — Instituto de Ciéncias

Biolégicas, UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte. 151 p.

RESUMO

Incluida em Magnoliales, Annonaceae ¢ a maior familia entre as Angiospermas basais,
havendo caréncia de dados estruturais, histoquimicos e ultraestruturais das flores dessas
plantas, especialmente do Cerrado. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi realizar um
estudo estrutural, histoquimico e ultraestrutural das flores de sete espécies de Annonaceae,
tipicas do bioma Cerrado (Annona coriacea, A. crassiflora, A. dioica, A. emarginata,
Duguetia furfuracea, Guatteria australis e Xylopia aromatica). Para isto, foram utilizadas
técnicas usuais de processamento para microscopia de luz, microscopia eletronica de
transmissdo e microscopia eletronica de varredura. Muitas Annonaceae apresentam tecidos
nutritivos nas pétalas, que constituem adaptagdes a cantarofilia. Nas espécies estudadas
(Capitulo 1), verifica-se que a regido nutritiva apresenta epiderme uniestratificada, com
variados tipos de células e mesofilo parenquimatico, com idioblastos fendlicos e
cristaliferos, células com substincias pécticas no espago periplasmatico e reserva de
amido. Tais células apresentam matriz citoplasmatica densa, rica em mitocOndrias,
dictiossomos e plastidios em que se destacam grandes graos de amido. Para Xylopia, este
trabalho apresenta o registro inédito de nectario floral (Capitulo 2), descrevendo a
anatomia e ultraestrutura destes nectarios nas pétalas internas de X. aromatica. O nectario é
formado por epiderme secretora e tecido subglandular parenquiméatico, com células
vacuoladas e ricas em amido. No Capitulo 3, apresenta-se a ontogénese da antera e do
pélen, estrutura relevante para o entendimento de relagdes filogenéticas em Annonaceae.
Destaca-se que o tapete varia de ameboide a glandular, e ha anteras septadas, com septos
parenquimaticos ou tapetais, bem como anteras asseptadas. A meiose também ¢ variavel,
sendo sucessiva ou simultdnea e, apds a microgametogénese, o polen ¢ liberado em
tétrades ou monades. O Capitulo 4 caracteriza os ovulos das sete espécies como
bitegumentados, crassinucelados e pericalazais, variando de anatropos a anacampildtropos,
unitarios ou multiplos por carpelo, respectivamente em placentacdo basal ou parietal.
Tanto a megasporogénese quanto a megagametogénese caracterizam o desenvolvimento do
tipo Polygonum. Finalmente, o Capitulo 5 apresenta uma avaliacdo de 218 caracteres
estruturais de flores das Annonaceae estudadas, utilizando métodos filogenéticos
comparativos, para inferir a respeito do potencial uso desses caracteres para compreender a
evolugdo floral na familia. Construiu-se um fenograma, a partir do qual se pode
reconhecer, entre outros aspectos, que 4. emarginata ¢ a espécie mais distinta entre as
Annona, mostrando que a inclusdo de Rollinia em Annona deveria ser revista. Reconhece-
se, ainda, que os caracteres florais mais informativos provém da corola, em especial das
pétalas internas, intimamente relacionadas ao elaborado processo de polinizagdo da
familia.

Palavras-chave: Tecido nutritivo, nectario, microsporogénese, microgametogénese,
megasporogénese, megagametogénese, fenograma.
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ABSTRACT

Annonaceae, included in Magnoliales, is the largest family among basal Angiosperms and
there is a lack of structural, histochemical and ultrastructural data regarding the flowers of
these plants, especially for those from the Brazilian savanna. Thus, the general aim of this
study was to carry out a structural, histochemical and ultrastructural investigation of the
flowers of seven Annonaceae species, typical of the biome Cerrado (Annona coriacea, A.
crassiflora, A. dioica, A. emarginata, Duguetia furfuracea, Guatteria australis and Xylopia
aromatica). Usual processing techniques for light microscopy, transmission electron
microscopy and scanning electron microscopy were employed. A large number of
Annonaceae have nutritive tissues in the petals, which constitute adaptation to
cantharophily. For the studied species (Chapter 1), the nutritive region has uniseriate
epidermis, with varied cell types, and parenchymatous mesophyll, with phenolic and
crystal idioblasts, cells with pectic substances in the periplasmic space and starch reserve.
Such cells show dense cytoplasmic matrix rich in mitochondria, dictyosomes and plastids
in which large starch grains are highlighted. For Xylopia, this study presents an
unprecedented record of flower nectary (Chapter 2), describing the anatomy and the
ultrastructure of these nectaries in the inner petals of X. aromatica. The nectary is formed
by secretory epidermis and parenchymatous subglandular tissue, with vacuolated cells rich
in starch. In Chapter 3, ontogeny of the anther and the pollen, a relevant structure for
understanding phylogenetic relationships in Annonaceae, is presented. It must be
emphasized that the tapetum varies from amoeboid to glandular and that there are septate
anthers, with parenchymatous or tapetal septa, as well as aseptate anthers. Meiosis is also
variable and may be successive or simultaneous and, after microgametogenesis, the pollen
is released in tetrads or monads. Chapter 4 characterizes the ovules of all seven species as
bitegmic, crassinucellate and perichalazal, varying from anatropous to anacampylotropous,
single or multiple per carpel, respectively, in basal or parietal placentation. Both
megasporogenesis and megagametogenesis characterize the development of Polygonum
type. Finally, Chapter 5 shows the evaluation of 218 structural traits of flowers of the
studied Annonaceae, using comparative phylogenetic methods to infer about the potential
use of these traits to understand the flower evolution in the family. A phenogram was
constructed indicating that, among other aspects, A. emarginata is the most distinct species
among Annona, which shows that the inclusion of Rollinia in Annona should be revised. In
addition, the most informative flower traits come from the corolla, especially from the
inner petals, closely related to the elaborated process of pollination of the family.

Keywords: Nutritive tissue, nectary, microsporogenesis, microgametogenesis,
megasporogenesis, megagametogenesis, phenogram.






O Cerrado ¢ a segunda maior formacdo vegetal brasileira, superada apenas pela
floresta amazdnica (Machado et al. 2005), e tem se mostrado mais rico do que se
imaginava com muitas de suas tipologias endémicas da América do Sul e do Brasil. Assim,
a importancia intrinseca de seu patrimOnio genético merece maior reconhecimento
(Mendonga et al. 1998). O amplo conhecimento da flora do Cerrado ¢ importante para
embasar a elaboracdo de estratégias para a preservagdo de areas representativas do bioma,
além de salientar sua importancia nacional e mundial, a fim de priorizar a conservagdo e o
manejo racional.

Dentre as familias mais representativas do Cerrado, estd Annonaceae, que figura em
nono lugar (Mendonga et al. 1998). Annonaceae ¢ a maior familia dentre as angiospermas
basais, apresenta distribuicdo predominantemente tropical e inclui, aproximadamente, 135
géneros e 2.500 espécies (Doyle ef al. 2004). No Brasil, a familia conta com 29 géneros e
388 espécies (Maas et al. 2013).

Incluida em Magnoliales (APG III 2009), Annonaceae apresenta-se subdividida, de
acordo com Richardson et al. (2004), em trés grandes clados: um grupo basal que
compreende os géneros Anaxagorea, Ambavia, Cananga, Cleistopholis, Cyathocalyx,
Mezzettia e Tetrameranthus, um grupo com aproximadamente 47 géneros e 1.500 espécies
caracterizadas pela condi¢gdo de pdlen inaperturado, contendo Annona, Artabotrys,
Duguetia, Goniothalamus, Guatteria, Uvaria e Xylopia; ¢ um grupo com 50 géneros e
apenas 700 espécies, predominantemente asiatico, mas que inclui géneros neotropicais com
sépalas imbricadas, um 6vulo basal e frutos apocarpicos, incluindo Malmea, Oxandra,
Ephedranthus, Cremastospera e Mosannona.

Chatrou et al. (2012), por meio de arvores filogenéticas parcimoniosas construidas
da andlise de sequéncias génicas, concluiram que Annonaceae apresenta quatro clados: o
clado da subfamilia Anaxagoreoideae, que apresenta um Unico género, Anaxagorea; o
clado da subfamilia Ambavioideae, com os géneros Ambavia, Cananga, Cleistopholis,
Cyathocalyx, Mezzettia e Tetrameranthus; o clado de braco longo (subfamilia
Annonoideae), que contém sete tribos (Bocageeae, Xylopieae, Duguetieae, Guatterieae,
Annoneae, Monodoreae ¢ Uvarieae); ¢ o clado de braco curto (subfamilia Malmeoideac),
também dividido em sete tribos (Piptostigmateae, Malmeeae, Maasieae, Monocarpieae,
Miliuseae, Fenerivieae e Dendrokingstonieae).

A familia ¢ composta por arvores, arbustos, subarbustos e lianas. As folhas sdo
simples, alternas, disticas, sem estipulas e com peciolo reduzido. A casca ¢ fibrosa, os

elementos de vaso apresentam perfuracdes simples e a madeira tem amplos raios. Podem



ser observados tricomas simples, algumas vezes estrelados, ou escamas peltadas em
algumas espécies da familia (Simpson 2006, Judd et a/.2008, Souza e Lorenzi 2012).
Considerando-se sua dimensdo, os géneros mais representativos de Annonaceae
sdo: Guatteria, com 250 espécies; Xylopia, 150 espécies; Annona e Uvaria, 110 espécies
cada; Polyalthia e Artabotrys, 100 espécies cada (Judd et al. 2008). Na regido centro-leste
do Brasil, que inclui o bioma Cerrado, de acordo com Maas et al. (2001), dentre os géneros
de Annonaceae mais comuns estdo Annona, com cerca de 28 espécies, Duguetia, com 20

espécies, Guatteria com 41 espécies, Rollinia com 13 e Xylopia com 10 espécies.

1. Estrutura Floral de Annonaceae

A maioria das espécies de Annonaceae apresenta flores hermafroditas e
protoginicas, com receptaculo plano ou hemisférico. As flores variam grandemente em
tamanho e podem ser esbranquigadas, creme-amareladas, esverdeadas, alaranjadas e até
vinaceas (Heusden 1992, Ribeiro et al. 1999).

Sao flores com perianto trimero, composto por trés sépalas livres ou levemente
concrescidas e por dois verticilos de trés pétalas cada, o externo geralmente com pétalas
mais espessas e carnosas que o interno, embora em alguns casos o verticilo interno possa
estar suprimido (Heusden 1992, Ribeiro et al. 1999, Pontes et al. 2004, Gottsberger e
Silberbauer-Gottsberger 2006). Nectarios e tecidos nutritivos, quando presentes, ocorrem
normalmente na face adaxial das pétalas internas (Silberbauer-Gottsberger et al. 2003,
Judd et al. 2008). Na maioria dos gé€neros, a prefloracdo das pétalas internas ¢ a mesma das
externas, porém, em Annona, Rollinia € Guatteriopsis pode-se observar o verticilo externo
valvar e o interno imbricado (Heusden 1992).

Uma caracteristica marcante das flores dessa familia ¢ o fechamento das pétalas
internas sobre os orgdos reprodutivos durante a antese, formando uma camara denominada
camara de polinizagdo ou camara floral, que apresenta importantes fun¢des durante o
processo de polinizagdo (Gottsberger 1970, Heusden 1992, Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger 2006). Nesta cdmara sdo produzidos odores especificos para atrair os insetos
polinizadores que encontram um ambiente aquecido, disponibilidade de alimento (tecidos
do perianto e polen), parceiros para a coOpula, abrigo e protecdo contra a luz solar e
predadores (Gottsberger 1990, 1994, Silberbauer-Gottsberger et al. 2003, Gottsberger e
Silberbauer-Gottsberger 2006, Ratnayake et al. 2007).



De acordo com Judd et al. (2008), as flores de Annonaceae apresentam adaptagoes
aos polinizadores, como as flores relativamente fechadas, tecidos comestiveis, odores,
pétalas carnosas e espessas, além de estruturas protetoras dos 6rgaos reprodutivos.

Segundo Schatz (1987), muitas Annonaceae apresentam modificacdes especificas
nas pétalas, como adaptacdes a cantarofilia, podendo a pétala inteira funcionar como
recompensa floral, ou apenas uma porcao da pétala ser modificada como éarea alimenticia
especializada.

Flores polinizadas por besouros grandes apresentam estruturas especializadas na
superficie adaxial ou nas margens das pétalas internas que sdo ingeridas por estes insetos.
Sdo tecidos nutritivos, ricos em amido, lipidios, taninos e mucilagem, os quais,
aparentemente, constituem o unico alimento disponivel para os besouros durante a fase
pistilada, pois a liberagdo do polen s6 ocorre posteriormente, na fase estaminada
(Silberbauer-Gottsberger ef al. 2003, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2000).

Amido e lipidios nas pétalas, além de constituirem alimentos para os besouros,
comumente apresentam importante papel na termogénese, em que a degradacdo de
carboidratos e lipidios promove a liberacdo de calor (Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger 2006).

Dentre as muitas espécies que apresentam termogénese, o aquecimento da flor pode
atingir até 12°C acima da temperatura ambiente, o que aumenta a liberacdo de compostos
odoriferos (Ribeiro et al. 1999, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

Os odores liberados pelas flores variam muito entre as espécies € sdo, junto a
termogénese, os principais atrativos aos polinizadores (Gottsberger 1994, Silberbauer-
Gottsberger et al. 2003, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006). Segundo Jiirgens
(2009), a diversidade de odores emitidos por espécies de Annonaceae parece ser
relativamente maior que os de todas as angiospermas ja listadas. As Annonaceae
analisadas pelo autor representam 2,2% das angiospermas e compreendem 8,4% de toda a
diversidade de odores encontrada nas Angiospermas.

Os odores florais podem ser responsaveis por atrair polinizadores especificos, no
entanto, a situagdo mais comum na maioria das angiospermas € que varios compostos
juntos atraiam uma ampla gama de visitantes. Nem todos esses visitantes sdo
necessariamente polinizadores efetivos, entdo existem outros aspectos que frequentemente
funcionam como filtros. Em Annonaceae, fatores como o tamanho da camara de
polinizacdo, a colora¢do das flores e o sistema de recompensa também precisam ser

considerados na evolugdo do grupo (Jiirgens 2009).



Thien et al. (2000) ja destacaram que as fragrancias florais e o calor desempenham
importantes papéis nos sistemas reprodutivos das angiospermas basais, em que os odores
podem sinalizar, ndo apenas o alimento e local para reprodugdo, mas também a fonte de
calor.

Nas Annonaceae, o androceu ¢ formado por numerosos estames com filetes curtos
ou ausentes, duas tecas lineares e um prolongamento apical do conectivo, similar a um
escudo (Heusden 1992). As anteras sdo deiscentes longitudinalmente e produzem graos de
poélen que podem ser liberados em modnades, tétrades ou poliades (Johri et al. 1992,
Heusden 1992). Os estames, com frequéncia, estdo fortemente unidos devido aos
conectivos das anteras, que sdo duros e achatados e ajusta-se uns aos outros de modo a
formar uma camada tida como intransponivel. Podem ocorrer estaminddios internos,
externos ou em ambas as posicdes em relagdo ao gineceu (Johri et al. 1992, Heusden 1992,
Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

Segundo Tsou e Johnson (2003), as anteras de muitas espécies de Annonaceae
apresentam septos que individualizam as células-mae de microsporo. Esses septos podem
ser formados apenas pelo tapete ou pelo tapete mais outras camadas parenquimaticas,
originando, respectivamente, anteras com septos tapetais (tipo T) e anteras com septos
parenquimaticos (tipo P).

O gineceu ¢, geralmente, dialicarpelar e composto por trés a numerosos carpelos
arranjados espiraladamente (Heusden 1992, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006,
Simpson 2006, Judd et al. 2008). O estilete pode estar ou ndo presente, sendo, na maioria
dos géneros ausente ou muito curto (Heusden 1992). O estigma varia em formato, de
elipsoide, esferoide, ovoide, cilindrico, obconico, discoide, bilobado a achatado, sendo
dificil de ser delimitado em um grande niimero de géneros (Heusden 1992). Segundo
Briechle-Mick (1993), para os géneros Annona e Rollinia, existem trés tipos de estigmas:
no primeiro tipo, as papilas estigmaticas apenas se tocam e sdo completamente recobertas
por secregdes; no segundo, os estigmas sdo alongados e aproximadamente do mesmo
didmetro, com suas partes basais conatas pela epiderme; e, no terceiro tipo, as partes basais
dos estigmas apresentam estruturas que se tocam, provocando a fusdo epidérmica.

O oviario ¢ supero, podendo ocorrer de um a varios 6vulos por carpelo (Heusden
1992, Judd et al. 2008). De acordo com Setten e Koek-Noorman (1992), a placentagao ¢
basal ou lateral, raramente apical ou laminar.

Os ovulos sdo anatropos, pericalazais, bi ou tritegumentados, crassinucelados,

transversos ou sub-basais, eretos e com a micropila formada pelo endostomio, pois o



tegumento interno excede o externo (Corner 1949, 1976). O megagametofito apresenta
desenvolvimento do tipo Polygonum (Corner 1976, Johri et al. 1992, Heusden 1992,
Svoma 1998).

Apesar de todos os relatos anteriores, nenhum estudo estrutural, histoquimico e/ou
ultraestrutural foi realizado para esclarecer os processos de termogénese, emissdo de
odores, abertura e fechamento das pétalas, formacdo da cdmara de polinizacdo, dentre

outros aspectos relacionados aos eventos reprodutivos dos representantes da familia.

2. Biologia Floral

De acordo com Gottsberger (1994), Silberbauer-Gottsberger et al. (2003) e
Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger (2006), a antese ocorre em duas etapas distintas,
devido a diferenca temporal entre a receptividade dos estigmas e a liberagdo do pdlen,
evitando, desta forma, a autopolinizagdo. Supde-se que a maioria das espécies seja
autocompativel, mas a polinizacdo cruzada se faz necessdria uma vez que ha evidente
dicogamia, ou seja, fases pistilada e estaminada nitidamente diferentes.

Na fase pistilada, os estigmas ficam recobertos por secre¢do pegajosa que, no final
dessa fase, faz com que os estigmas se juntem impedindo a germinacdo de seus proprios
graos de pdlen durante a fase estaminada (Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

Os insetos polinizadores sdo atraidos até as flores em ambas as fases, pistilada e
estaminada, e permanecem no interior da cdmara de polinizacdo, alimentando-se de
pétalas, aquecendo-se e utilizando as flores como local de acasalamento. Quando o pdlen ¢
liberado, os insetos entram em contato com este, ficando aptos a transporté-lo para outras
flores receptivas. Terminada a liberacdo do pdlen, as pétalas entram em abscisdo, expondo
os insetos; nesta ocasido, novas flores na fase pistilada liberam os odores que atraem os
insetos, efetivando-se a polinizagdo (Gottsberger 1994, Silberbauer-Gottsberger et al.
2003, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

Ha relatos de quatro tipos de polinizadores em Annonaceae: tripes, moscas,
besouros e abelhas. Em uma tunica espécie, baratas foram registradas como polinizadores
(Nagamitsu e Inoue 1997).

Poucas espécies de Annonaceae apresentam tripes como polinizadores exclusivos
ou adicionais, tais como: Bocageopsis multiflora, Xylopia amazonica (Webber e
Gottsberger 1995, Webber 1996) e Popowia pisocarpa (Momose et al. 1998).

Xylopia aromatica é a uUnica Annonaceae do Cerrado em que tripes sdo 0s

principais polinizadores. As flores brancas sdo comumente orientadas em posi¢ao inclinada



a ereta e, durante a antese que ocorre principalmente durante o dia, as seis pétalas emitem
forte odor adocicado. Durante a primeira fase funcional, apenas os estigmas estdo
receptivos, o que caracteriza as flores como protoginicas. Esta fase feminina inicia-se bem
cedo e termina no final do dia; durante este periodo, os insetos entram livremente nas
flores, pois as pétalas internas delimitam uma abertura apical. Besouros grandes podem
comer a superficie das pétalas, mas dificilmente conseguem danificar os verticilos
reprodutivos, pois estes estdo protegidos pelas pétalas internas parcialmente fechadas. Na
manha do segundo dia, as flores entram na fase estaminada, na qual as anteras entram em
deiscéncia, os estigmas ndo sdo mais receptivos e as pétalas internas tornam-se
completamente fechadas. Tripes e besouros tornam-se cobertos por poélen. No final do
segundo dia, as pétalas entram em abscisdo e os insetos voam para outras flores, podendo
promover a polinizagdo (Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

Polinizagdo realizada por moscas ¢ suspeitada em Annona ambotay, devido a
presenca de “janelas translicidas” que caracterizam certas espécies polinizadas por moscas
(Silberbauer-Gottsberger et al. 2003), e em espécies de Sapranthus, que apresentam flores
de coloragdo purpura e odor desagradavel (Olensen 1992).

Dentre as espécies australianas de Pseuduvaria, varias sdo polinizadas por moscas.
Segundo Silberbauer-Gottsberger et al. (2003), individuos de Pseuduvaria froggatti
apresentam flores com pétalas de coloracdo externa creme e vinho internamente. Durante a
antese, duas grandes glandulas, espessas, ovais e de coloragdo purpura, situadas nas
margens das pétalas internas, comecam a secretar néctar através de pequenas aberturas do
tecido nectarifero, que atrai grande niimero de moscas (Silberbauer-Gottsberger et al.
2003).

Sdo poucas as familias de plantas que apresentam besouros como polinizadores
unicos ou predominantes, caso de Annonaceae. A diferenciacdo floral nas espécies que tém
os besouros como polinizadores tem ocorrido, de modo que espécies com flores maiores e
mais robustas sdo principalmente polinizadas por grandes besouros, enquanto flores mais
delicadas e menores, por pequenos besouros. As flores da maioria das Annonaceae nio
abrem suas pétalas internas durante a antese, formando a cdmara de polinizagdo. Atraidos
por odores especificos, os besouros entram nas flores apertando-se por entre as pétalas ou
utilizando aberturas existentes na base ou 4apice das pétalas internas (Silberbauer-
Gottsberger et al. 2003, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006). O tamanho da
camara, a quantidade de alimento disponivel e a espessura das pétalas estdo

correlacionados com o tamanho, nuimero e voracidade dos besouros associados,
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selecionando os insetos que adentram a camara e protegendo os verticilos reprodutivos
(Gottsberger 1970, 1994, Silberbauer-Gottsberger et al. 2003, Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger 2006).

As espécies polinizadas por besouros normalmente apresentam flores péndulas ou
inclinadas, amarelas, verdes ou avermelhadas, protoginicas e com forte odor de frutos
maduros ou em decomposi¢do (Silberbauer-Gottsberger et al. 2003, Gottsberger e
Silberbauer-Gottsberger 2006).

Xylopia benthami e Anaxagorea brevipes (Webber 1996, Kiichmeister et al. 1998),
Polyalthia korinti (Ratnayake et al. 2006), X. crinita e X. excellens (Webber 1996,
Kiichmeister et al. 1998) e Guatteria foliosa (Webber 1996) apresentam pequenos
besouros como polinizadores. A maioria dos pequenos besouros polinizadores de
Annonaceae pertencem as familias Nitidulidae, Curculionidae, Chrysomelidac e
Staphylinidae (Gottsberger 2012).

As flores de Duguetia furfuracea formam camaras florais relativamente pequenas.
Durante a antese, as bases das pétalas internas fecham-se sobre os 6rgdos reprodutivos e
produzem odores semelhantes aos de frutos maduros, o que atrai coledpteros Nitidulidae,
que penetram e abrigam-se no interior das flores. A antese ¢ diurna e ndo ha elevacgao de
temperatura (Gottsberger 1970, 1994, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

A polinizagdo por besouros grandes ¢ considerada uma forma especializada e
derivada, que se desenvolveu em varias familias de Angiospermas. Dentre as Annonaceae,
muitas espécies de Annona e certas Duguetia sdo polinizadas por besouros Dynastinae,
uma subfamilia de Scarabaeidae, principalmente do género Cyclocephala (Gottsberger e
Silberbauer-Gottsberger 2006, Gottsberger 2012).

Annona coriacea ¢ uma planta comum e conspicua do Cerrado e apresenta um
ritmo de florescimento de aproximadamente quarenta e oito horas, durante o qual a
temperatura floral aumentara por duas noites sucessivas. Na primeira noite, as flores estdo
na fase pistilada, evidente pelos estigmas recobertos por um liquido viscoso e transparente,
e ocorre termogénese. O primeiro aumento de temperatura torna-se detectavel entre
18h30min e 19 horas, e a temperatura continua aumentando até atingir um pico de
aproximadamente 34°C entre 20h30min e 21h30min. Depois disso, a flor vai gradualmente
resfriando, até finalmente voltar & temperatura ambiente. Na tarde do segundo dia, por
volta das 18horas, a temperatura floral comega a elevar-se novamente, chegando ao pico
por volta das 20 horas, aproximadamente meia hora ou uma hora antes que na primeira

noite. Durante esse segundo aumento de temperatura, as anteras tornam-se deiscentes e
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tétrades de polen sdo liberadas. Por volta de 20h30min as pétalas entram em abscisdo,
marcando o fim da antese (Gottsberger 1994, 2012, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger
2006).

Segundo Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger (2006), a intensidade do odor das
flores parece estar relacionada ao aumento de temperatura, ou seja, a elevagdo da
temperatura causa emissdo de pronunciados e fortes componentes odoriferos. Inicialmente,
proximo a temperatura ambiente, as flores produzem fraco odor de fruto. No pico da
termogénese floral, o odor torna-se forte e desagradavel. Sdo as fortes fragrancias emitidas
pela flor aquecida que atraem os besouros Dynastinae.

No pico de temperatura, o nimero de besouros que chegam as flores aumenta.
Depois deste momento, a flor comeca a resfriar € o nimero de visitantes diminui, sendo
que, proximo das 22 horas, ndo hd aproximacdo de novos besouros. Uma vez que os
besouros entram na camara floral, comecam a alimentar-se de regides da base das trés
pétalas internas, onde se localizam tecidos nutritivos. No segundo aumento de temperatura,
as flores atraem mais besouros, que se unem aos primeiros e, juntos, tornam-se cobertos
por pegajosas tétrades de polen recentemente liberadas. Nesta fase, o pdlen torna-se o
principal alimento para esses insetos. Os besouros saem das flores quando ocorre a
abscisdo das pétalas, cerca de meia hora antes de outras flores que estdo na fase pistilada
atingirem o pico de temperatura. Os besouros voam carregando o polen até as flores
receptivas, quentes e funcionais na primeira noite, realizando assim a polinizagdo
(Gottsberger 1994, 2012, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

De acordo com Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger (2006), o processo de
polinizacdo em A. coriacea apenas funciona bem em noites relativamente quentes, pois,
para ocorrer o aumento da temperatura das flores, a temperatura ambiente deve estar acima
de 21°C. Se a temperatura ambiente estiver menor, as flores ndo entram em antese, ndo
ocorre termogénese €, consequentemente, os besouros nao sao atraidos.

As flores de A. crassiflora também exibem termogénese. Nesta espécie, a
termogénese parece ser um processo muito sensivel a temperatura ambiente. Se a
temperatura ambiente permanecer abaixo de 24 ou 25°C, a temperatura floral eleva-se
levemente. Se a temperatura ambiental depois das 19 horas for de 25°C ou mais, a
temperatura floral chega até a 34 ou 35°C, isto ¢, 10°C acima da temperatura ambiente. A
antese dura apenas uma noite. A elevacdo de temperatura ocorre durante a fase pistilada
nas primeiras horas da noite e a emissdo de odores florais promove a atragdo de besouros

Dynastinae. A partir das 19 horas, besouros Cyclocephala atricapilla chegam as flores e
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entram na camara floral. Normalmente por volta da meia-noite, entre 22 e 24 horas, os
estames tornam-se deiscentes e, junto com o pdlen, caem no interior da camara floral
formada pelas pétalas internas curvadas. Depois da meia-noite, as pétalas se separam do
receptaculo floral e caem, abrigando muitos besouros até o proximo dia, quando eles saem
recobertos pelas tétrades pegajosas de pdlen e voam até as flores recentemente abertas,
polinizando-as (Gottsberger 1994, Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006).

A andlise da literatura revela que espécies de Annona tém ritmos florais de uma,
duas ou trés noites, com fases pistilada e estaminada coordenadas, de modo que a
transferéncia de pdlen ¢ altamente eficiente.

O fenémeno de polinizacdo por abelhas foi recentemente registrado na familia.
Abelhas da familia Meliponidae visitam as flores de Annonaceae apenas quando estas
estdo liberando polen, mas ndo tém papel na polinizagdo, pois ndo entram em contato com
os estigmas quando estdo receptivos (Silberbauer-Gottsberger et al. 2003). Porém,
Carvalho e Webber (2000) observaram que flores de Unonopsis guatterioides sdo visitadas
por abelhas macho de FEulaema bombiformis (Euglossini), abelhas Meliponidae e
coledpteros Chrysomelidae. As Euglossini, a0 se aproximarem das flores em antese,
primeiro pairam no ar em frente as flores e, em seguida, pousam e pairam sucessivas vezes.
Nesse movimento, estabelecem um contato muito rapido entre o abdéomen e os estigmas e
estames. Assim, quando as flores estdo liberando polen, este adere facilmente aos pelos do
corpo e das patas da abelha, que se torna um importante vetor (Carvalho e Webber 2000).

Outra espécie polinizada por abelhas ¢ Unonopsis stipitata (Teichert et al. 2009),
cujos principais visitantes sdo abelhas machos de Eulaema bombiformis e Euglossa
imperialis. As flores de ambas as espécies polinizadas por abelhas tém atividade diurna, e
j& ndo exibem muitos caracteres morfologicos e funcionais associados a polinizagdo feita

por besouros.

3. Espécies estudadas

Para o presente trabalho, foram selecionadas sete espécies de Annonaceae, tipicas
do bioma Cerrado, pertencentes a quatro dos maiores géneros da familia. S3o elas: Annona
coriacea Mart., A. crassiflora Mart., A. dioica A. St.-Hil., A. emarginata (Schltdl)
H.Rainer, Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Saff., Guatteria australis A. St.-Hil. e Xylopia
aromatica (Lam.) Mart.

Annona coriacea Mart. (Figura 1) ¢ popularmente conhecida como araticum-do-

campo, cabega-de-negro ou marolo, e ocorre em Cerrado tipico, fisionomias campestres de
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Cerrado e, ocasionalmente, em cerraddo. E um arbusto ou arvore de pequeno porte, com
casca clara e éaspera, folhas simples, alternas, subsésseis ou curto-pecioladas, coriaceas,
glabras e verde-escuras. As flores sdo solitarias, amarelo-rosadas, grandes e de pétalas
muito carnosas. O fruto € um sincarpo com até 25cm de comprimento € numerosas
sementes de até 1,5cm de comprimento (Durigan et al. 2004, Machado et al. 2005, Silva-
Junior 2005). Seus frutos sdo muito apreciados in natura ou na forma de doces. Na
medicina popular, suas folhas, sementes e casca sdo utilizadas para curar diarreias (Silva-
Junior 2005). A madeira pode ser empregada na confec¢do de objetos leves como
brinquedos, pois ¢ mole e pouco resistente. Possui importancia ornamental, podendo ser

utilizada na arborizacdo de ruas. Os frutos sdo comestiveis e a espécie ¢ util para

reflorestamentos mistos de areas degradadas, devido a sua adaptagdo a solos pobres e pelo

fato dos frutos serem apreciados pela fauna (Lorenzi 2002a).

S g ad % : &

Figura 1: Annona coriacea. A. Aspecto geral da planta. B. Detalhe de ramo com flor.

Annona crassiflora Mart. (Figura 2), popularmente conhecida como araticum,
cabeca-de-negro ou pinha-do-Cerrado, ocorre em fisionomias campestres de Cerrado, em
Cerrado tipico e em cerraddo. E um arbusto ou arvore de caule tortuoso, com casca
espessa, aspera e corticosa, € ramos jovens com pilosidade ferruginea. As folhas sdo
simples, alternas, geralmente elipticas e curto-pecioladas. As flores sdo verde-amareladas,
grandes, carnosas, isoladas e axilares. O fruto ¢ sincéarpico, amarelo-esverdeado a
ferrugineo, com até 15 cm de comprimento, polpa levemente adocicada e aroma agradéavel
(Lorenzi 2002b, Durigan et al. 2004, Machado et al. 2005). A arvore ¢ recomendada para

arborizacdo de ruas estreitas e seus frutos sdo comestiveis e muito apreciados pelas
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populagdes rurais do Brasil Central, inclusive sendo comercializados em feiras (Lorenzi
2002b). Segundo Silva-Junior (2005) e Kuhlmann e Fagg (2012), as sementes servem
como inseticida e, na medicina popular, sdo utilizadas para curar diarreia € como indutoras

de menstruagao.

Figura 2: Annona crassiflora. A. Aspecto geral da planta. B. Ramo com botdes florais. C.
Detalhe de uma flor. D. Conjunto de pétalas, desprendido do recepticulo apds a

polinizagao.

Annona dioica A.St.-Hil. (Figura 3), espécie popularmente conhecida como
araticum e cabeca-de-negro, ocorre em fisionomias campestres de Cerrado, em Cerrado
tipico e em bordas ou é4reas perturbadas de cerraddo. E um arbusto de até 2m de altura,
com ramos pilosos emergindo de um xilopodio. As folhas sdo alternas, simples, coriaceas,
subsésseis, verde-claras, com base obtusa a arredondada e apice arredondado e apresentam
face superior com pélos esparsos e inferior densamente pilosa. Suas flores sdo isoladas,

amarelo-esverdeadas, carnosas e axilares. O fruto é verde-claro, de formato ovado a
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globoso, com até 15cm de comprimento (Durigan et al. 2004). De acordo com Paulino-
Neto e Teixeira (2006), ¢ uma espécie androdioica, com 2,07 individuos masculinos para
cada individuo hermafrodita. Segundo Pott e Pott (1994), os frutos e folhas desta espécie

sdo utilizados no combate ao reumatismo e, as sementes, para curar diarreia.

Figura 3: Annona dioica. A. Aspecto geral da planta. B. Flor hermafrodita. C. Detalhe de
uma flor com o besouro polinizador no seu interior, alimentando-se do tecido nutritivo. D.

Flor estaminada.

Annona emarginata (Schltdl.) H.Rainer (Figura 4) ¢ um arbusto ou arvore com até
20m de altura presente em matas de galeria e brejos. As folhas sdo ovadas, obovadas,
elipticas ou circulares, membrandceas a cartdceas, verdes, com tricomas simples esparsos.
As inflorescéncias sdo opostas as folhas, com uma a trés flores de coloragdo amarela ou
creme, com pétalas e sépalas internamente glabras e externamente pilosas. O fruto ¢
elipsoide ou globoso, amarelado e compostos por frutiolos parcialmente conatos (Koek-

Noorman e Maas 1992).



Figura 4: Annona emarginata. A. Ramo com flor (seta). B. Detalhe de ramo com flor

evidenciando abertura da cadmara de polinizagao.

Duguetia furfuracea (A.St.-Hil.) Saff. (Figura 5) é popularmente conhecida como
araticum, marolinho-do-cerrado ou pinha-de-guara, apresenta 2n=24 (Morawetz ¢ Benko-
Isepon 2003) e ocorre em fisionomias campestres de Cerrado, em Cerrado tipico ¢ em
bordas ou areas perturbadas de cerraddo (Durigan et al. 2004). Sao arbustos que chegam a
2m de altura, com ramos geralmente partindo da base e laterais rentes ao chio. As folhas
sdo simples, alternas, com cerca de 10cm de comprimento ¢ 3cm de largura, com base e
apice agudos, pilosas em ambas as faces, com tricomas e escamas estrelados, apresentam
coloracdao verde-palida, com reflexos prateados na face abaxial e peciolo curto (Koek-
Noorman e Maas 2003, Durigan et al. 2004). De acordo com Koek-Noorman e Maas
(2003), D. furfuracea apresenta inflorescéncias opostas as folhas ou, algumas vezes, supra-
axilares, com uma a trés flores, raramente cinco. Ja segundo Durigan et al. (2004), a
espécie possui flores solitarias, roseo-alaranjadas, carnosas, em peduinculos opostos as
folhas. O fruto ¢ verde-claro, globoso a estrobiliforme, com at¢ 8cm de didmetro e
apresenta frutiolos livres na maturagdo (Durigan et al. 2004). Os frutos também sdo
completamente recobertos por tricomas e escamas estrelados (Koek-Noorman e Maas
2003). As sementes dessa espécie, quando pulverizadas e diluidas em agua, podem ser

utilizadas como antiparasitas, principalmente contra piolhos (Corréa 1926).
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Figura S: Duguetia furfuracea. A. Aspecto geral da planta. B. Flor em antese. C. Detalhe

da flor, mostrando os besouros polinizadores alimentando-se.

Guatteria australis A. St.-Hil. (Figura 6) ¢ uma arvore de Cerrado com 8 a 12m de
altura, popularmente conhecida como pindaiba-preta. Apresenta tronco curto, revestido por
casca quase lisa, e copa frondosa muito ramificada. As folhas sdo simples, alternas,
discolores e glabras na face superior. As flores sdo solitarias, axilares, de 1 a 2cm de
comprimento com pétalas velutinas. O fruto ¢ composto por vérios frutiolos drupoides de
cor purpura ou violacea, brilhantes, glabros, contendo apenas uma semente. A madeira
pode ser utilizada para fabricacdo de objetos leves, os frutos sdo muito procurados por

passaros, e ¢ recomendada para arborizagdo urbana (Lorenzi 2002b).
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Figura 6: Guatteria australis. A. Detalhe de ramo portando flor com pétalas em expansao.

B. Flor em antese, com besouro polinizador (seta).

Xylopia aromatica (Lam.) Mart. (Figura 7) ¢ popularmente conhecida como
pimenta-de-macaco ou pindaiba-do-campo e ocorre em fisionomias campestres de
Cerrado, em Cerrado tipico e em cerradio (Lorenzi 2002a, Durigan et al. 2004). E uma
arvore pequena, de tronco ereto e ramos pubescentes. Apresenta folhas simples, alternas,
disticas, lanceoladas, curto-pedunculadas, pubescentes em ambas as faces. As flores sdo
axilares, isoladas ou em pequenos grupos e brancas (Lorenzi 2002a, Durigan et al. 2004).
O fruto ¢ multiplo livre, com frutiolos deiscentes compondo um polifoliculo, verdes por
fora e avermelhados internamente. As sementes sdo elipsoides, de coloragdo preta, com
arilo bilobado de cor creme-avermelhada (Silva-Junior et al. 2005). Pode ser empregada na
arborizagdo de ruas estreitas e no paisagismo em geral e seus frutos sdo muito procurados
por péssaros (Lorenzi 2002a). As flores produzem 6leo aromatico para perfumaria e, na
medicina popular, os frutos sdo considerados digestivos, vermifugos e tonicos, e as folhas e

a casca sdo anti-inflamatdrias (Silva-Junior et al. 2005).



19

Figura 7: Xylopia aromatica. A. Aspecto geral da planta. B. Ramo com botdes florais e

uma flor em antese.

4. Objetivo Geral

Embora a biologia floral de Annonaceae seja bastante explorada na literatura,
detalhes sobre aspectos estruturais, histoquimicos e ultraestruturais das flores dessas
plantas, especialmenteno bioma Cerrado, ainda sdo desconhecidos.

Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi realizar um estudo estrutural,
histoquimico e ultraestrutural das flores de sete espécies de Annonaceae, frequentes no
bioma Cerrado, selecionadas em fungdo de pertencerem a quatro dos maiores géneros da

familia.
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Resumo

A estrutura floral de muitas Annonaceae apresenta modificagdes especificas nas pétalas, os
chamados tecidos nutritivos (TNs), que constituem adaptacdes a cantarofilia. Dado o
pequeno conhecimento dessas estruturas, o objetivo deste trabalho ¢ descrever a
organizacdo estrutural e ultraestrutural do TN em espécies de Annona do Cerrado (4.
coriacea, A. crassiflora, A. didica e A. emarginata), buscando correlacionar estrutura e
funcdo. Botdes florais e flores durante a antese foram coletados e processados segundo
técnicas usuais. O TN encontra-se na por¢ao adaxial da regido basal das pétalas internas de
A. dioica, das pétalas internas e externas de 4. emarginata e restrito as margens da regido
basal das pétalas internas em A. crassiflora e A. coriacea. A por¢ao nutritiva apresenta
epiderme uniestratificada, com células de citoplasma denso, papilosas em A. emarginata,
radialmente alongadas em A. dioica, e cuboides a radialmente alongadas em A. crassiflora
e A. coriacea. O mesofilo é parenquimatico, formado por células de formatos e tamanhos
variados, com citoplasma denso. Em todas as espécies, observam-se idioblastos fenolicos
e, em A. emarginata, também ocorrem idioblastos cristaliferos. Em A. dioica, A.
crassiflora e A. emarginata, observam-se, subjacentes ao TN, grandes células com
acumulo de substancias pécticas no espaco periplasmatico, e esclereides. Ocorre amido em
grande quantidade no TN de todas as espécies estudadas e, em algumas delas, verificou-se
a presenca de idioblastos lipidicos. As células do TN apresentam matriz citoplasmatica
densa, rica em mitocondrias, dictiossomos e plastidios com grandes grios de amido. E
possivel inferir que a oferta de alimento nestas regides especificas das pétalas reduz a
possibilidade de predac¢do dos verticilos férteis, contribuindo para o sucesso reprodutivo
destas plantas. Conclui-se entdo que, nas Annonaceae estudadas, as regides diferenciadas
nas pétalas, com grande reserva de amido, efetivamente atuam como recompensa floral aos
insetos polinizadores.

Palavras-chave: Annonaceae, Annona, tecido nutritivo, ultraestrutura celular.

Introduciao

Recompensas florais podem ser consideradas como componentes florais utilizados
por animais que, em decorréncia disso, visitam repetidas vezes as flores, podendo realizar a
polinizagdo. Sem duvida, pdlen e néctar sdo as principais recompensas primarias
oferecidas pelas flores entomofilas, no entanto, numerosas recompensas alternativas tém
sido descritas em expressivo nimero de plantas, permitindo a ado¢do de uma gama de
polinizadores pouco comuns (Simpson e Neff, 1981).

Tecidos nutritivos (TNs) sdo recompensas oferecidas por algumas flores aos
polinizadores como alternativas ao pdlen e ao néctar (Simpson e Neff, 1981). Segundo
Faegri e Pijl (1979), TNs atuam na nutri¢cdo dos polinizadores e, algumas vezes, também
podem funcionar como atrativos aos insetos visitantes. Pijl (1960) descreveu os TNs como
massas solidas de tecido comestivel, proximas aos esporangios, que podem constituir
importantes atrativos aos visitantes florais. No entanto, nenhum estudo anatomico dos TNs

foi realizado até o momento.
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A maioria das espécies de Annonaceae apresenta flores hermafroditas e
protoginicas, com receptaculo plano ou hemisférico. Sdo flores com perianto trimero,
composto por trés sépalas livres ou levemente concrescidas e por dois verticilos de trés
pétalas cada, o externo geralmente com pétalas mais espessas e carnosas que o interno
(Judd et al., 2008; Ribeiro et al., 1999; Pontes et al., 2004; Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger, 2006).

Uma caracteristica marcante das flores dessa familia ¢ a posicdo das pétalas
internas sobre os verticilos reprodutivos durante a antese, formando a “cdmara de
polinizacdo” ou “camara floral” (Gottsberger, 1970). Nesta cAmara, odores especificos sao
produzidos e atraem besouros, que encontram ambiente aquecido e repleto de alimento
(tecidos do perianto e pdlen), insetos do sexo oposto para a copula, além de abrigo e
protegdo contra a luz solar e predadores (Gottsberger, 1990, 1994; Silberbauer-Gottsberger
et al., 2003; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006; Ratnayake et al., 2007).

Annonaceae ¢ uma das poucas familias de plantas que apresentam coledpteros
como polinizadores predominantes ou Unicos (Silberbauer-Gottsberger et al., 2003,
Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006). As espécies polinizadas por coledpteros
apresentam, normalmente, flores péndulas ou inclinadas, amarelas, verdes ou
avermelhadas, e o tamanho da cadmara, a quantidade de alimento disponivel e a espessura
das pétalas estdo correlacionados com o tamanho, o nimero e a voracidade dos besouros
associados (Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006).

Segundo Schatz (1987), a biologia floral de muitas Annonaceae revela
modificagdes especificas nas pétalas, como adaptagdes a cantarofilia. Entre as espécies
polinizadas por besouros, a especializacdo das pétalas em resposta aos visitantes
escarabeideos tem seguido duas direcdes: pétala inteira extremamente grossa € carnosa, €
ela mesma, sem modificagdes, serve como recompensa floral, ou apenas uma porcao da
pétala estd modificada como 4rea alimenticia especializada.

Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger (2006) descreveram que flores polinizadas
por grandes besouros apresentam estruturas especializadas na face adaxial ou nas margens
das pétalas internas, que sdo ingeridas por estes insetos. Sao corpos de alimentagdo e/ou
TNs, que apresentam células ricas em amido, lipidios, taninos e mucilagem, embora nem
todas essas substdncias estejam, necessariamente, presentes ao mesmo tempo.
Aparentemente, este ¢ o Unico alimento disponivel para os besouros no estagio inicial da

fase pistilada, pois o pdlen s6 ¢ liberado e pode ser consumido na fase estaminada, que ¢
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posterior (Silberbauer-Gottsberger et al.,, 2003; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger,
2006).

Embora a biologia floral de Annonaceae seja explorada na literatura, detalhes sobre
aspectos estruturais, histoquimicos e ultraestruturais das flores dessas plantas ainda sdo
desconhecidos.

Assim, o objetivo deste trabalho ¢ descrever a anatomia e ultraestrutura do TN de
quatro espécies de Annona, comparando-os entre si e discutindo sua fungdo e importancia

na reproducdo dessas espécies.

Material e Métodos

O material vegetal foi coletado em fragmentos de Cerrado nas proximidades do
municipio de Botucatu, estado de Sao Paulo, Brasil, numa regido entre 22°41°28,55”S e
22°58°28,67’S e 48°16°43,83”W e 48°30°23,46”W. As espécies coletadas foram: A.
coriacea Mart., A. crassiflora Mart., A. dioica A.St.-Hil. e A. emarginata (Schltdl)
H.Rainer, escolhidas por serem espécies frequentes no Cerrado e por estarem em locais
que favoreciam as observagdes noturnas.

Ramos férteis foram herborizados e incluidos no Herbario BHCB do Departamento
de Botanica do Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil, registrados sob os nimeros 154419 (4Annona coriacea; Galastri, N.A. 8), 154417
(Annona crassiflora; Galastri, N.A. 6), 154422 (Annona dioica, flores estaminadas,
Galastri, N.A. 11), 154423 (Annona dioica, flores hermafroditas, Galastri, N.A. 12) e
154421 (Annona emarginata, Galastri, N.A. 10).

Foram coletadas pétalas em trés momentos: cerca de duas horas antes da antese; na
fase pistilada da antese, quando os estigmas tornam-se receptivos; e na fase estaminada da
antese, na qual ocorre a liberacdo do pdlen. Foram utilizados cinco individuos de cada
espécie, sendo processadas cerca de quinze pétalas por individuo.

Os estudos anatdmicos foram realizados em material fixado em solugdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas ou em formalina-acido acético-etanol 50%
(Johansen, 1940) por 48 horas, e conservados em etanol 70% (Jensen, 1962).

Apos desidratacdo em série etilica e inclusdo a frio (Paiva et al, 2011) em 2-
hidroxietil-metacrilato Leica®, o material foi seccionado em microtomo rotativo com cerca

de 8um de espessura, obtendo-se secgdes transversais e longitudinais. As sec¢des foram
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coradas com Azul de Toluidina a 0,05% em tampao acetato pH 4,7 (O’Brien et al., 1964,
modificado), montando-se com Entellan”.

Testes histoquimicos foram realizados em sec¢des a mao livre de amostras fixadas
reidratadas e também em material fixado e incluido. Para identificar polissacarideos 4cidos
e pectinas, utilizou-se vermelho de ruténio (Jensen, 1962); para evidenciar lignina,
floroglucinol em meio acido (Sass, 1951); para a localizacdo de substancias lipidicas,
Sudan IV (Johansen, 1940); para a deteccdo de amido, lugol (Johansen, 1940); para
verificar a ocorréncia de compostos fendlicos, cloreto férrico, acrescido de carbonato de
sodio (Johansen, 1940); para observacdo de terpenoides, reagente de NADI (David e
Carde, 1964); e, para localizar proteinas, foi utilizado azul mercurio de bromofenol (Mazia
et al., 1953).

O lamindrio preparado foi analisado, sendo as imagens obtidas digitalmente em
microscopio Olympus BX41 com camara digital Olympus C-7070 WZ acoplada.

As observagdes em campo foram feitas em datas e horarios que variaram para cada
espécie: A. dioica, A. coriacea e A. crassiflora, conforme observagdes prévias apresentam
antese noturna (Gottsberger, 1989a; 1994; 1999; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger,
2006), portanto, as observacdes foram realizadas das 18 as 24 horas; ja para 4. emarginata,
a literatura ndo apresenta dados de biologia floral, por isso foram alternadas observagdes
diurnas e noturnas. Foram observadas as altera¢des de coloracdo das flores, a presenca de
odores, os insetos visitantes, as regides florais ingeridas por eles e a ocorréncia de
termogénese, esta ultima utilizando o TermOmetro Termopar HI 98704 da Hanna
Instruments".

Para microscopia eletronica de transmissdo, foram coletadas amostras em regides
pré-definidas pelos estudos em microscopia de luz, das pétalas de A. crassiflora e A.
emarginata, tomadas como modelos para as analises ultraestruturais devivo a primeira ser
muito semelhante a A. coriacea e A. dioica e, a segunda, ser a mais distinta dentre as
espécies. Para acompanhar possiveis alteracdes ao longo do periodo de antese, amostras
foram obtidas em trés momentos deste processo, a saber: (1) na pré-antese, cerca de uma
hora antes do inicio da emissdo de odores; (2) na fase pistilada, que se inicia com a
emissdo de odores e termogénese (quando presente) e, (3) na fase estaminada, quando
ocorre a abscisdo dos estames e a liberacdo do pdlen. As amostras foram fixadas em
solugdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas, pds-fixadas em tetréxido de 6smio

(1% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2) e processadas segundo métodos usuais (Roland,
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1978). As seccoes ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo
e examinadas em microscopio eletronico de transmissdo Philips CM 100 a 60 KV,
obtendo-se imagens digitais.

Para observagdo ao microscopio eletronico de varredura, as amostras foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH 7,2), desidratadas em série etilica,
submetidas a secagem ao ponto critico e metalizadas com ouro (Robards, 1978). As
amostras foram, entdo, examinadas ao microscopio eletronico de varredura Fei Company

Quanta 200, e as imagens obtidas por captura digital.

Resultados
Observagoes em campo

Annona coriacea, A. crassiflora e A. emarginata apresentam flores hermafroditas e
protoginicas. Dentre as espécies estudadas, A. dioica ¢ a unica androdioica, ou seja,
apresenta individuos que produzem flores hermafroditas e individuos apenas com flores
estaminadas.

Em A. emarginata (Fig. 1A), a antese ¢ diurna com duracdo de dois dias. Nas
demais espécies a antese € noturna. Em A. crassiflora (Fig. 1B-C), tem duracdo de apenas
uma noite. Em A. coriacea (Fig. 1D-E), duracdo de duas noites. E, em 4. didica (Fig. 1F-
G), duracdo de uma noite nos individuos masculinos e de duas noites nos individuos
hermafroditas.

Em A. emarginata, no primeiro dia, os estigmas tornam-se receptivos,
caracterizando a fase pistilada da antese e, apenas no segundo dia ¢ que o pdlen ¢ liberado,
caracterizando a fase estaminada da antese que termina por volta das 12h. Em 4. coriacea
e nas flores hermafroditas de A. dioica, na primeira noite da antese, a flor apresenta-se na
fase pistilada e o pdlen € liberado apenas na segunda noite, sendo que as pétalas caem mais
ou menos ao mesmo tempo em que outras flores estdo entrando na fase pistilada, por volta
das 20h30min. Em 4. crassiflora, a fase pistilada inicia-se por volta das 18h30min e a fase
estaminada por volta das 22h da mesma noite. J4 nas flores estaminadas de A. dioica, a
antese tem duracdo de apenas uma noite, na qual ocorre a deiscéncia das anteras e a
liberagdo do podlen.

A flores liberam forte odor de fruto maduro em A. emarginata e de fruto em

decomposicao em A. coriacea, A. crassiflora e A. dioica.
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A termogénese ocorre apenas em A. coriacea, A. crassiflora € A. dioica. Foram
observados pequenos besouros Nitidulidae visitando as flores de 4. emarginata e besouros
grandes Cyclocephala nas flores das outras espécies.

Nas flores de A. coriacea, A. crassiflora e A. dioica, verifica-se que, assim que o0s
processos de termogénese e liberagdo de odores iniciam-se, por volta das 18h, besouros
Cyclocephala sdo atraidos, entram na camara de polinizacdo e comecam a consumir
tecidos localizados na base das pétalas internas. Em A. coriacea e A. dioica, verifica-se que
a maioria dos besouros permanece dentro da camara floral, comendo a base das pétalas
internas até a noite seguinte, quando o polen ¢ liberado, tornando-se o principal alimento
disponivel. Em A. crassiflora, a liberacdo do pdlen ocorre na mesma noite, por volta das
22h.

Em A. emarginata, os pequenos besouros sdo atraidos, entram na camara de
polinizagcdo e alimentam-se da superficie adaxial das pétalas internas e externas, até o
poélen ser liberado.

Em A. crassiflora e A. emarginata, a camara floral apresenta uma abertura apical
que permite que os besouros entrem e saiam das flores a qualquer momento,
diferentemente das flores de 4. coriacea e A. dioica que, devido a disposi¢ao imbricada
das pétalas internas, formam camaras fechadas, sem aberturas.

As regides que sdo ingeridas pelos insetos sao os TNs descritos ultraestruturalmente
pela primeira vez neste trabalho.

Os besouros polinizadores, ao visitarem as flores dessas espécies, consomem apenas
as regides especificas de TN, ndo se observando predacdo de outras partes florais. Porém,
observa-se predacdo de outras regides das flores por grandes besouros que visitavam as
flores, mas ndo conseguem adentrar a cdmara de polinizagdo, ficando do lado de fora da

flor; estes visitantes constituem predadores, ndo tendo nenhuma fungao na polinizacao.

Morfologia e aspectos estruturais

Aspectos estruturais e morfolégicos do TN se mantém nas fases de pré-antese,
pistilada e estaminada da antese.

Em A. dioica, o TN ¢é corrugado e encontra-se na face adaxial da regido basal das
pétalas internas (Fig. 1H); em A. crassiflora (Fig. 11) e A. coriacea (Fig. 1]), este se
restringe as margens da regido basal das pétalas internas e, em 4. emarginata, observa-se
TN na face adaxial das porgdes basal e mediana das pétalas internas e externas (Fig. 1K-

L). A presenca de TN nas pétalas internas e externas de 4. emarginata é explicada pela
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conagdo entre as pétalas desta espécie, formando um TN tnico que reveste toda a extensao
da camara de polinizagao.

Nas quatro espécies estudadas, o TN pode ser distinto do restante da pétala pela
textura, coloracdo e/ou indumento presente. Anatomicamente, observa-se um tecido com
células de citoplasma muito denso e grande reserva amilifera (Fig. 2A-C) e, subjacente a
ele, um tecido parenquimatico de células vacuoladas com menor quantidade de amido (Fig.
2 A-B, D).

Observa-se que o TN ¢ consumido pelos insetos visitantes, em detrimento de outras
por¢des (Fig. 2E-F). Na regido nutritiva, a epiderme apresenta cuticula ornamentada e
espessa apenas em A. emarginata (Fig. 2G), sendo lisa e delgada em A. coriacea, A.
crassiflora (Fig. 2F) e A. dioica. A epiderme ¢ uniestratificada, com células de paredes
delgadas, citoplasma denso, nicleos pouco ou ndo evidentes, papilosas em A. emarginata
(Fig. 2H), radialmente alongadas em A. dioica (Fig. 21) e cuboides a radialmente alongadas
em A. crassiflora (Fig. 2J) e A. coriacea (Fig. 2K). Ocorrem estomatos nas quatro espécies
(Fig. 2G, J), porém em baixa densidade.

Em todas as espécies estudadas, observam-se tricomas tectores simples (Fig. 2F, I-
K), de paredes espessadas e lignificadas, com conteido fendlico ou péctico. Em A.
emarginata, os tricomas tectores ficam restritos a regido mediana das pétalas internas e
externas. Em 4. dioica e A. crassiflora, também ocorrem tricomas de paredes delgadas,
pecto-celuldsicas e de contetido péctico.

O mesofilo é parenquimatico, formado por células de formatos e tamanhos
variados, com citoplasma denso (Fig. 3A-B). Em A. emarginata, as células apresentam
paredes delgadas, com nucleos evidentes (Fig. 3C); em A. dioica, A. crassiflora e A.
coriacea, observam-se paredes celulares levemente espessadas e nucleos ndo evidentes
(Fig. 3A-B, D). Em todas as espécies, ha células com contetido péctico e idioblastos
fenolicos (Fig. 3A-B); em A.coriacea e A. emarginata, também ocorrem idioblastos
lipidicos (Fig. 3C) e, apenas em A. emarginata, observam-se idioblastos cristaliferos
contendo pequenas drusas (Fig. 3E).

Subjacente ao TN de 4. crassiflora, A. dioica e A. emarginata, observam-se células
volumosas com actimulo de substancias pécticas no espaco periplasmatico (Fig. 3E-F), as
quais, muitas vezes, comprimem completamente o protoplasto. Também subjacente ao TN
em A. coriacea e A. emarginata, existem braquiesclereides em grupos (Fig. 3D, G) ou
isoladas, de paredes lignificadas e muito espessadas, algumas com protoplasto ativo (Fig.

3G) e outras com acumulo de compostos fendlicos. Em A. coriacea e A. dioica, também
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ocorrem esclereides de paredes lignificadas pouco espessadas (Fig. 3D) com protoplasto
ativo. Em A. crassiflora, sdo observadas apenas esclereides isoladas.

Em todas as espécies, observam-se feixes vasculares colaterais (Fig. 3F, H), mas
ndo ha emissdo de tragos para o interior do TN; alguns feixes vasculares em A. coriacea
podem apresentar fibras gelatinosas externas ao floema (Fig. 3H).

Em A. dioica, espécie com individuos de flores hermafroditas e outros apenas com
flores estaminadas, o TN € mais espesso nas primeiras, que mostram de dezenove a vinte e
nove camadas no mesofilo, contra oito a dezoito nas estaminadas.

Os testes realizados apontam que ocorre amido, em grande quantidade, no TN e na
epiderme de todas as espécies estudadas. No entanto, nota-se menor quantidade de amido
na epiderme de ambas as pétalas de 4. emarginata, quando comparada com a das outras
espécies. Verifica-se a presenga de idioblastos lipidicos em A. coriacea e A. emarginata.
Proteinas de reserva e terpenoides ndo foram detectados em nenhuma das espécies
estudadas.

Verificou-se o consumo do TN, e apenas desta regido, por insetos que adentraram a
camara floral e que, aparentemente, também realizaram a polinizagdo durante a fase

pistilada; na fase estaminada, o pdlen passa a ser o principal alimento dos visitantes florais.

Aspectos ultraestruturais

Na fase de pré-antese, o TN de A. crassiflora é formado por células de citoplasma
denso, no qual predominam mitocondrias e plastidios (Fig. 4A-B). O ntcleo ¢ volumoso
com nucléolo conspicuo (Fig. 4C). Observa-se formacdo de espago subcuticular de
pequenas dimensdes, de ocorréncia restrita; nestes, parece haver acimulo de secregdo (Fig.
4D). As mitocondrias sdo globoides a ovaladas e apresentam cristas desenvolvidas (Fig.
4C, E). Os plastidios sdo ovalados ou globoides e apresentam graos de amido que ocupam
grande parte do volume destas organelas (Fig. 4B, F). Ocorre, geralmente, um unico e
desenvolvido vactiolo, no qual se observa acimulo de material fibrilar (Fig. 4A, D).
Goticulas de 6leo (Fig. 4D) e proteinas (Fig. 4C) também sao observadas. Os dictiossomos
apresentam de trés a cinco cisternas e sdo pouco numerosos (Fig. 4E). Observam-se
plasmodesmos estabelecendo conexdo entre as células (Fig. 4C, F). O reticulo
endoplasmatico € pouco desenvolvido, ocorrendo apenas pequenos segmentos (Fig. 4E).
Em A. emarginata, observam-se as mesmas caracteristicas ultraestruturais (Fig. 4G, H)

descritas para A. crassiflora.
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Quando os estigmas tornam-se receptivos e inicia-se, caso esteja presente, a
termogénese, ocorre a simultdnea liberagdo de odores, com a consequente atracdo dos
besouros, e tem inicio a fase pistilada, na qual ocorre o consumo do TN. Nesta fase, o TN
apresenta, assim como na fase anterior, células com matriz citoplasmatica densa e grande
quantidade de mitocondrias e plastidios (Fig. SA-B). O nucleo mantém-se volumoso (Fig.
5B) e com nucléolo evidente. Persiste um tinico vacuolo com acimulo de material fibrilar
(Fig. 5C). Os plastidios nao apresentam modificagdes estruturais em relacdo a fase anterior
e ndo hé indicios de hidrélise de amido, cujos graos ocupam grande parte do volume
plastidial (Fig. 5A-B, D-E). As mitocondrias sdo abundantes (Fig. 5B, E) e apresentam
cristas bem desenvolvidas. Nota-se a presenca de goticulas de 6leo no citosol e acimulo de
material fibrilar no espago periplasmatico (Fig. 5C).

Logo que os estames comecam a liberar o pdlen, inicia-se a fase estaminada da
antese. Nesta, observam-se células de citoplasma denso e com predominio de mitocondrias
e plastidios, muito semelhante ao que se observa nas fases anteriores (Fig. 6A). O vactolo
desenvolvido, geralmente Unico, continua apresentando material fibrilar (Fig. 6B-F). Os
plastidios permanecem apresentando grdos de amido, porém um pouco menores que nas
outras fases (Fig. 6C-F). Observa-se aumento da quantidade de material fibrilar no espaco

periplasmatico (Fig. 6A-B, D-E). Apos essa fase, ocorre a abscisdo das pétalas.

Discussiao

As andlises realizadas neste trabalho confirmam a existéncia de um tecido de
nutricdo em flores de Annona, como forma de recompensa aos insetos polinizadores que as
visitam. Nas observacdes de campo, notou-se que esse TN ¢ ingerido pelos besouros
visitantes, constituindo uma efetiva fonte de nutricdo durante a fase pistilada da antese,
diminuindo a incidéncia de predacdo dos 6rgaos reprodutivos.

TNs tém, geralmente, composi¢do epidérmica ou parenquimatica e contém grande
quantidade de agucar, amido, proteinas ou lipidios, ou ainda combinagdes variadas destas
substancias (Simpson e Neff, 1983). Nas espécies estudadas, observa-se apenas reserva de
amido e, 4. coriacea e A. emarginata, alguns idioblastos lipidicos também. De acordo com
as observagdes realizadas, as areas com células nutritivas sdo consumidas pelos visitantes
florais, normalmente besouros, que atuam como vetores de pdlen em Annonaceae
(Simpson e Neff, 1983; Schatz, 1987; Silberbauer-Gottsberger et al., 2003).

A biologia reprodutiva de A. coriacea, A. crassiflora e A. dioica e de muitas outras

espécies da familia ¢ bastante descrita na literatura (Gottsberger 1989a, 1994, 1999,
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Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006); contudo, apenas o presente trabalho
qualificou diretamente e ao nivel ultraestrutural a regido consumida como TN, no qual
testes histoquimicos confirmaram a presenca de grande quantidade de amido em todas as
espécies, servindo como recompensa aos polinizadores.

A presencga de células com nucleos evidentes, citoplasma denso e rico em organelas,
evidencia um tecido com alta taxa metabolica, tipico de estruturas secretoras (Paiva e
Martins, 2011).

O material fibrilar, observado no interior dos vacuolos das células do TN,
provavelmente ¢ constituido de carboidratos, o que, segundo Paiva e Martins (2011), ¢
caracteristico de secrecdes com uma matriz polissacaridica.

A organizagado ultraestrutural das células do TN, em A. crassiflora e A. emarginata,
revelou que, pouco antes da queda das pétalas, ainda h4 grande quantidade de amido no
TN e de material fibrilar, possivelmente carboidratos, nos espacos periplasmaticos de suas
células. Isso indica que a planta, provavelmente, ndo reabsorve a reserva nao utilizada,
havendo uma expressiva perda energética.

A atracdo, comum em Annonaceae, de besouros com aparelhos bucais mastigadores
e muito destrutivos parece ter favorecido a formagdo de TNs, os quais podem desviar os
besouros dos 6rgaos reprodutivos. De acordo com Gottsberger (1974), o oferecimento de
TNs ou de outras estruturas especiais reduz os efeitos negativos causados as flores pelos
grandes polinizadores.

Segundo Heusden (1992), muitos géneros de Annonaceae possuem um tecido
glandular, corrugado e/ou carnoso na parte basal da face adaxial das pétalas internas; em
outros géneros, a parte basal ¢ marcada por diferenca de cor ou indumento e, algumas
vezes, existem duas glandulas ao longo das margens das pétalas internas. Da mesma forma
que nas Annona aqui analisadas, em varias espécies de Annonaceae ja estudadas
observaram-se TNs ricos em amido e com alguns idioblastos lipidicos na face adaxial da
base das pétalas internas (Olensen, 1992; Norman e Clayton, 1986; Norman et al., 1992;
Aguiar et al., 2000). Em 4. sericea, Webber (1981) relatou que os besouros entram na flor
e permanecem em seu interior, consumindo a por¢do basal das pétalas, até que ocorra a
queda das mesmas. Em Uvariodendron, os besouros visitantes foram encontrados
alimentando-se, principalmente, da superficie tuberculada interna das pétalas, que
apresenta um tecido espesso e carnoso (Gottsberger et al., 2011).

Assim, a presenca de um tecido de nutri¢do, rico em amido, localizado, na maioria

das espécies, na superficie adaxial das pétalas internas, parece ser caracteristica comum as
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Annonaceae, provavelmente, contribuindo positivamente para o sucesso reprodutivo da
familia.

Annona emarginata apresenta TN epidérmico papiloso, assim como observado por
Webber e Gottsberger (2003) em espécies de Duguetia, enquanto que os TNs de A4. dioica,
A. coriacea e A. crassiflora diferenciam-se, basicamente, pela regido das pétalas internas
nas quais ocorrem. Isso pode ser explicado pelo tipo de polinizador que visita essas flores,
sendo pequenos besouros Nitidulidae e Staphylinidae na primeira espécie, e grandes
besouros Dynastinae, uma subfamilia de Scarabaeidae, nas demais (Gottsberger, 1989a,
1989b, 1990, 1999; Aguiar et al., 2000; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006).

O TN com epiderme papilosa, de cuticula ornamentada presente em A. emarginata
pode auxiliar os insetos visitantes na percep¢do do local onde estd a recompensa floral,
onde se localiza o TN. Segundo Whitney et al. (2011), insetos reconhecem pelo tato os
diferentes 6rgdos da planta e orientam-se por esse tipo de célula até a regido do néctar.

A presenca de TNs estruturalmente tdo semelhantes em 4. dioica, A. coriacea e A.
crassiflora pode ser explicada pelo fato de que essas trés espécies apresentam como
principal ou exclusivo polinizador o coledptero Cyclocephala atricapilla, Dynastinae
(Gottsberger, 1999). De acordo com Gottsberger (1986), contrario ao que se pensava, a
relacdo entre flores cantardfilas e besouros Dynastinae ndo ¢ muito especifica, ou seja, a
mesma espécie de coledptero pode visitar e polinizar grande numero de espécies, o que €
fortalecido pelas semelhangas estruturais das flores observadas no presente trabalho que
atraem as mesmas espécies de coledpteros.

Nas espécies em que o TN ocorre em ambas as margens das pétalas internas, como
em A. crassiflora e A. coriacea, essa posi¢do condiciona a movimentacao dos coledpteros
por toda a camara de poliniza¢do em busca de alimento, favorecendo o contato destes com
os oOrgdos reprodutivos da flor e aumentando a eficiéncia da poliniza¢do, assim como
também descrito por Aguiar et al. (2000).

Com base em recentes estudos moleculares, o género Rollinia foi incluido em
Annona (Rainer, 2007). Isso pode explicar o fato do TN de A. emarginata diferir das
demais espécies analisadas de Annona, pois tem caracteres morfologicos tipicos de
Rollinia; além disso, a diferenca do periodo da antese, que ¢ diurna em 4. emarginata e
noturna nas demais espécies, também pode justificar a presenca de variagdo estrutural.

Schatz (1987) distinguiu os TNs em areas alimenticias e corpos de alimentagdo: as
areas alimenticias sdo regides indistintas externamente do restante da pétala, enquanto

corpos de alimentagdo apresentam modificagdes estruturais que implicam na diferenciagdo
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da regido nutritiva do restante da pétala quanto a textura e a elevagdo. No entanto, esse
conceito parece ndo ser aplicavel as espécies de Annona estudadas, uma vez que existe um
tecido com reserva nutritiva que ¢ consumido pelos besouros. Assim, o termo “tecido
nutritivo” parece ser o mais indicado.

Para as espécies aqui estudadas, ndo se encontrou nenhuma regido glandular nas
pétalas, apenas a presenca de tecidos com grande reserva amilifera. No entanto, segundo
Kiill e Costa (2003), Annona squamosa apresenta, na regido basal das pétalas, uma
cavidade na qual se encontram glandulas secretoras.

Apesar dos TNs serem recompensas ndo muito caras para a planta e que asseguram
o efetivo servigo dos polinizadores, eles sdo raramente encontrados nas angiospermas, pois
esse tipo de recompensa parece ser contrabalancado pela alta taxa de danos. Além disso,
em sistemas que apresentam besouros que utilizam os TNs como recompensas florais, as
flores devem ser robustas, grandes e durar varios dias, o que torna o custo de produgdo das
flores comparativamente maior (Simpson e Neff, 1983). No entanto, em Annonaceae, esse
sistema parece ser vantajoso, uma vez que ¢ um grupo quase que exclusivamente
polinizado por coledpteros.

Foi observado em campo que os besouros que visitam as flores das quatro Annona
estudadas e que sdo efetivos polinizadores, alimentam-se apenas das areas de TN,
evidenciando seletividade no consumo das pétalas, assim como observaram Aguiar et al.
(2000) para A. muricata. Essa seletividade parece ser imposta por limites estruturais, tais
como por esclereides e braquiesclereides, que tornam as pétalas mais rigidas e pouco
palataveis, como também descrito para A. muricata (Aguiar et al. 2000), por grandes
células com acimulo de substincias pécticas no espago periplasmatico, ou mesmo por
combinagao de ambas.

A predagdo de outras regides das flores, além do TN, normalmente ¢ feita por
insetos pilhadores, que ndo realizam a polinizagdo. Observagdes pessoais em campo
mostraram que a maioria dos besouros pilhadores sdo muito grandes para adentrar a
camara de polinizagdo, ficando do lado de fora e consumindo, indistintamente, tecidos do
perianto. Segundo Webber (1996), Kiichmeister et al. (1998) e Gottsberger et al. (1998a),
nas espécies de Duguetia por eles estudadas, quando as flores s6 sdo visitadas por besouros
Cyclocephala, seus polinizadores efetivos, apenas as regides de TN s3o danificadas,
enquanto que besouros Chrysomelidae permanecem do lado externo da flor, apenas
predando as pétalas. Isso também ocorre em Cymbopetalum euneurum, na qual os besouros

Cyclocephala undata entram na camara floral e alimentam-se de TNs na base das pétalas
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internas e de pdlen, mas ndo causam danos aos verticilos reprodutivos, mesmo quando
existe um numero elevado de insetos dentro da flor (Webber e Gottsberger, 1993). Cabe
ainda ressaltar que estes polinizadores apresentam aparelhos bucais mastigadores, que
poderiam danificar completamente uma flor. Deste modo, a presenca de TN parece
contribuir para a reducdo de grande parte das predagdes que poderiam ocorrer nos
verticilos florais, a0 mesmo tempo que funciona como uma recompensa ao inseto
polinizador.

O TN das quatro espécies estudadas ¢, aparentemente, o Unico alimento disponivel
para os besouros no inicio da antese, pois o pdlen ¢ liberado apenas na fase estaminada,
quando pode ser consumido. Isso também foi observado em outras espécies de
Annonaceae por Silberbauer-Gottsberger et al. (2003).

Nas espécies estudadas, o TN ¢ constituido por células ricas em amido, mas
também se observam lipidios, compostos fenolicos e mucilagem. Outras espécies que
apresentaram amido e lipidios nos corpos de alimentagdo sdo Sapranthus palanga
(Olensen, 1992), Assimina obovata, Assimina pygmaea (Normam e Clayton, 1986),
Duguetia riparia, D. ulei (Gottsberger et al., 1998a) e em 4. muricata (Aguiar et al., 2000).

Quando os besouros comem os TNs ingerem, portanto, amido, lipidios, mucilagem
e compostos fenodlicos, como indicado pelos testes histoquimicos realizados neste trabalho.
No entanto, compostos fenolicos sdo, tipicamente, citados como inibidores de herbivoria
(Glynn et al., 2004; Silberbauer-Gottsberger et al., 2003), o que ndo é o caso nestas flores,
pois os besouros polinizadores ndo sdo inibidos pela presenca de tais compostos. De
acordo com Gottsberger et al. (1998b), ¢ notdvel que compostos fendlicos sejam
apreciados pelos besouros, porque sdo largamente utilizados pelas plantas como protegao
contra predacgdo e, aparentemente, as espécies de Cyclocephala t€m vencido essa barreira
anti-herbivorica.

Segundo Barbehenn e Constabel (2011), taninos podem defender as plantas contra
insetos herbivoros devido a sua toxicidade e/ou deterréncia, e ndo tém efeito na digestdo
proteica desses animais. A toxicidade dos taninos resulta da sua oxidagdo, que forma
semiquinonas, quinonas e outras espécies reativas de oxigénio, que afetam diretamente os
tecidos intestinais. A habilidade dos insetos que toleram a digestdo de taninos vem de uma
variedade de defesas bioquimicas e fisicas existentes em seus intestinos, incluindo alto pH,
antioxidantes e um revestimento protetor que reveste o intestino médio (Barbehenn e

Constabel, 2011).
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Outro grupo de compostos fendlicos que afetam o desenvolvimento de insetos
herbivoros sdo os glicosideos fenolicos (Boeckler et al, 2011). Essas substancias
funcionam como deterrentes e prejudicam o desenvolvimento de insetos generalistas
(Glynn et al., 2004), mas podem estimular a alimentagdo e a oviposi¢do, beneficiando o
desenvolvimento de insetos especialistas (Rank et al., 1998). Estudo com espécies
especialistas de besouros Chrysomelidae mostraram efeitos positivos desses fendlicos no
desenvolvimento (Donaldson e Lindroth, 2004).

Glicosideos fendlicos tém sido descritos como sendo utilizados por herbivoros
especialistas para sua propria defesa, tais como coledpteros Chrysomela populi e Phratora
vitellinae (Pasteels et al., 1990). Esses besouros sdo capazes de converter salicina ingerida
das plantas em salicilaldeido, que ¢ estocado em reservatorios glandulares e secretado
quando atacado por inimigos naturais, pois esses compostos desencorajam seus predadores,
como formigas, e também tém propriedades antimicrobianas (Pasteels et al., 1990).

Nada foi encontrado sobre a resisténcia ou suscetibilidade aos fenodlicos por
besouros Nitidulidae ou Dynastinae, que sdo os grupos polinizadores das espécies
estudadas, mas existem outros coledpteros que ndo sdo repelidos pela existéncia de
fendlicos, até mesmo utilizando-os para defesa, o que poderia justificar o fato dos TNs
terem grande quantidade de fendlicos e ndo repelirem os besouros visitantes. Assim,
estudos a respeito dos tipos de compostos fendlicos e suas agdes em outros grupos de
Coleoptera fazem-se necessarios para a compreensao destas relagoes.

A maioria das espécies de Annona do Cerrado apresentam flores hermafroditas e
protoginicas, e 4. dioica, espécie androdioica, constitui exce¢do. Paulino-Neto e Teixeira
(2006) encontraram a proporg¢do de 2,07 flores estaminadas para cada flor hermafrodita. Os
autores também observaram maior predagdo por besouros das flores hermafroditas, sendo
os danos encontrados principalmente nas pétalas, o que corrobora o que foi observado em
campo durante a realizacdo deste trabalho. Paulino-Neto e Teixeira (2006) esperavam
maior preda¢do das flores estaminadas, devido a maior quantidade de alimento, e
explicaram o fato das flores hermafroditas terem sido mais predadas devido a producao de
um exsudado estigmatico. No entanto, os autores ndo referiram a ocorréncia de TN, como
relatado neste trabalho para ambos os tipos de flores, o qual ¢ mais espesso nas flores
hermafroditas do que nas estaminadas, podendo, portanto, explicar a maior predagdo
daquelas flores. Some-se a isso o fato de que flores hermafroditas de A. dioica apresentam
antese de duas noites, enquanto as flores estaminadas de apenas uma, logo o maior tempo

de exposicdo pode explicar o aumento da predacao.
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Conclui-se entdo que, nas Annonaceae, ocorrem regioes especializadas nas pétalas
com c¢lulas de nucleos evidentes, citoplasma denso rico em mitocondrias, dictiossomos,
plastidios e com grande reserva de amido que, efetivamente, atuam como recompensa
floral aos insetos polinizadores, constituindo, tecidos com alta taxa metabdlica e fungdo de

nutricdo, ou seja, TNs.
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Fig. 1. Fotos das flores e diagrama das pétalas de Annona coriacea (D-E, J), A. crassiflora
(B-C, 1), 4. dioica (F-H) e A. emarginata (A, K-L). A-G. Aspecto geral da flor em antese.
H-K. Diagrama da pétala interna, mostrando as regides de tecido nutritivo (areas em
cinza). L. Diagrama da pétala externa (tecido nutritivo: area cinza).



-
wr

&
t"\

&t "-k‘?-f_p-"-_-',u

L)

Fig. 2. Tecido nutritivo de Annona coriacea (K), A. crassiflora (C-F, J), A. dioica (A-B, 1)
e A. emarginata (G-H). Secgdes transversais (A, C-D, H-K), sec¢do longitudinal (B). A-B.
Tecido nutritivo e tecido subjacente. C-D. Teste com lugol, revelando amido,
respectivamente, no tecido nutritivo e ndo nutritivo. E. Tecido nutritivo em vista frontal,
evidenciando uma regido que foi raspada por coleopteros (asterisco). F. Tricomas do tecido
nutritivo em vista frontal. G. Epiderme papilosa em vista frontal, com células de cuticula
ornamentada (destaque na figura); com presenca de estdmato (seta). H. Epiderme papilosa.
I. Epiderme com tricomas tectores. J. Epiderme tricomatosa, com estdmato entre os
tricomas (destaque). K. Epiderme com tricomas tectores. (ep = epiderme; tn = tecido
nutritivo; tt = tricoma tector).



Fig. 3. Tecido nutritivo de Annona coriacea (D, G-H), A. crassiflora (F), A. dioica (A-B) e
A. emarginata (C, E). Seccdes transversais (A-B, D, F-H), sec¢des longitudinais (C, E). A-
B. Mesofilo nutritivo com grande quantidade de idioblastos fenolicos. C. Mesofilo com
idioblastos lipidicos. D. Esclereides do mesofilo nutritivo. E. Detalhe de idioblasto com
acamulo de substancias pécticas no espago periplasmatico (seta) e idioblasto cristalifero
(ponta de seta). F. Mesofilo nutritivo, evidenciando idioblastos com acumulo de pectatos
no espaco periplasmatico (seta) e feixe vascular colateral. G. Detalhe de um grupo de
esclereides. H. Detalhe de um feixe vascular com fibras gelatinosas externas ao floema. (br
= braquiesclereide; es = esclereide; fg = fibra gelatinosa; fl = floema; fv = feixe vascular;
if = idioblasto fenolico; il = idioblasto lipidico; xi = xilema).



49

Fig. 4. Aspectos ultraestruturais do tecido nutritivo de Annona crassiflora (A-F) e A.
emarginata (G-H) na fase pré-antese. A. Vista geral da epiderme nutritiva, evidenciando
células de citoplasma denso. B. Detalhe de uma célula epidérmica. C. Células adjacentes
conectadas por plasmodesmos (seta); observam-se proteinas no citoplasma. D. Detalhe do
acumulo de secrecdo no espago subcuticular. E. Detalhe do citoplasma com mitocondrias e
dictiossomos. F. Detalhe dos plastidios com graos de amido; note a presenca de
plasmodesmos (seta), conectando as células adjacentes. G. Vista geral do parénquima
nutritivo. H. Detalhe evidenciando mitocondrias e plastidios. (di = dictiossomo; mi =
mitocondria; nu = nacleo; od = goticula de dleo; pl = plastidio; pr = proteina; va =
vacuolo).
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Fig. 5. Aspectos ultraestruturais do tecido nutritivo de Annona crassiflora (A-C) e A.
emarginata (D-E) na fase pistilada. A. Vista geral da epiderme nutritiva, evidenciando
células de citoplasma denso. B. Detalhe de uma célula epidérmica, evidenciando a
presenca de mitocondrias e plastidio; a seta aponta o acimulo de material fibrilar no
espago periplasmatico. C. Célula epidérmica com goticulas de 6leo no citosol e acimulo de
material fibrilar no espaco periplasmatico (seta). D. Vista geral do parénquima nutritivo. E.
Detalhe do citoplasma com mitocondrias, dictiossomos e plastidios. (di = dictiossomo; mi
= mitocondria; nu = niicleo; od = goticula de 6leo; pl = plastidio; va = vactiolo).
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Fig. 6. Aspectos ultraestruturais do tecido nutritivo de Annona crassiflora (A-E) e A.
emarginata (F) na fase estaminada. A. Detalhe de célula epidérmica, evidenciando o
acimulo de material fibrilar no espago periplasmatico (seta). B. Detalhe de célula
epidérmica, mostrando a presenga de material fibrilar no interior de um grande vacuolo e o
acimulo deste mesmo material no espaco periplasmatico (seta). C. Vista geral do
parénquima nutritivo. D. Detalhe de uma célula, destacando a presenga de plastidios
apresentando graos de amido. E. Detalhe mostrando citoplasma rico em mitocondrias e
dictiossomos; vactiolos com material fibrilar em seu interior e acumulo deste mesmo
material no espago periplasmatico (seta). F. Vista geral do parénquima nutritivo. (di =
dictiossomo; mi = mitocondria; od = goticula de 6leo; pl = plastidio; va = vacuolo).
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Resumo

Sdo poucos os relatos de nectarios florais (NFs) em Annonaceae, acerca dos quais
inexistem estudos anatomicos. Apresenta-se aqui o registro inédito de NFs para Xylopia,
descrevendo a organizacdo anatomica e ultraestrutural destes nectarios em Xylopia
aromatica. Para tanto, flores em pré-antese e fases pistilada e estaminada da antese foram
coletadas e processadas segundo técnicas usuais de microscopia de luz e eletronica de
transmissdo e varredura. As pétalas internas apresentam, na regido proximal, uma
curvatura que forma a camara de polinizagdo, em cuja por¢do interna a epiderme,
desprovida de estdmatos, esta envolvida na sintese de néctar. O nectdrio ¢ formado por
uma epiderme secretora e tecido subglandular parenquimatico, de células vacuoladas e
ricas em amido. Na pré-antese, as células epidérmicas apresentam citoplasma denso, no
qual predominam mitocondrias, plastidios e dictiossomos. A membrana plasmatica ¢
sinuosa, formando um espaco periplasmatico conspicuo, no qual se observa inicio de
acumulo de secre¢do. Os plastidios apresentam graos de amido. Assim que os estigmas se
tornam receptivos, inicia-se a fase pistilada da antese, na qual ocorre a liberagdo do néctar.
As células mantém as caracteristicas descritas na fase anterior, com destaque para a intensa
hidrélise de amido e maior acimulo de secre¢cdo no espago periplasmatico. O néctar
viscoso, cujo volume ¢ suficiente apenas para tornar imida a superficie do nectario, ¢
consumido pelos tripes, que atuam como polinizadores. H4 indicios de acimulo do néctar
no espaco subcuticular e liberagdo deste pela ruptura da cuticula. A fase estaminada tem
inicio com a liberacdo do polen. Nesta fase, o nectario apresenta células epidérmicas com
intensa vesiculacdo e indicios da presenga de néctar nas vesiculas e vactolos; nesta fase a
auséncia de amido € caracteristica marcante, o que ¢ observado também no tecido
subglandular. Apds esta fase, ocorre a abscisdo das pétalas. Em X. aromatica, a disposi¢do
do nectario parece assegurar o contato do inseto com os estigmas, facilitando a
polinizagao.

Palavras-chave: Annonaceae, néctar, recompensa floral, Xylopia.

Introducio

Xylopia, um dos maiores géneros de Annonaceae, com cerca de 150 espécies
(Souza e Lorenzi, 2012; Judd et al., 2008), apresenta flores hermafroditas e trimeras,
formadas por um verticilo de trés sépalas parcialmente ou quase totalmente concrescidas e
dois verticilos de trés pétalas cada (Heusden, 1992). O androceu ¢ formado por numerosos
estames, podendo também ocorrer estaminddios e, o gineceu ¢ dialicarpelar com
numerosos carpelos (Heusden, 1992; Webber, 1996).

Xylopia aromatica, popularmente conhecida como pimenta-de-macaco ou pindaiba-
do-campo, ocorre em fisionomias campestres de Cerrado, em Cerrado tipico e em cerraddo
(Lorenzi, 1992; Durigan et al., 2004). Apresenta flores hermafroditas, brancas, eretas, com
pequena camara de poliniza¢do formada pelo fechamento das pétalas internas e, durante a
antese, emitem um forte odor adocicado, sendo a unica Annonaceae do Cerrado em que
tripes (Thysanoptera) sdo os principais polinizadores, sendo polinizadores secundarios

besouros do género Cillaeus (Nitidulidae) e, eventualmente, certos Staphylinidae e
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Chrysomelidae (Gottsberger, 1970, 1994; Silberbauer-Gottsberger et al., 2003; Gottsberger
e Silberbauer-Gottsberger, 2006).

A espécie apresenta antese diurna com duracdo de dois dias. No primeiro dia
apenas 0s estigmas estdo receptivos, o que caracteriza as flores como protoginicas. Esta
fase pistilada inicia-se bem cedo e termina no final do dia e, durante ela, insetos entram
livremente nas flores. Grandes besouros podem comer a superficie das pétalas, mas
dificilmente conseguem destruir os 6rgaos reprodutivos, pois estes estdo protegidos pelas
pétalas internas parcialmente fechadas. Na manha do segundo dia, as flores entram na fase
estaminada, na qual as anteras estdo deiscentes e os estigmas ndo mais receptivos. Tripes e
besouros tornam-se cobertos por graos de pélen. No final do segundo dia, as pétalas caem
e os insetos comecam a voar para outras flores, efetivando a polinizagdo (Gottsberger,
1994; Silberbauer-Gottsberger et al., 2003; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006).

A eficiéncia da polinizagdo realizada por tripes depende da dindmica de
transferéncia do pdlen por esses insetos. Assim, a disponibilidade de polen e néctar como
recompensa, a interagdo polen-estigma, a arquitetura da parede do pdlen e o mecanismo de
adesdo do podlen aos tripes, sdo fatores importantes na interacdo tripes-flores
(Ananthakrishnan, 1993).

Poucos sdo os trabalhos estruturais referentes a Xylopia, e ndo constam na literatura
dados estruturais e ultraestruturais de estruturas secretoras encontradas neste género,
especialmente para X. aromatica. A presenga de nectarios florais em Annonaceae ¢ apenas
citada por Heusden (1992), sem referéncia a nenhuma espécie. Assim, este trabalho
objetiva descrever a estrutura e a ultraestrutura do nectério floral de X. aromatica, sendo o

primeiro relato efetivo de nectério para o género e para a familia.

Material e Métodos

Botdes florais e flores em antese foram coletadas em cinco individuos de X.
aromatica (Lam.) Mart. ocorrentes em fragmentos de Cerrado nas proximidades do
municipio de Botucatu, estado de S3o Paulo, Brasil, sob as coordenadas 22°43°5,1”S e
48°20°58,1”W. Ramos férteis foram herborizados e incluidos no Herbario BHCB do
Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG, Belo Horizonte,
Minas Gerais (Galastri, N.A. 7, BHCB 154418).

Conforme literatura disponivel, a espécie apresenta antese diurna, o que levou as

observagdes em campo serem concentradas das 6 as 18 horas. Para a verificacdo da
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existéncia de nectarios foram utilizadas tiras para detec¢do de glicose nas amostras de
secrecao.
Os estudos anatdmicos foram realizados em material fixado em solugdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas e conservados em etanol 70% (Jensen, 1962).
Apos desidratacdo em série etilica e inclusdo a frio (Paiva et al, 2011) em 2-
hidroxietil-metacrilato (Leica®), o material foi seccionado em micrétomo rotativo com

cerca de 7um de espessura, obtendo-se sec¢des transversais e longitudinais. As seccdes

foram coradas com Azul de Toluidina a 0,05% em tampao acetato pH 4,7 (O’Brien et al.,
1964, modificado) ¢ montadas em Entellan”.

Testes histoquimicos foram realizados em sec¢des a mao livre de amostras fixadas
reidratadas e também em material fixado e incluido. Para identificar polissacarideos 4cidos
e pectinas, utilizou-se vermelho de ruténio (Jensen, 1962); para evidenciar lignina,
floroglucinol em meio acido (Sass, 1951); Sudan IV, para a localizacdo de substancias
lipidicas (Johansen, 1940); lugol, para a deteccdo de amido (Johansen, 1940); cloreto
férrico, acrescido de carbonato de sodio, para verificar a ocorréncia de compostos fendlicos
(Johansen, 1940); e, para localizar proteinas, foi utilizado azul mercurio de bromofenol
(Mazia et al., 1953).

O laminario preparado foi analisado e as imagens obtidas em microscopio Zeiss
Axioskop 40 com camara digital acoplada.

Para microscopia eletronica de transmissdo foram coletadas amostras em regioes
pré-definidas pelos estudos em microscopia de luz. Para acompanhar possiveis alteragdes
estruturais ao longo do periodo de antese, amostras foram obtidas em trés momentos deste
processo, a saber: (1) na pré-antese, cerca de doze horas antes da abertura das pétalas; (2)
no inicio da fase pistilada, caracterizada pelo forte odor adocicado e estigmas receptivos e,
(3) no inicio da fase estaminada, quando ocorre a abscisdo dos estames e a liberagdo do
poélen. As amostras foram fixadas em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24
horas, pds-fixadas em tetréxido de 6smio (1% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2) e
processadas segundo métodos usuais (Roland, 1978). As sec¢des ultrafinas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em microscépio
eletronico de transmissdo Tecnai G2-Spirit (Philips/FEI Company, Eindhoven,
Netherlands) 80 KV.

Para observagdo ao microscopio eletronico de varredura, as amostras foram fixadas

em glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH 7,2), desidratadas em série etilica,
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submetidas a secagem ao ponto critico, coladas em suportes de aluminio e metalizadas com
ouro (Robards, 1978). As amostras foram, entdo, examinadas ao microscopio eletronico de

varredura Fei Company Quanta 200 (FEI Company, Eindhoven, Netherlands).

Resultados
Morfologia e aspectos estruturais

As flores de X. aromatica sao hermafroditas, eretas e trimeras, formadas por trés
sépalas e dois verticilos de trés pétalas cada. As trés pétalas internas sdo livres, mas
justapostas na base, avermelhadas na regido proximal e brancas nas regides mediano-distal.
Elas apresentam, na regido proximal, uma curvatura que forma a camara de polinizagao;
esta camara ¢ pequena, formada apenas pela base das pétalas internas e parcialmente
fechada, pois existe uma abertura apical e aberturas laterais, por entre as pétalas. Na por¢ao
interna desta camara, cuja epiderme ¢ secretora, observou-se a secre¢do de néctar,
caracterizando um nectario floral (NF). O néctar ¢ viscoso e ndo muito abundante, sendo
consumido por tripes (Thysanoptera).

As pétalas internas apresentam grandes diferencas anatOomicas entre as regides
proximal (Figs. 1A-E), que corresponde a camara de poliniza¢do, e mediano-distal (Figs.
1A, F). Na camara de poliniza¢do, a epiderme na face adaxial ¢ diferenciada em duas
regides: basal e mediano-apical.

Na camara de polinizagdo, a regido basal ¢ composta por células cuboides a
levemente alongadas no sentido anticlinal (Fig. 1C), recoberta por cuticula evidente, com
tricomas tectores de extremidade arredondada, paredes espessas e lignificadas, e sem
estomatos. Na regido mediano-apical da camara, onde se observa a secre¢do de néctar, a
epiderme apresenta células alongadas dispostas em palicada, de paredes delgadas,
citoplasma denso e nucleos evidentes (Fig. 1D). Observa-se ainda que, na regido do
nectdrio, a epiderme ¢ desprovida de estdmatos, além de atuar na unido das pétalas
internas, a semelhanga do ziper (Fig. 1E), possibilitando a formagdo da camara de
polinizagdo, que fornece abrigo, protecdo e alimento aos polinizadores. As células
epidérmicas, dispostas em palicada, apresentam dilatacdo na porcdo distal, sendo
revestidas por cuticula lisa e bem aderida, ndo tendo sido observada a presenca de poros ou
rupturas cuticulares (Fig. 1G).

Na regido do nectdrio, o mesofilo das pétalas internas, que constitui o tecido
subglandular, ¢ parenquimatico, com células de formatos e tamanhos variados,

entremeadas por idioblastos fen6licos com conteudo amorfo ou particulado (Figs. 1D-E).
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A vascularizagdo ¢ feita por feixes vasculares colaterais abertos, os quais ndo emitem
tracos em direcdo as células secretoras da regido do nectario.

Na regido mediano-distal das pétalas internas, em ambas as faces, a epiderme
apresenta cé¢lulas cuboides a papilosas com citoplasma mais denso proximo a face
periclinal externa da parede (Fig. 1F), entremeadas por idioblastos fendlicos e tricomas
tectores simples de paredes espessas e lignificadas, ndo sendo observados estomatos (Fig.

1H).

Aspectos ultraestruturais do Nectario

Na fase caracterizada como pré-antese, a epiderme secretora apresenta células de
citoplasma denso, no qual predominam mitocdndrias, plastidios e dictiossomos (Figs. 2A-
C). O nucleo ¢ volumoso (Fig. 2A) e, geralmente, ocorre um unico vacuolo, no qual se
observa acumulo de material fibrilar (Figs. 2A-B). A membrana plasmatica ¢ sinuosa,
formando um espago periplasmatico conspicuo, no qual se observam indicios de acimulo
de secrecao (Figs. 2D-E). As mitocondrias sdo numerosas, globoides a ovaladas e
apresentam cristas desenvolvidas (Figs. 2C, E). Os plastidios s3o ovalados ou globoides e
apresentam graos de amido que ocupam grande parte do volume destas organelas (Figs.
2B-C). Os dictiossomos apresentam de cinco a sete cisternas e sdo encontrados em grande
numero (Figs. 2D-E). Observam-se goticulas de oleo (Fig. 2D) dispersas no citosol. O
reticulo endoplasmatico ¢ pouco desenvolvido.

Assim que os estigmas tornam-se receptivos, inicia-se a fase pistilada da antese, na
qual ocorre a liberagdo do néctar. As células mantém as caracteristicas descritas na fase
anterior (Figs. 3 A-C), com destaque para a intensas alteragdes estruturais dos plastidios e
graos de amido. Os plastidios apresentam estroma rarefeito ou indistinto (Fig. 3A).
Observa-se reducao de densidade nos graos de amido, os quais se tornam indistintos em
alguns plastidios, dando origem a material particulado similar ao observado no interior de
vacuolos (Figs. 3A-B) e maior acumulo de material no espago periplasmatico. Observa-se
um grande vacuolo central, no qual hd acimulo de material fibrilar (Figs. 3C-E). As
mitocondrias e os dictiossomos sdo abundantes e mantém as caracteristicas observadas na
fase de pré-antese (Fig. 3C). Observam-se poucas goticulas de 6leo (Fig. 3E) dispersas no
citosol. H4 indicios de acumulo do néctar no espago subcuticular e liberacdo deste pela
ruptura da cuticula (Figs. 3D-E). O néctar é viscoso e pouco volumoso, suficiente apenas

para tornar imida a superficie do nectério.
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A fase estaminada tem inicio com a liberagdo do polen. Nesta fase, o nectario
apresenta células da epiderme secretora com citoplasma rico em organelas (Figs. 4A-B).
Mitocdndrias, plastidios e dictiossomos persistem como organelas mais representativas,
entretanto, observa-se, em algumas células, expressivo aumento do reticulo
endoplasmatico liso (Fig. 4C). Cabe ressaltar, ainda, o elevado nimero de vesiculas e a
fusdo destas gerando microvacuolos e vacliolos maiores, os quais se apresentam repletos
de material floculado (Fig. 4D). Nesta fase, os plastidios sdo pouco numerosos e
apresentam sistema de endomembrana inconspicuo e estroma elétron-denso, sem indicios
da presenca de amido ou outro material de reserva. Apos essa fase, ocorre a abscisdo das
pétalas.

As células parenquimaticas do mesofilo, na regido do nectario, apresentam um
amplo vactiolo central que armazena substancias fendlicas, o restante do citoplasma fica
restrito a uma estreita faixa periférica com poucas organelas, dentre as quais se destacam
plastidios com graos de amido (Fig. 4E). Estas células constituem o tecido subglandular e
ndo mostram altera¢des relevantes desde a fase pré-antese, salvo a hidrolise gradual do

amido ao longo da fase secretora.

Discussiao

As flores de X. aromatica apresentam caracteristicas morfologicas tipicas da
familia, como perianto trimero formado por trés sépalas e dois verticilos de trés pétalas
cada, androceu constituido por numerosos estames e gineceu dialicarpelar com numerosos
carpelos (Heusden, 1992; Judd et al., 2008). No entanto, a presen¢a de nectario em flores
de Annonaceae foi apenas citada por Endress (1994) para a familia e por Silberbauer-
Gottsberger et al. (2003) para algumas espécies polinizadas por moscas, mas nunca foi
relatado para Xylopia e nem descrito estrutural e ultraestruturalmente, sendo este um dado
inédito.

De acordo com Simpson e Neff (1981), recompensas florais sdo componentes
florais utilizados por animais que, por causa disso, visitam varias vezes as flores, podendo
entdo poliniza-las. Dentre as recompensas florais, polen e néctar sdo as principais
recompensas primdrias (Faegri e Pijl, 1979; Simpson e Neff, 1981). O néctar ¢ um
elemento importante na manutencdo da relagdo planta-polinizador, sendo a principal
recompensa floral aos polinizadores (Faegri e Pijl, 1979).

Em Annonaceae, o tamanho da camara de polinizag¢do, a coloragdo das flores e o

sistema de recompensa atuam selecionando os insetos que sdo atraidos e que, efetivamente,
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conseguem entrar em suas flores; estes também precisam ser considerados na evolugdo da
polinizacdo do grupo (Gottsberger, 1994; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006).

Em X aromatica, tripes (Thysanoptera) sdo os principais polinizadores
(Gottsberger, 1970, 1994; Webber, 1996; Silberbauer-Gottsberger et al., 2003; Gottsberger
e Silberbauer-Gottsberger, 2006). Tripes frequentemente ingerem o néctar e sugam o
conteudo do polen deixando apenas a parede deste (Kirk, 1984) e, segundo Endress (1994),
poucas sdo as plantas que apresentam tripes como polinizadores, e estas, geralmente,
apresentam flores com estreitas aberturas em dire¢do ao centro da flor, numerosos estames
compactamente arranjados, coloragdo branca e recompensas como pdlen e néctar, todas
caracteristicas também encontradas nas flores de X. aromatica.

A morfologia e a anatomia de nectarios tém sido descritas para varios grupos de
plantas (Fahn, 1979) e, de modo geral, nectarios consistem de epiderme modificada, com
ou sem tricomas, e parénquima especializado para a sintese, acumulagdo e liberagdo do
néctar (Fahn, 1979, 1988; Paiva ¢ Machado, 2008).

A presenca de citoplasma denso, nicleo volumoso, numerosas mitocondrias,
dictiossomos, ribossomos e plastidios com grdos de amido nas células secretoras do
nectario de X. aromatica, sdo caracteristicas comuns aos tecidos produtores de néctar
previamente descritos (Fahn, 1979, 1988; Wist e Davis, 2006; Paiva e Machado, 2008).

Precedendo a secre¢do, a quantidade de amido ¢ grande e observa-se um
subsequente declinio, devido a hidrolise deste, com a liberagdo do néctar em X. aromatica,
0 que ocorre na maioria dos nectarios florais ja estudados (Fahn, 1988; Paiva e Machado,
2008). A presenca de numerosos plastidios contendo amido e da grande quantidade de
mitocondrias no momento da secrecdo sdo evidéncias de secrecdo écrina (Zer e Fahn,
1992; Paiva e Machado, 2008).

As alteragdes estruturais que ocorrem nos plastidios, bem como a fusdo destas
organelas e a aparente conversdo em vactolos também constituem caracteristica comum da
dindmica plastidial em diversos nectarios, conforme relatado por Paiva e Machado (2008).

A presenca de um grande nimero de células com acimulo de compostos fenolicos
no tecido interno ao nectério de X. aromatica pode ser um prote¢do contra a herbivoria.
Segundo Taiz e Zeiger (2004), compostos fendlicos agem como repelentes alimentares a
uma grande variedade de animais e muitos herbivoros tém significativa redu¢do de seu
crescimento e sobrevivéncia quando sdo adicionados fendlicos em suas dietas.

De acordo com Fahn (1979, 1988), o néctar consiste principalmente de acucares,

mas pode conter outras substancias. Os aglicares mais comuns sdo sacarose, frutose e
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glicose, mas pode ocorrer mucilagem, proteinas, aminoacidos, lipidios, dcidos organicos,
acido ascorbico, ions minerais, fosfatos e alcaloides. Para Faegri e Pijl (1979), o néctar ndo
¢ uma pura solucdo de carboidratos, pois também se pode encontrar variaveis proporgdes
de aminoacidos e lipidios.

Geralmente, a concentragdo de agucares no néctar fica entre 25 e 75 %, variando
também a proporcdo de glicose, frutose e sacarose. Essa variacdo parece ndo estar
correlacionada com as diferentes classes de polinizadores, mas, por outro lado, a
quantidade de néctar produzido (Faegri e Pijl, 1979). Baixa concentragdo de agucar
significa menos energia disponivel no néctar, no entanto, o néctar também pode fornecer
agua aos animais visitantes.

Em X. aromatica, a coloragdo branca das pétalas, a presenca do nectario e a
liberagdo de odor forte e adocicado, efetivamente atraem os Thysanoptera até as flores. No
primeiro dia da antese, eles alimentam-se do néctar e, no segundo dia, além desta
recompensa, ha também o pdlen. Segundo Saunders (2010), o néctar seria uma alternativa
ao doce e pegajoso exsudado estigmdtico da maioria das flores de Annonaceae durante a
fase pistilada.

De acordo com Ananthakrishnan (1982), a efetiva poliniza¢ao realizada por tripes
depende do tempo de florescimento, da quantidade de recompensas florais (pdlen e néctar)
e da facilidade de acesso as flores e as recompensas. Em X. aromatica, o nectario esta
localizado na regido das pétalas internas, onde elas aproximam-se dos estigmas, o que
garante que o inseto, ao ser levado até o nectério para se alimentar, toque os estigmas e os
polinize, caso estejam carregando pdlen de outra flor.

Por fim, nectarios sdo estruturas importantes para que o processo de polinizacao
ocorra e mais estudos florais em Annonaceae devem ser realizados para verificar a
existéncia de nectarios em outras espécies. E possivel que a presenca de um abundante
exsudado estigmatico confunda o observador quanto a presenca ou auséncia de nectarios

florais em suas flores, dificultando e subestimando o registro de sua ocorréncia.
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Fig. 1. Organizacdo estrutural das pétalas internas das flores de Xylopia aromatica. A.
Diagrama mostrando pétala em sec¢do longitudinal. Os nimeros indicam a posi¢do
mostrada nas imagens B (nimeros 1 a 3) e F (nimero 4). B. Seccdo longitudinal da regido
proximal, correspondente a camara de polinizacdo; notar, na por¢do mediano-apical,
epiderme com células de citoplasma denso que compdem o nectario floral. C. Regido
proximal da cdmara de polinizagdo (nimero 1); observam-se tricomas tectores. D. Nectario
(mimero 2); notar epiderme formada por células dispostas em palicada. E. Detalhe da unido
entre as pétalas internas a semelhanga do ziper. F. Regido mediano-distal da pétala interna
(mimero 4); notar células papilosas com citoplasma mais denso proximo a parede periclinal
externa. G-H. Respectivamente, vista frontal da regido do nectario, e da regido mediano-
distal da pétala interna. (if: idioblasto fendlico; tt: tricoma tector).



Fig. 2. Organiza¢ao ultraestrutural da epiderme secretora do nectario floral na pré-antese.
A. Célula secretora exibindo nucleo volumoso e citoplasma rico em organelas, sobretudo
plastidios e mitocondrias. B. Detalhe de célula secretora com plastidios e graos de amido.
C. Detalhe da célula secretora, mostrando o elevado nimero de mitocdndrias associadas
aos plastidios. D. Citoplasma com dictiossomos, gotas de 6leo e reticulo endoplasmatico.
E. Detalhe da célula evidenciando mitocondrias e dictiossomo. (di: dictiossomo; mi:
mitocondria; nu: nicleo; ol: dleo; pl: plastidio; st: amido; va: vacuolo).
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Fig. 3. Organizacdo ultraestrutural da epiderme secretora do nectéario floral na fase
pistilada da antese. A-B. Detalhes da célula secretora com plastidios de graos de amido;
notar as alteracdes estruturais nestes. C. Citoplasma com mitocondrias e dictiossomos. D.
Detalhe da célula secretora, mostrando o acimulo do néctar no espago subcuticular e no
interior de vacuolos. E. Detalhe da célula secretora, evidenciando a regido de ruptura da
cuticula (seta). (di: dictiossomo; mi: mitocondria; pl: plastidio; ss: espago subcuticular; va:
vacuolo).
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Fig. 4. Organizacdo ultraestrutural da epiderme secretora do nectéario floral na fase
estaminada da antese. A. Célula secretora evidenciando o acimulo de néctar no interior de
vacuolos. B. Célula secretora exibindo nticleo volumoso e citoplasma rico em organelas.
C. Detalhe evidenciando um expressivo aumento do reticulo endoplasmatico liso. D.
Detalhe da célula secretora, mostrando o elevado nimero de vesiculas e a fusdo destas
(seta) gerando microvacuolos e vacuolos maiores. E. Célula parenquimatica adjacente a
epiderme secretora; notar presenca de graos de amido com sinais de hidrolise e vacuolo
central com substancias fenolicas. (nu: nucleo; pl: plastidio; re: reticulo endoplasmatico
liso; st: amido; va: vacuolo).
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Resumo

A morfologia do pdlen ¢ muito estudada em Annonaceae, sendo relevante para o
entendimento de relagdes filogenéticas, no entanto, informagdes sobre a ontogénese
polinica sdo escassas. Considerada esta importancia, este trabalho objetivou caracterizar a
microsporogénese ¢ microgametogénese de Annona coriacea, A. crassiflora, A. dioica, A.
emarginata, Duguetia furfuracea, Guatteria australis e Xylopia aromatica, espécies tipicas
do Cerrado. Para tanto, anteras em diversas fases foram coletadas e processadas
usualmente. Em todas as espécies, a antera ¢ biteca, tetrasporangiada e extrorsa. A
formacdo da parede da antera ¢ do tipo basico, com epiderme uniestratificada, endotécio
com espessamentos parietais filiformes, duas camadas medianas e o tapete varidvel,
ameboide em A. emarginata e D. furfuracea, e glandular nas demais. Septos
individualizam as células arquesporiais em A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica e X.
aromatica, sendo parenquimaticos nesta ultima e tapetais nas outras. As camadas medianas
sdo parcialmente reabsorvidas e o tapete completamente consumido durante a ontogénese.
Formam-se varios microsporocitos por esporangio, com paredes delgadas, citoplasma
denso e nucleo volumoso. Inicia-se a meiose, formando diades (meiose I) e tétrades
isobilaterais e/ou tetraédricas (meiose II). A meiose € sucessiva, exceto em X. aromatica
que exibe o padrdo simultaneo. Apds a diferenciacdo dos microsporos, ocorre mitose,
formando a célula vegetativa, maior e mais vacuolada, e a célula generativa, menor,
fusiforme e periférica. A célula generativa ¢, entdo, englobada pela vegetativa, deslocando-
se até proximo de seu niicleo. Simultaneamente, diferencia-se a parede do grao de pdlen,
constituida por intina e exina evidentes. O polen ¢ liberado por deiscéncia longitudinal,
agrupado em tétrades em A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica e X. aromatica, e disposto
em monades nas outras espécies. Este trabalho reforca que caracteres estruturais e
ontogenéticos do pélen podem fornecer significativa contribuicdo a sistematica e filogenia
de Annonaceae e a compreensdo de seu sfatus entre as Angiospermas basais. Chama a
atengdo que anteras septadas relacionam-se a formagdo de poélen composto e, dentre as
Annona estudadas, A. emarginata é a mais distinta.

Palavras-chave: microsporogénese simultdnea, microsporogénese sucessiva, antera
septada, tapete.

Introduciao

Annonaceae ¢ a maior familia basal de Angiosperma (Doyle et al. 2004; Doyle e Le
Thomas 2012) e inclui aproximadamente 135 géneros e 2.500 espécies, com distribuicao
predominantemente tropical (Doyle et al. 2004). A maioria das espécies apresenta flores
hermafroditas e protoginicas, com receptiaculo plano ou hemisférico (Heusden 1992;
Ribeiro et al. 1999; Judd et al. 2008). O androceu ¢ formado por numerosos estames com

filetes curtos ou ausentes, raramente diferenciados do conectivo, podendo também ocorrer
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estaminodios (Heusden 1992; Simpson 2006; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006;
Judd et al. 2008).

Anteras tetrasporangiadas e ndo septadas sdo as mais comumente encontradas
dentre as Angiospermas, mas, em Annonaceae, também ocorrem anteras septadas com as
células arquesporiais individualizadas por septos estéreis, formados pelo tapete ou por este
e pelas camadas medianas (Johri et al. 1992; Tsou e Johnson 2003).

Também se observa grande diversidade no desenvolvimento e na formagdo do
pélen nesta familia, que pode ser liberado na forma de monades, tétrades ou poliades, com
diferentes mecanismos de coesdo entre os graos (Heusden 1992; Tsou e Fu 2002, 2007).

A morfologia do pdlen tem sido extensivamente estudada em Annonaceae (Walker
1971a; Le Thomas 1980, 1981; Waha e Morawetz 1988) e a palinologia ¢ considerada
significativa para o entendimento de relagdes filogenéticas na familia (Doyle et al. 2004;
Doyle e Le Thomas 1997, 2012). No entanto, considerando a grande variabilidade
existente, as informagdes sobre ontogenia do polen ainda sao escassas (Waha 1985, 1987;
Waha e Hesse 1988; Gabarayeva 1995; Tsou e Fu 2002, 2007; Lora et al. 2009a) e as
interpretacdes referentes a muitos aspectos evolutivos sdo hipotéticas ou carecem de forte
suporte.

Como ¢ comum em grandes familias de Angiospermas, existem ainda muitas
controvérsias taxonomicas e filogenéticas em Annonaceae. Dada a grande diversidade
estrutural floral na familia, ¢ de se esperar que a ampliagdo dos estudos embriolégicos,
ainda tdo escassos, possa ajudar a solucionar diversas dessas questdes.

Assim, este trabalho objetivou descrever a estrutura da antera e os processos de
microsporogénese € microgametogénese em sete espécies de Annonaceae, tipicas do
Cerrado, pertencentes a quatro dos maiores géneros da familia, a fim de reconhecer
padrdes e indicar potenciais diferencas que contribuam para novas analises taxonomicas e

filogenéticas da familia.

Material e Métodos

Foram coletadas anteras de botdes florais e flores em antese de Annona coriacea
Mart., A. crassiflora Mart., A. dioica A. St.-Hil., A. emarginata (Schltdl.) H.Rainer,
Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Saff., Guatteria australis A. St.-Hil. e Xylopia aromatica
(Lam.) Mart. em fragmentos de Cerrado nas proximidades do municipio de Botucatu,
estado de Sao Paulo, Brasil (entre 22°41°28,55”S a 22°58°28,67”S e 48°16°43,83”W a
48°30°23,46”W). Ramos férteis foram herborizados e incluidos no Herbario BHCB do
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Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG, Belo Horizonte,
Minas Gerais, sob os seguintes nimeros de registro e do coletor: A. coriacea (154419,
Galastri, N.A. 8), A. crassiflora (154417, Galastri, N.A. 6), A. dioica com flores
estaminadas (154422, Galastri, N.A. 11), A. dioica com flores hermafroditas (154423,
Galastri, N.A. 12), A. emarginata (154421, Galastri, N.A. 10), D. furfuracea (154424,
Galastri, N.A. 13), G. australis (154420, Galastri, N.A. 9) e X aromatica (154418,
Galastri, N.A. 7).

O material foi fixado em solugdo de formalina-acido acético-etanol 50% (Johansen
1940) por 48 horas, conservado em etanol 70% (Jensen 1962) e desidratado em série etilica
com posterior inclusdo a frio (Paiva et al. 2011) em 2-hidroxietil-metacrilato (Leica™). A
seccdo do material foi realizada em micrétomo rotativo com cerca de 7um de espessura,
obtendo-se séries transversais e longitudinais. As sec¢des foram, entdo, coradas com Azul
de Toluidina a 0,05% em tampdo acetato pH 4,7 (O’Brien et al. 1964, modificado) e
montadas em Entellan®.

Testes histoquimicos foram realizados em material fixado e incluido. Para
identificar polissacarideos 4cidos e pectinas, utilizou-se vermelho de ruténio (Jensen
1962); para evidenciar lignina, floroglucinol em meio acido (Sass 1951); para a localizagao
de substancias lipidicas, Sudan IV (Johansen 1940); para a detec¢do de amido, lugol
(Johansen 1940); para verificar a ocorréncia de compostos fendlicos, cloreto férrico
acrescido de carbonato de sodio (Johansen 1940); para localizar proteinas, foi utilizado
azul mercurio de bromofenol (Mazia et al. 1953).

O laminario preparado foi analisado, e as imagens obtidas em microscopio Zeiss

Axioskop 40 com camara digital acoplada.

Resultados
Estrutura da antera

A antera de todas as espécies € biteca, tetrasporangiada (Fig. 1A) e extrorsa.

A formacao da parede da antera ¢ do tipo basico, em que a camada mediana externa
e o endotécio t€ém a mesma origem, bem como a camada mediana interna e o tapete
originam-se em comum (Fig. 1B). A epiderme ¢ uniestratificada de células
tangencialmente alongadas, vacuoladas e com nucleos evidentes (Fig. 1C). O endotécio
apresenta células radialmente alongadas com paredes de espessamentos filiformes
arqueados e lignificados (Fig. 1C-D), exceto sob o estomio. As duas camadas medianas sdo

formadas por células tangencialmente alongadas, vacuoladas e com nucleos evidentes (Fig.
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1C). O tapete ¢ ameboide (Fig. 1E), de células de citoplasma denso e nicleos evidentes em
A. emarginata e D. furfuracea, e glandular (Fig. 1F-G), de células cuboides de paredes
delgadas, citoplasma denso e nucleos evidentes em A. coriacea, A. dioica. A. crassiflora,
X. aromatica e G. australis.

As anteras de A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica e X. aromatica apresentam
septos que individualizam as células arquesporiais, sendo parenquimaticos em X.
aromatica (Fig. 1F), e apenas tapetais nas outras espécies (Fig. 1G). Duguetia furfuracea,
G. australis e A. emarginata apresentam anteras asseptadas (Fig. 1H).

Durante a microsporogénese € a microgametogénese, as camadas medianas sdo
parcialmente consumidas e o tapete ¢ completamente reabsorvido (Fig. 11).

Em meio ao tapete de 4. emarginata e, posteriormente, entre seus graos de polen,
observam-se drusas (Fig. 1D). Com excecdo de A. emarginata, nas demais espécies,as
paredes das células tapetais sdo digeridas e forma-se um periplasmodio ou sincicio (Fig.
1J), que ¢ completamente consumido até o final do desenvolvimento do polen.

Devido a completa reabsorcao do tapete ao longo do desenvolvimento do grao de
polen de A. crassiflora, A. coriacea e A. dioica, os septos das anteras desintegram-se
completamente, pois sua origem ¢ exclusivamente tapetal (Fig. 1K). J4 em X. aromatica,
como os septos sdo formados por varias camadas além do tapete, eles mantém-se até a

deiscéncia da antera (Fig. 1L).

Microsporogénese

Em anteras muito jovens, contidas em botdes florais, as células do tecido
esporogénico dividem-se e originam varios microsporocitos, arranjados em uma unica
fileira no sentido longitudinal da antera, os quais apresentam paredes delgadas, citoplasma
denso e nucleo volumoso, sendo bem diversos das células dos estratos parietais (Fig. 2A-
B).

Nas espécies de anteras septadas, os microsporocitos sdo individualizados pelo
tapete em A. coriacea, A. crassiflora e A. dioica (Fig. 2B), ou pelo tapete e pelas camadas
medianas em X. aromatica (Fig. 2C).

Uma camada de calose ¢ depositada ao redor de cada microsporocito (Fig. 2C), que
entdo inicia a meiose, formando, inicialmente, uma diade na meiose I (Fig. 2D-F) e,
posteriormente, uma tétrade na meiose II (Fig. 2G-K). Ocorrem tétrades isobilaterais e
tetraédricas em A. crassiflora, A. coriacea, A. dioica (Fig. 2H) e X. aromatica, e apenas

isobilaterais em A. emarginata (Fig. 2J), D. furfuracea (Fig. 21) e G. australis. Com
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excecdo de X. aromatica, que apresenta meiose simultanea (Fig. 2K), as outras espécies
estudadas apresentam meiose sucessiva, com formagdo de parede individualizando os
microsporos ao final de cada fase da divisao (Fig. 2G-J).

Em todas as espécies estudadas, durante a meiose, a diade e a tétrade formadas
permanecem envoltas pela camada de calose que envolvia o microsporocito (Fig. 2F-G, J),
de modo que os microsporos mantém-se unidos.

A tétrade formada ¢ individualizada formando ménades apenas em A. emarginata,

D. furfuracea e G. australis, permanecendo indivisa nas outras espécies.

Microgametogénese

Apds a formagdo dos microsporos, comeca a deposicdo da esporoderme,
concomitante a vacuolacdo e crescimento do grdo de polen (Fig. 2L-M). Em 4.
emarginata, primeiramente forma-se a exina e a intina (Fig. 2N) e, s6 depois € que ocorre
o crescimento do grao de pdlen.

Em A. crassiflora, A. coriacea e A. dioica, a deposi¢do da esporoderme inicia-se na
regido proximal dos microsporos (Fig. 2M). Enquanto a parede do pdlen ¢ depositada, os
graos continuam crescendo, sendo delimitados pelo revestimento de calose (Fig. 3A).
Entdo, os graos de polen sofrem rotacdo de 180°, a esporoderme passa a ser distal e ocorre
a unido da tétrade pela regido proximal (Fig. 1J, 3B-D). A seguir, substancias pécticas
depositam-se do centro para a periferia da tétrade, formando a intina (Fig. 3E-F).

Em X. aromatica, devido a esporogénese simultanea, a tétrade de microsporos nao
se separa, permanecendo unida pela regido proximal, e a deposi¢do da esporoderme
acontece apenas na porcao distal de cada grao de pdlen (Fig. 2L, 3G).

Ap6s a estruturacdo da esporoderme, inicia-se a primeira mitose (Fig. 3G). Desta
divisdo, formam-se a célula vegetativa, maior e mais vacuolada, e a célula generativa,
menor, fusiforme, localizada perifericamente (Fig. 3H-I). A célula generativa ¢, entdo,
englobada pela célula vegetativa e vai se deslocando até bem proximo do nticleo da célula
vegetativa (Fig. 3J-L).

A parede do grao de pdlen ¢ constituida por intina e exina muito distintas (Fig. 3L),
exceto em G. australis (Fig. 3M). A exina ¢ espessa e ornamentada em A. crassiflora, A.
coriacea, A. dioica e A. emarginata (Fig. 3L), delgada e ornamentada em D. furfuracea
(Fig. 3K) e espessa e lisa em X. aromatica (Fig. 1L, 3G). Em G. australis, observa-se exina

reduzida e lisa e intina espessa e evidente (Fig. 3M).
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No momento da antese o polen ¢ bicelular (Fig. 3K-M), liberado em tétrades em A.
crassiflora, A. coriacea, A. dioica (Fig. 1K) e X. aromatica (Fig. 1L), e em ménades em A.
emarginata (Fig. 3N), D. furfuracea e G. australis (Fig. 3M). O pdlen apresenta reserva
proteica em todas as espécies, € amido ndo ¢ observado somente nos graos de pdlen de G.
australis. Em X. aromatica, além da reserva de amido no polen, observam-se graos de
amido por entre os graos de polen, constituindo resquicios do tapete.

O polen de A. emarginata e D. furfuracea ¢ inaperturado (Fig. 3K). Em G.
australis, observa-se uma zona de abertura que circunda todo o grao de pdlen, ou seja, o
polen ¢ zonaperturado (Fig. 30). Nas outras espécies, onde o polen ¢ liberado em tétrades,
a regido germinativa encontra-se na juncao da tétrade, na por¢do proximal de cada grao de
pélen (Fig. 3P).

Nas sete espécies, a liberagdo do pdlen ¢ dada por deiscéncia longitudinal das
anteras. A abertura ocorre entre os esporangios de cada teca e apos sua fusdo, na regido em

que se encontram somente células de paredes delgadas, formando o estomio (Fig. 1I).

Discussiao

As espécies investigadas apresentam diferengas importantes nos processos de
microgametogénese e microsporogénese. A literatura indica a uniformidade de muitos
caracteres embriologicos em Annonaceae (Periasamy e Swamy 1961; Johri et al, 1992;
Svoma 1998; Tsou e Johnson 2003), no entanto algumas diferencas marcantes sao
encontradas e podem ser significativas para andlises taxonomicas e filogenéticas (Tabela
1).

A formacdo da parede da antera das sete espécies estudadas ¢ do tipo basico, assim
como proposto por Johri et al. (1992) para a familia.

Dentre as espécies analisadas, apenas A. emarginata, D. furfuracea ¢ G. australis
apresentam antera tetrasporangiada e asseptada, o tipo mais comum de antera encontrado
nas Angiospermas (Johri et al. 1992; Tsou e Johnson 2003). Nas outras trés espécies de
Annona e em X. aromatica, ha anteras septadas, descritas também para outras Annonaceae
(Herms 1907; Periasamy e Thangavel 1988; Heusden 1992; Johri et al. 1992; Tsou e
Johnson 2003). Segundo Tsou e Johnson (2003), as anteras septadas podem ser do tipo
tapetal (tipo T), aqui registrado em A. crassiflora, A. coriacea e A. dioica, ¢ do tipo
parenquimatico (tipo P), documentado apenas em X. aromatica.

Contrapondo-se os dados aqui apresentados e os da literatura, o tipo de septo parece

ser constante no género Xylopia. A literatura registra que, como X. aromatica, X.
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aethiopica (Lecomte 1896), X. nigricans (Periasamy e Thangavel 1988), X. arenaria e X.
parviflora (Tsou e Johnson 2003), possuem septo parenquimatico, ndo havendo descri¢ao
diversa desta. Para Annona, ¢ tipica a ocorréncia de septo tapetal, aqui observado em A.
coriacea, A. crassiflora e A. dioica, além de previamente documentado para 4. squamosa
(Juliano 1935; Periasamy e Kandasamy 1981), A. muricata (Juliano 1935), 4. glabra, A.
montana (Tsou e Fu 2002; Tsou e Johnson 2003) e 4. cherimola (Lora et al. 2009a).

Annona emarginata, contudo, apresenta anteras asseptadas, mas deve-se destacar
que a espécie foi incluida neste género apenas recentemente, a partir do trabalho de Rainer
(2007), que transferiu espécies de Rollinia para Annona em funcao de analises moleculares
de trnL, rpll6 e ITS2 (Rainer et al., dados ndo publicados). Em Rollinia, ocorrem septos
tapetais em espécies como R. mucosa (Tsou e Johnson 2003), mas também ha anteras
asseptadas como em A. emarginata. Essas observacdes indicam que o ancestral comum a
Annona e Rollinia deve apresentar septo tapetal, como ja sugerido por Tsou e Johnson
(2003). O estado asseptado das anteras de 4. emarginata pode, entdo, ser visto como uma
reversdo, que pode ser relacionada a producao de monades.

A existéncia de septos nas anteras permite maior contato entre as cé¢lulas do tapete e
as unidades polinicas (Tsou e Johnson 2003), o que resulta em nutricdo mais eficiente
durante o desenvolvimento do pdlen e, consequentemente, em maior crescimento destes
(Walker 1971a), apesar de levar a diminui¢do do nimero de células esporogénicas.

Outra analise interessante ¢ que estames septados também parecem estar associados
com a formagdo de pélen composto na familia, pois anteras septadas foram aqui relatadas
apenas em espécies que produzem tétrades (A. crassiflora, A. coriacea, A. dioica e X.
aromatica), enquanto que as espécies que formam moénades (4. emarginata, D. furfuracea
e G. australis) apresentam anteras asseptadas. Isso também foi observado por Walker
(1971a), Guinet e Le Thomas (1990) e Tsou e Johnson (2003), que consideraram a
presenca de pélen composto e antera septada como estados derivados em Annonaceae.

Outra variagdo observada neste trabalho refere-se aos microsporocitos, que
apresentam meiose simultanea em X. aromatica e sucessiva nas demais espécies. Para
Annona, a maioria das espécies tem sido descrita como tendo meiose sucessiva, com
desenvolvimento centrifugo da placa celular que divide as células-filhas (Juliano 1935;
Tsou e Fu 2002; Tsou e Johnson 2003), assim como observado para as Annona aqui
analisadas. Porém, para Xylopia, Periasamy e Thangavel (1988) e Tsou e Johnson (2003)
descreveram meiose sucessiva, o que ndo corrobora o registrado para X. aromatica, que

apresenta desenvolvimento centripeto da parede celular.
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A formagdo de tétrades de graos de pdlen ¢ comum nas Annonaceae e tem sido
descrita para muitos géneros da familia (Walker 1971a, 1971b; Le Thomas 1980, 1981;
Johri et al. 1992; Tsou e Johnson 2003; Tsou e Fu 2002, 2007). Este aspecto ¢ consistente
dentro dos géneros, e ¢ de significancia na determinacdo de relagdes filogenéticas.

Todas as Annona ja estudadas por Periasamy e Kandasamy (1981), Tsou e Johnson
(2003) e Lora et al. (2009a) apresentam poélen liberado em tétrades. Das quatro espécies de
Annona estudadas, apenas A. emarginata dispersa mdnades polinicas, o que pode ser
explicado pelo fato desta espécie até ha pouco tempo, pertencer ao género Rollinia.
Segundo Walker (1971a) e Le Thomas et al. (1992), o pdlen de Rollinia ¢é simples e
liberado individualmente; Tsou e Johnson (2003), ao estudar R. mucosa, também
confirmaram a liberagdo do pélen em mdnades, o que pode ser indicativo de que este ¢ um
estado tipico do género, que ndo corrobora a inclusdo de Rollinia em Annona.

Dentre as Xylopia ja estudadas, X. aethiopica (Lecomte 1896), X. arenaria, X.
parviflora (Tsou e Johnson 2003) e X. nigricans (Periasamy e Thangavel 1988) liberam
tétrades de graos de pdlen, assim como X. aromatica. Duguetia furfuracea apresenta graos
de poélen solitarios, assim como observado para outras Duguetia por Walker (1971a), Le
Thomas et al. (1994) e Le Thomas (2003). E Guatteria australis, assim como as espécies
de Guatteria, Guatteriopsis e Guatteriella estudadas por Walker (1971a) e Morawetz e
Waha (1985), apresentam graos de polen liberados em monades.

Da analise desses dados pode-se concluir que a liberacdo do pdlen em monades,
tétrades ou poliades ¢ uma caracteristica constante dentro de cada género tradicional de
Annonaceae. Em géneros com nova circunscricdo, a partir de andlises filogenéticas
moleculares, fazem-se necessarios estudos mais amplos sobre o desenvolvimento do polen,
caso de Annona, especialmente das espécies que pertenciam a Rollinia antes de Rainer
(2007).

Segundo Walker (1971a), a liberagdo do podlen em agregados pode aumentar a
eficiéncia da polinizagdo, pois mais grdos de polen sdo transferidos por um tnico
polinizador. Outro beneficio da dispersdo polinica em grupos ¢ a protecdo contra a
desidratacdo e a entrada de patdgenos através das finas paredes da abertura dos poros do
polen.

Comparativamente, poucos estudos tém focado na coesdo entre os graos de polen
da tétrade em Annonaceae. Su e Saunders (2003) disseram que em Pseuduvaria, ocorre
coesdo simples entre as paredes dos grdos de pdlen, devido a redugdo da exina. Tsou e Fu

(2002, 2007) e Lora et al. (2009a) demonstraram um mecanismo envolvendo um envelope
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de calose-celulose em Annona que durante o processo de digestdo da calose, ¢ apenas
parcialmente digerido, e o remanescente da estrutura calose-celulose gradualmente se liga
a fina camada periférica de exina dos quatro microsporos. Devido a contragdo da estrutura
de calose-celulose e a expansdo dos microsporos, os quatro microsporos sofrem uma
rotacdo de 180°, resultando em uma inversdo das paredes proximal e distal e na unido dos
microsporos pelo sistema de ligagdo calose-celulose, formando uma tétrade permanente,
com a exina mais fina na parede proximal. Isso também foi aqui observado em A. coriacea,
A. crassiflora e A. dioica, indicando que pode haver um padrdo na formagdo das tétrades
do género Annona.

Um dos caracteres mais significativos na analise dos graos de pdlen € o tipo, a
posicdo e o numero de aberturas presentes. O polen de A. emarginata e D. furfuracea ¢
inaperturado, como descrito para a maioria das Annonaceae ja documentadas (Veloso e
Barth 1962; Walker 1971a; Knox 1984; Le Thomas et al. 1992, 1994; Le Thomas 2003;
Lora et al. 2009a).

Waha e Hesse (1988) propuseram a utilizagdo dos caracteres da intina para o
reconhecimento das 4reas de abertura do poélen; até entdo, eram exclusivamente
empregadas as modificacdes da exina, negligenciando as da intina. Assim, tem-se polen
com exina inaperturada, mas com intina com area que funciona como abertura, que
também foi observado por Chaowasku et al. (2008). Deste modo, fazem-se necessarios
estudos em microscopia eletronica de transmissdo para concluir se o pdlen de A.
emarginata e D. furfuracea sdo inaperturados, ou se apresentam modificacdes da intina,
pois em microscopia de luz essa analise ndo € possivel.

O polen zonaperturado descrito para G. australis, também foi descrito para outras
espécies de Guatteria e para Guatteriopsis, Guatteriella e Heteropetalum (Morawetz e
Waha 1985), mas Walker (1971a) registrou poélen dissulcado para os referidos géneros e
Veloso e Barth (1962) relataram, para G. australis, G. dusenii e G. salicifolia, polen
inaperturado.

Nas outras espécies em que o polen ¢ liberado em tétrades, o poro por onde germina
o tubo polinico encontra-se na juncao da tétrade, na regido proximal de cada grao de pdlen,
assim como descrito para outras Annonaceae (Periasamy e Swamy 1959; Walker 1971a;
Rosell et al. 1999; Gabarayeva 1993). Segundo Hesse et al. (2009), considerando-se apenas
o pdlen maduro, a abertura nas tétrades serd sempre proximal, devido a rotagcdo de 180°
que ocorre durante o desenvolvimento e coesdo entre os graos, onde o polo distal torna-se

proximal.
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Outro carater importante a se considerar ¢ a esporoderme, com exina espessa €
ornamentada em A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica e A. emarginata, reduzida e
ornamentada em D. furfuracea, espessa e lisa em X. aromatica e reduzida e lisa em G.
australis. Esses dados corroboram os de Walker (1971a), que descreveu para Annona e
Xylopia a presenga de espessa exina, para Duguetia, exina delgada, e para Guatteria, exina
altamente reduzida com intina visivel e espessa.

De acordo com Knox (1984), caracteres como o espessamento da exina,
ornamentacdo, tipo de abertura e presenga de diferentes componentes adesivos na
superficie, tém significado adaptativo. E possivel estabelecer conexdo entre a estrutura do
polen e os mecanismos de polinizagdo, pois, segundo o autor, o tipo de polinizagdo esté
relacionado com o tipo de esporoderme, que tende a ser espessa e ornamentada nas
espécies que possuem poliniza¢do por animais. Esta generalizacdo nio parece ser aplicavel
a Annonaceae, pois G. australis e X. aromatica, assim como Annona e Duguetia,
apresentam cantarofilia e, portanto, deveriam formar graos de pdlen com esporoderme
semelhante, o que ndo se observa.

Com relacdo a presenga de reservas, com excecdo de G. australis, o polen das
outras seis espécies apresenta amido. Reserva de amido no grao de pdlen s6 foi observada
anteriormente em A. cherimola (Lora et al. 2009a). Essa reserva provavelmente favorece o
crescimento do tubo polinico, além de fornecer alimento aos besouros e tripes que visitam
e polinizam as espécies de Annona, Duguetia e Xylopia estudadas. Esses insetos podem
ingerir o pélen inteiro ou, no caso dos tripes, podem apenas sugar o contetido dos graos de
polen (Saunders 2010). Reserva proteica foi encontrada no polen das sete espécies
estudadas, sendo um relato inédito para Annonaceae. Provavelmente, estas reservas
também atuam como recompensa aos insetos polinizadores.

No momento da dispersdo, o polen das sete espécies estudadas € bicelular. Segundo
Knox (1984), a maioria das Angiospermas dispersa o polen nesta condi¢do. No entanto, em
A. cherimola, Rosell et al. (1999) relataram a dispersdo de polen tricelular e Lora et al.
(2009b) observaram a liberagdo de uma mistura de graos em ambos os estados. Os estudos
de Lora et al. (2009b) mostraram que, em A. cherimola, embora tanto o pdlen bi quanto
tricelular germinem, o tricelular apresenta germinacdo mais rapida. A presenca dos dois
tipos de podlen pode ser considerada como uma estratégia para aumentar a chance de
fertilizagdo, ja que o polen bicelular tem germinacdo lenta e grande longevidade, enquanto
o polen tricelular apresenta germinagdo rapida e pequena longevidade (Rosell et al. 2006;

Lora et al. 2009D).
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Conclui-se, entdo, que a microsporogénese e microgametogénese em Annonaceae
apresentam peculiaridades marcantes que podem ser utilizadas na identificagdo de géneros
ou espécies. Guatteria australis distingue-se das espécies dos outros géneros estudados
pelo pdlen zonaperturado, com exina reduzida e intina espessa, e liberado em monades.
Xylopia aromatica apresenta meiose simultanea, anteras com septos parenquimaticos e
pblen sem ornamentagdo da exina e liberado em tétrades. Todas as Annona, com excegao
de A. emarginata, apresentam anteras com septos tapetais e pdlen liberado em tétrades com
exina espessa € ornamentada. Annona emarginata, anteriormente em Rollinia, apresenta
anteras asseptadas e pdlen liberado em modnades, diferindo amplamente do encontrado nas
outras espécies de Annona, o que ¢ um indicio que os dois géneros compartilham
caracteristicas estruturais que parecem insuficientes para corroborar sua fusdo. Na analise
da embriologia masculina, 4. emarginata assemelha-se mais a D. furfuracea, espécie que
também apresenta anteras asseptadas, pdlen inaperturado, com exina delgada, liberado em

monades.
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Tabela 1 Dados comparativos referentes a embriologia masculina dos géneros estudados de Annonaceae, disponiveis na literatura e, em

particular, neste trabalho. Os numeros indicam, no rodapé da tabela, as espécies e os trabalhos referidos; os estados em negrito sdo

compartilhados pelas espécies ja estudadas desses géneros.

Carater Annona Duguetia Guatteria Xylopia
Formacao da parede da
Basico” 7 Basico''” Basico''” Basico''”
antera
Asseptado 7
Septo Asseptado 17 Asseptado 17 Parenquimatoso & '% 417
Tapetal (%4317
_ Sucessiva "> % 17 . . Sucessiva®'”
Meiose - @ Sucessiva''” Sucessiva''” - an
imultanea imultanea
) Isobilateral ©'” ) an ) an Isobilateral '
Tipo de tétrade Isobilateral Isobilateral

Inicio da deposigdo da

exina

Revestimento de calose
Ligacdo da tétrade

Superficie Exina

Espessura da Exina

Liberagao do polen

Tetraédrica e isobilateral !

Concomitante ao crescimento do

polen 17

Antes do crescimento do polen

Prévio a meiose " * 17

Calose-celulose 7

Ornamentada: %7

Delgada @

Espessa (2.4,6,17)

Mbénade & & '1:17)

Diade ©

a7

Concomitante ao

crescimento do polen 7

Prévio 2 meiose''”

Nao relatado

Ornamentada % 217

Delgada (5,6,8,12,17)

Mbénade ¢ %217

Concomitante ao

crescimento do polen 7

Prévio 2 meiose''”
Nao relatado

Lisa ©

Delgada (5,6, 16,17)

Mbénade ¢ 117

Poliade ©

Tetraédrica e isobilateral !

Concomitante ao crescimento
do polen 7
Prévio 2 meiose''”
Simples 7
Lisa

Espessa &% !7

Reduzida ©
Nio tem exina ?
Tétrade @ 6 10-14.17

Poliade ©
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Abertura do Pélen

Pdlen na dispersio

Cristais

Reserva de amido na
célula vegetativa
Reserva de proteina na

célula vegetativa

Tipo de Tapete

Tétrade 23417

Inaperturado->%'"!7

Abertura proximal 7
Bicelular ©'”

Tricelular 1

Bi e tricelular ?

No tapete > '”

Entre os grios de polen 7

(1,17)

No pdlen

No polen 7

Glandular ">
Ameboide "7

Periplasmodio @ '*!7

Inaperturado®™ *%'>'7

Bicelular 17

Nao relatado

No pélen '”

No polen 7

Ameboide 7

Periplasmodio 7

Inaperturado®

Dissulcado ©

Zonaperturado "% '7

Bicelular 17

Nao relatado

Na3o relatado

No polen 7

Glandular 7

Nio isolados ©

Inaperturado®

Poro proximal *'”

Bicelular'®'?

Entre os grios de polen ?
gr p
No pélen '”

Entre os grios de polen @
gr p

No polen 7

Glandular %17

(1) Lora et al. (2009a), Annona cherimola; (2) Tsou e Johnson (2003), Annona glabra, A. montana, Artabotrys hexapetalus, Asimina triloba, Cananga
odorata, Cymbopetalum brasiliense, Fissistigma oldhamii, Froesiodendron amazonicum, Goniothalamus amuyon, Hornschuchea polyantha, Monodora
minor, Porcelia magnifructa, Rollinia mucosa, Xylopia arenaria, Xylopia parviflora; (3) Periasamy e Kandasamy (1981), Annona squamosa; (4) Tsou e Fu
(2002), Annona glabra e A. montana; (5) Veloso e Barth (1962), Guatteria australis, Guatteria dusenii, Guatteria salicifolia, Rollinia rugulosa, Rollinia
exalbida, Rollinia sericea, Duguetia lanceolata, Xylopia brasiliensis, Porcelia macrocarpa; (6) Walker (1971a), Guatteria, Annona, Rollinia, Xylopia,
Duguetia e outros géneros de Annonaceae; (7) Rosell et al. (1999), Annona cherimola; (8) Le Thomas et al. (1994), Duguetia furfuracea ¢ Duguetia
spixiana, Fusaea longifolia; (9) Lora et al. (2009b), Annona cherimola; (10) Periasamy e Thangavel (1988), Xylopia nigricans; (11) Le Thomas et al.
(1992), Rollinia; (12) Le Thomas (2003), Duguetia stelechantha, D. spixiana ¢ D. furfuracea; (13) Juliano (1935), Annona squamosa e A. muricata; (14)
Lecomte (1896), Xylopia aethiopica; (15) Rosell et al. (2006), Annona cherimola; (16) Morawetz ¢ Waha (1985), Guatteria, Guatteriopsis, Guatteriella e

Heteropetalum; (17) este estudo.
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Fig. 1 Estrutura da antera. Annona coriacea (G, J-K), Annona dioica (B), Annona
emarginata (A, D-E), Guatteria australis (C, H) e Xylopia aromatica (F, 1, L). Secgdes
longitudinais (C-H, J-L). Secg¢des transversais (A, B, I). A. Vista geral da antera. B-C. Detalhe
da parede da antera. D. Detalhe do endotécio; observam-se cristais (ponta de seta) por entre os
graos de polen. E. Microsporos jovens entremeados pelo tapete ameboide; observam-se
cristais (ponta de seta). F. Antera com septo parenquimatico. G. Antera com septo tapetal. H.
Antera asseptada. I. Antera pouco antes da deiscéncia, observar o estomio. J. Formagao de
periplasmédio e unido de microsporos. K. Tétrade de podlen. L. Tétrades de graos de polen
com exina espessa € lisa, separadas pelos septos parenquimaticos. (en = endotécio; ep =
epiderme; mi = microsporocito; sp = septo parenquimatico; st = septo tapetal).
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Fig. 2 Microsporogénese e microgametogénese em Annona coriacea (B, D-E), Annona
crassiflora (F, M), Annona dioica (H), Annona emarginata (J, N), Duguetia furfuracea (G, I),
Guatteria australis (A) e Xylopia aromatica (C, K-L). Sec¢des longitudinais (A-J, M-N).
Sec¢des transversais (K-L). A-B. Microsporocitos. C. Depdsito de calose ao redor de cada
microsporocito. D. Inicio da primeira fase da meiose. E-F. Primeira fase da meiose. G-H.
Formagdo de tétrades tetraédricas na segunda fase da meiose. I-J. Meiose sucessiva com
formagdo de tétrades isobilaterais ao final da segunda fase da meiose. K. Meiose simultanea.
L. Tétrade de microsporos com inicio do deposito de exina na por¢ao distal destes (ponta de
seta). M. Microsporos com inicio do depdsito de exina em sua por¢do proximal (ponta de
seta). N. Microsporos com exina ja bem espessa; observam-se cristais (ponta de seta) no
tapete ameboide. (mi = microsporocito; st = septo tapetal; ta = tapete).
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Fig. 3 Microgametogénese e grao de poélen de Annona coriacea (A, F), Annona crassiflora
(J), Annona dioica (B-E, L, P), Annona emarginata (H, N), Duguetia furfuracea (K),
Guatteria australis (M, O) e Xylopia aromatica (G, 1). Secgdes longitudinais (A, F-P).
Seccdes transversais (B-E). A. Microsporos em crescimento e formag¢do da exina na regido
proximal destes. B-C. Rotacdo de 180° dos microsporos. D. Unido dos microsporos da
tétrade. E-F. Formac¢ao da intina. G-I. Primeira mitose, com formagdo da célula vegetativa e
da célula generativa. J. Englobamento da célula generativa pela célula vegetativa. K.
Aproximacdo entre a célula generativa e o nicleo da célula vegetativa; ao redor dos graos de
poélen observam-se resquicios do tapete. L. Detalhe do polen, com intina evidente e exina
espessa ¢ ornamentada. M. Polen com exina lisa e reduzida. N. Monades. O. Pdélen
zonaperturado. P. Regido de abertura de tétrade de pdlen.
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Resumo

(Megasporogénese e megagametogénese em espécies de Annonaceae). Incluida em
Magnoliales, Annonaceae ¢ a maior familia dentre as Angiospermas basais e conta com
relativamente poucos dados sobre a embriologia feminina. Neste trabalho, sdo descritas a
megasporogénese e a megagametogénese de Annona coriacea, A. crassiflora, A. dioica, A.
emarginata, Duguetia furfuracea, Guatteria australis ¢ Xylopia aromatica, Annonaceae
tipicas do Cerrado, a fim de reconhecer padrdes e indicar diferengas potencialmente
relevantes para as analises taxonomicas e filogenéticas da familia. Para tanto, 6vulos de
botdes florais em diversas fases de desenvolvimento e flores em antese foram coletados e
processados convencionalmente. Os Ovulos das sete espécies sdo bitegumentados e
pericalazais. Com excecdo de D. furfuracea, que apresenta dvulo anacampilotropo, as
demais espécies possuem ovulo anatropo. Exceto X. aromatica, que apresenta varios
ovulos por capelo e placentacdo parietal, as outras espécies apresentam um o6vulo por
carpelo, raramente dois, e placentacdo basal. No inicio da formagdo do ovulo
crassinucelado, diferencia-se uma unica célula arquesporial, que se expande e constitui o
megasporocito. Esta célula passa por meiose, originando uma tétrade linear de megasporos.
Em seguida, os trés megasporos micropilares degeneram, o megasporo calazal torna-se
funcional e origina o megagametofito. Ocorrem trés mitoses sucessivas e incompletas,
originando oito nucleos, quatro no polo micropilar e quatro calazais. Segue-se a citocinese,
originando sete células: trés antipodas (calazais), o aparelho oosférico com duas sinérgides
e uma oosfera (micropilares), e a célula central, resultante da migracdo de dois niicleos
para a regido central do megagametofito. Esse desenvolvimento caracteriza o tipo
Polygonum, ocorrendo acimulo de amido em todas as espécies. As espécies investigadas
apresentam consideravel uniformidade no desenvolvimento embrioldgico feminino,

corroborando generalizagcdes encontradas na literatura.

Palavras-chave: Saco embrionario, megagametofito, 6vulo, Annona, Duguetia, Guatteria,

Xylopia.

Introduciao

Incluida em Magnoliales (APG III 2009), Annonaceae ¢ a maior familia dentre as
Angiospermas basais (Doyle et al. 2004; Doyle & Le Thomas 2012) e inclui,
aproximadamente, 135 géneros e 2.500 espécies com distribuicdo predominantemente

tropical (Doyle et al. 2004).
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A morfologia floral de Annonaceae ¢ bem conhecida. Ocorrem flores hermafroditas
e protoginicas, com receptaculo plano ou hemisférico (Heusden 1992; Ribeiro et al. 1999;
Judd et al. 2008). O gineceu ¢, geralmente, dialicarpelar e composto por trés a numerosos
carpelos, espiraladamente arranjados (Heusden 1992; Simpson 2006). O estilete pode estar
ou ndo presente, sendo ausente ou muito curto na maioria dos géneros (Heusden 1992). O
ovario ¢ supero e a placentacdo parietal ou basal, havendo de um a varios 6vulos por
carpelo (Heusden 1992; Judd ef al. 2008).

Estudos sobre a biologia reprodutiva das Angiospermas basais tém recebido maior
atengdo nos ultimos anos, pois fornecem valiosas informagdes a respeito das tendéncias
evolutivas do grupo. Para Annonaceae, ha vérios registros sobre os mecanismos
reprodutivos, mas existem relativamente poucos dados referentes a ontogenia do gineceu,
em especial sobre a embriologia feminina. Os trabalhos existentes registram oOvulos
anatropos, crassinucelados, bi ou tritegumentados, pericalazais, com megagametofito do
tipo Polygonum (Corner 1976; Heusden 1992; Svoma 1998; Johri et al. 1992); apesar da
constancia desses registros, ainda sdo escassas as espécies e géneros amostrados,
dificultando o estabelecimento de generalizacdes.

Diante disso, o presente trabalho objetivou descrever os processos de
megasporogénese ¢ megagametogénese em sete espécies de Annonaceae, tipicas do
Cerrado, pertencentes a quatro dos maiores géneros da familia, a fim de reconhecer
padrdoes e indicar potenciais diferencas que contribuam para o reconhecimento de

tendéncias evolutivas nesta familia basal das Angiospermas.

Material e Métodos

As coletas de o6vulos de botdes florais e flores em antese de sete espécies
selecionadas foram realizadas em fragmentos de Cerrado nas proximidades do municipio
de Botucatu, estado de Sado Paulo, Brasil (entre 22°41°28,55”S a 22°58°28,67’S e
48°16°43,83”W a 48°30°23,46”W). Ramos férteis das varias espécies foram herborizados e
incluidos no Herbario BHCB do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias
Biologicas, UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, sob os seguintes niimeros de
registro e coletor: Annona coriacea Mart. (154419, Galastri, N.A. 8), A. crassiflora Mart.
(154417, Galastri, N.A. 6), A. dioica A. St.-Hil.com flores estaminadas (154422, Galastri,
N.A. 11), A. dioica A. St.-Hil.com flores hermafroditas (154423, Galastri, N.A. 12), 4.
emarginata (Schltdl.) H.Rainer (154421, Galastri, N.A. 10), Duguetia furfuracea (A. St.-
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Hil.) Saff. (154424, Galastri, N.A. 13), Guatteria australis A. St.-Hil. (154420, Galastri,
N.A. 9) e Xylopia aromatica (Lam.) Mart. (154418, Galastri, N.A. 7).

A fixacdo das amostras foi feita em solucdo de formalina-acido acético-etanol 50%
(Johansen 1940) por 48 horas, a conservacdo em etanol 70% (Jensen 1962), seguindo-se
desidratacdo em série etilica e posterior inclusdo a frio (Paiva ef al. 2011) em 2-hidroxietil-
metacrilato (Leica®). Para a obtencdo de séries transversais e longitudinais, o material foi
seccionado em microtomo rotativo com cerca de 7um de espessura. As sec¢des foram,
entdo, coradas com Azul de Toluidina a 0,05% em tampao acetato pH 4,7 (O’Brien et al.
1964, modificado) e montadas em Entellan®.

Foram realizados os seguintes testes histoquimicos em material fixado e incluido:
floroglucinol em meio 4cido para evidenciar lignina (Sass 1951); sudan IV para a
localizag@o de substancias lipidicas (Johansen 1940); vermelho de ruténio para identificar
polissacarideos acidos e pectinas (Jensen 1962); lugol para detec¢do de amido (Johansen
1940); cloreto férrico, acrescido de carbonato de sodio, para verificar a ocorréncia de
compostos fendlicos (Johansen 1940); azul mercurio de bromofenol para localizar
proteinas (Mazia et al. 1953).

A andlise do lamindario e a obtengdo de imagens foram feitas em microscopio Zeiss

com camara digital Axioskop 40 acoplada.

Resultados
Estrutura do évulo

Os o6vulos das sete espécies sdo bastante homogéneos, todos bitegumentados (Fig.
1A). Com exce¢do de D. furfuracea, que apresenta 6vulo anacampilétropo (Fig. 1B), as
demais espécies possuem Ovulo anatropo (Fig. 1C). Exceto X. aromatica, que apresenta
varios ovulos por capelo (Fig. 1D) e placentacdo parietal, as outras espécies apresentam
apenas um 6vulo por carpelo, raramente dois, e placentagao basal (Fig. 1B-C).

O tegumento externo ¢ formado por cinco a sete camadas de células
aproximadamente cuboides, de paredes delgadas, citoplasma denso e niicleos bem
evidentes (Fig. 1E). O tegumento interno ¢ constituido por duas camadas de células
similares as do externo (Fig. 1E), sendo multisseriado junto ao endostomio (Fig. 1A, E). O
poro micropilar ¢ sempre constituido apenas pelo endostdomio, pois o tegumento interno
excede o externo (Fig. 1A, B, E). Em ambos os tegumentos, podem ocorrer idioblastos

fendlicos.
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Em todas as espécies, o nucelo apresenta de trés a quatro camadas de células
cuboides de paredes delgadas, citoplasma denso e nucleos bem evidentes (Fig. 1E-F),
internamente as quais se distingue a célula arquesporial (Fig. 1F), caracterizando o 6vulo
crassinucelado.

Na regido calazal, observam-se alguns poucos idioblastos fenolicos, intensa
atividade mitotica e ampla vascularizagdo (Fig. 1A-B); a calaza ¢ expandida, sendo os
ovulos pericalazais (Fig. 1 A-B). Nota-se, também, a presen¢a de hipostase diferenciada em

D. furfuracea, G. australis e X. aromatica, formada por algumas células fendlicas.

Megasporogénese

O processo de megasporogénese mostrou-se constante nas sete espécies avaliadas.
No inicio da formag¢do do 6vulo, diferencia-se uma unica célula arquesporial (Fig. 1F), que
apresenta maior tamanho e niicleo mais volumoso que as demais células nucelares.

Durante o desenvolvimento, a célula arquesporial expande-se pelo aumento de seu
vacuoma, constituindo o megasporocito (Fig. 2A). Segue-se, entdo, a meiose, sendo
possivel observar o adensamento dos cromossomos na metafase I (Fig. 2B). Como
resultado da primeira fase da meiose, ocorre divisdo no plano transversal, originando duas
células dispostas no eixo calaza-micrépila (Fig. 2C). Em seguida, ocorre a segunda fase da
meiose, na qual cada uma dessas células divide-se novamente (Fig. 2D), originando uma
tétrade linear de megasporos (Fig. 2D-F). Nesse momento, ja se verifica que o megasporo
calazal ¢ maior e mais vacuolado que os demais (Fig. 2E-F).

Sequencialmente, os trés megasporos micropilares degeneram e sdo reabsorvidos,
de modo que apenas o megasporo calazal ¢ funcional; este aumenta pela ampliagdao do

vacuoma, originando o megagametofito jovem (Fig. 2G).

Megagametogénese

Como na megasporogénese, a megagametogénese das Annonaceae estudadas
também se mostrou constante.

O nucleo unico destes megagametofitos monosporicos passa, entdo, por trés
mitoses sucessivas e incompletas. Na primeira mitose, formam-se dois nicleos e cada um
migra para um dos polos do megagametofito, mas ndo ocorre citocinese (Fig. 3A-C). Na
segunda mitose, formam-se mais dois nicleos, mantendo-se dois no polo micropilar (Fig.
3D) e dois calazais (Fig. 3E-F), ainda sem citocinese (Fig. 3D-F). Na terceira mitose,

formam-se oito nucleos, quatro no polo calazal (Fig. 3G) e quatro micropilares.
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A partir da fase octonucleada, inicia-se a citocinese no megagametofito, com a
consequente formacdo de sete células. Ocorre celularizagdo, delimitando trés niicleos no
polo calazal, diferenciando-se as antipodas (Fig. 4A), células pequenas, de paredes
delgadas, citoplasma denso e nucleo evidente, persistentes até a fecundagdo; o quarto
nucleo calazal migra para o centro do megagametofito, similar ao que ocorre também a
partir do polo micropilar (Fig. 4B). Os trés nucleos remanescentes no polo micropilar
formam o aparelho oosférico, enquanto os dois niicleos na regido equatorial do
megagametofito constituem a célula central (Fig. 4B-D), bastante vacuolada; apenas em X.
aromatica pode-se observar a fusdo dos nucleos polares compondo o nucleo secundario
(Fig. 4D).

O aparelho oosférico ¢ formado por duas sinérgides (Fig. 4E) e pela oosfera (Fig.
4B, F), que apresentam paredes delgadas e niicleos evidentes. O reconhecimento dos dois
tipos celulares micropilares pode ser feito pela posi¢do do nlcleo nas células, mais
micropilar nas sinérgides (Fig. 4E) e mais calazal na oosfera (Fig. 4B, F). O aparelho
filiforme das sinérgides ¢ pouco distinto, sendo evidente apenas em G. australis (Fig. 4G).

Esse padrao de desenvolvimento caracteriza o tipo Polygonum. Em todas as

espécies, verificou-se que o megagametofito apresenta graos de amido.

Discussiao

As Annonaceae estudadas apresentam intensa uniformidade nos processos de
megasporogénese e megagametogénese, confirmando o registrado sobre caracteres
embriologicos na familia (Periasamy & Swamy 1961; Svoma 1998). Na Tabela 1,
encontra-se a compilacdo dos dados referentes a embriologia feminina dos géneros de
Annonaceae estudados, tanto os registrados na literatura quanto no presente trabalho,
confirmando a constancia dos caracteres.

Os ovulos das sete espécies estudadas sdo bitegumentados e crassinucelados, assim
como descrito por Corner (1949; 1976) e Johri et al. (1992) para outras Annonaceae. Seis
das espécies descritas apresentam 6vulos anatropos, conferindo com o registrado na familia
até o momento (Juliano 1935; Corner 1949; 1976; Lampton 1957; Coleman 1966; Mohana
Rao 1975; 1982; Johri et al. 1992; Igersheim & Endress 1997; Svoma 1997; 1998; Lora et
al. 2010); apenas D. furfuracea apresenta dvulos anacampilotropos, registro inédito para
Annonaceae.

As espécies deste trabalho apresentam dvulos pericalazais, conforme Corner (1949;

1976), Lampton (1957), Svoma (1998) e Endress & Armstrong (2011) descreveram para as
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espécies de Annonaceae por eles estudadas, contrastando com Artabotrys hexapetalus, cujo
6vulo ndo possui pericalaza evidente (Svoma, 1997). De acordo com Corner (1949; 1976),
Lampton (1957), Mohana Rao (1975; 1979; 1982), Igersheim & Endress (1997) e Svoma
(1997; 1998), a micrdpila é formada apenas pelo endostomio, pois o tegumento interno das
Annonaceae excede o externo, como ocorre nas espécies aqui estudadas.

Em A. crassiflora, A. coriacea, A. dioica, A. emarginata, D. furfuracea e G.
australis, a placentacdo ¢ basal como descrito por Mohana Rao (1975; 1979) para
Artabotrys odoratissimus e Polyalthia longifolia, respectivamente. J4 em X. aromatica, a
placentagdo ¢ parietal, conforme relatado por Galastri (2008) para X. emarginata.
Analisando-se os dados aqui obtidos e a literatura (ver Tabela 1), nota-se relacdo direta
entre o nimero de dvulos por ovario e a placentacdo, estando a formagdo de um ou poucos
6vulos vinculada a placentacdo basal e de mais 6vulos a parietal nas Annonaceae.

Hipdstase evidente foi encontrada apenas nos 6vulos de D. furfuracea, G. australis
e X. aromatica. Nenhuma das Annona aqui estudadas possui hipdstase diferenciada em
seus ovulos. Nos ovulos de Asimina triloba (Lampton 1957) e na maioria das espécies
estudadas por Svoma (1998), exceto em Uvaria sp. € em X. malayana, observou-se
hipostase desenvolvida. Tais dados indicam que a ocorréncia e grau de diferenciacdo da
hipostase sdo variaveis na familia, mesmo ao nivel genérico, como pode ser observado em
Xylopia, e que novos estudos, abrangendo um maior niimero de géneros, sdo necessarios
para verificar a distribui¢do dos estados desse carater em Annonaceae.

Nas sete espécies estudadas, o desenvolvimento do megagametofito ¢ do tipo
Polygonum (Maheshwari 1950), conforme também descrito para as demais Annonaceae
até entdo ja estudadas (Juliano 1935; Lampton 1957; Periasamy & Swamy 1961; Coleman
1966; Johri et al. 1992; Igersheim & Endress 1997; Svoma 1997; 1998; Judd et al. 2008;
Lora et al. 2010).

No megagametofito, chama aten¢do que as antipodas das sete espécies estudadas
sdo evidentes e ndo degeneram antes da fecundacdo, o que contraria as observagdes até
entdo realizadas para outras Annonaceae por Herms (1907), Juliano (1935), Lampton
(1957) e Svoma (1997; 1998), que verificaram antipodas efémeras e que se desorganizam
precocemente.

Neste trabalho, a formacdo de nucleo secundario na célula central foi observada
apenas em X. aromatica. De acordo com Lora et al. (2010), em A. cherimola os nicleos
polares nao se fundem, concordando com o encontrado nas espécies de Annona do presente

trabalho. Em Cananga odorata e Miliusa wightiana, também nao ha fusdo dos nucleos
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polares (Periasamy & Swamy 1961). Herms (1907) e Lampton (1957) relataram que os
nucleos polares permanecem lado a lado por um longo periodo até que se fundem,
originando um nucleo secundario em Asimina triloba. O que poderia explicar o fato da
fusdo nuclear ndo ter sido observada nas outras espécies estudadas é que, segundo Svoma
(1998), a fusdo dos nucleos polares acontece, na maioria das vezes, durante a fecundagao,
processo cuja analise ndo foi objetivo deste trabalho.

Certa uniformidade nos dados embrioldégicos femininos também ¢é observada
quando se analisam os trabalhos existentes para outras familias de Angiospermas basais.
Dentro de Magnoliales, ordem que inclui Annonaceae, Degeneriaceae, Eupomatiaceae,
Himantandraceae, Magnoliaceae e Myristicaceae (APG III 2009), os 6évulos sdo anatropos,
crassinucelados e bitegumentados, o megagametofito apresenta desenvolvimento do tipo
Polygonum e a placentagdo e o nimero de 6vulos por carpelo ¢ variavel (Matsui et al.
1993; Doweld & Shevyryova 1998; Xido & Xu 2006; Xido & Yuah 2006).

As caracteristicas da embriologia feminina de Magnoliales e Winterales, até entdo
descritas, também sdo bastante homogéneas (Svoma 1998). Contudo, quando se analisam
espécies de Laurales e Piperales, nota-se intensa heterogeneidade. Em Laurales, ocorrem
6vulos anatropos (Heo ef al. 1998; Kimoto & Tobe 2001; 2003; 2008; Kimoto et al. 2006),
hemianatropos (Heo et al. 1998; 2004), anfitropos (Kimoto & Tobe 2001) e ortdtropos
(Kimoto & Tobe 2001), uni ou bitegumentados (Heo et al. 1998; 2004; Kimoto & Tobe
2001; 2003; 2008; Kimoto et al. 2006) e megagametofito do tipo Polygonum (Heo et al.
1998; 2004; Kimoto & Tobe 2001; 2003; 2008; Kimoto et al. 2006) ou Allium (Heo et al.
2004). Em Piperales, observam-se Ovulos mais homogéneos, todos ortdtropos,
crassinucelados e bitegumentados (Lei et al. 2002; Gonzadlez & Rudall 2003; Arias &
Williams 2008; Madrid & Friedman 2008; 2009; Samain et al 2010), mas o
megagametofito pode ser de diversos tipos, dentre eles Drusa (Lei et al. 2002; Arias &
Williams 2008), Penaea (Arias & Williams 2008) e Polygonum (Gonzélez & Rudall 2003;
Arias & Williams 2008; Madrid & Friedman 2008).

Neste trabalho verificou que a estrutura do o6vulo e os processos de
megasporogénese ¢ megagametogénese sdo muito constantes em Annonaceae, o que ¢
esperado quando se considera que as estruturas femininas tendem a ser mais conservativas
nas familias de Angiospermas. Quanto a Magnoliales, os dados embriolégicos femininos,
também bastante homogéneos entre as familias, reforcam que se trata de ordem bem

apoiada, compartilhando muitos aspectos estruturais.
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Tabela 1. Compilacdo referente a embriologia feminina dos géneros estudados de Annonaceae, incluindo os dados disponiveis na literatura e os

produzidos neste trabalho. Os niimeros indicam, no rodapé da tabela, os trabalhos e espécies referidos; os estados de caracteres destacados em

negrito sdo compartilhados pelos quatro géneros e, quando grifados, sdo comuns a todas as espécies ja analisadas de cada género.

Carater Annona Duguetia Guatteria Xylopia
g 5vul . (1,2,3,4,5,6) i16 (5, 6) Ana (6) Ana (2,5,6)
Tipo de 6vulo Anatropo Anacampil6tropo natropo natropo
. Crassinucelado'" > > ® . . .
Ovulo quanto ao nucelo : W Crassinucelado” © Crassinucelado' Crassinucelado® >
Tenuinucelado
Numero de tegumentos Bitegumentado® * > ¢ Bitegumentado® ® Bitegumentado'® Bitegumentado™ > ©
gu bitegumentado bitegumentado bitegumentado bitegumentado
Pericalaza Presente® > © Presente® ® Presente'® Presente® > ©
Hipostase Presente” Presente® © Presente® Presente® > ¢
p rresente rresente
Numer Ovul r , .
cal;p eeloo de 6vulos po Um® 59 Um® 9 Um © Vérios® > ©
Placentagao Basal®® Basal®® Basal © Parietal®©
Tipo de Megagametofito Polygonum™>® Polygonum'® Polygonum'® Polygonum™®
p gag rolygonum rolygonum A%4 rolygonum
R . . . .
Me:ge;;:;i?o fito Amido® > ® Amido'® Amido'® Amido® ®
. Linear'"® 6 6 Linear'®
Tipo de tétrade Linear® Linear®
P Em forma de T -2 Em forma de T @
Antioodas Persistentes'® Persistentes'® Persistentes'® Persistentes'®
P Efémeras -2 Efémeras @
, , , Nucleos polares
. Nucleos polares Nucleos polares Nucleos polares ,aeeos p &)
Célula central e - .3, 6) o e . ) o e . ) individualizados
individualizados individualizados individualizados , . (6)
Nucleo secundario
Micropila Endostomal* *> ¢ Endostomal® ¢ Endostomal® Endostomal* > ¢
p

(1) Juliano (1935), 4. squamosa e A. muricata; (2) Svoma (1998), 4. montana, X. malayana, X. aromatica e X. emarginata; (3) Lora et al. (2010), A.

cherimola; (4) Coleman (1966), Rollinia emarginata, R. mucosa, R. sericea (atualmente 4. emarginata, A. mucosa e A. sericea sensu Rainer 2007); (5)

Galastri (2008), 4. dioica, D. furfuracea e X. emarginata; (6) este trabalho, com A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica, A. emarginata, D. furfuracea, G.

australis e X. aromatica.
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Figura 1. Ovulo de Annona dioica (A, C, F), Duguetia furfuracea (B, E) e Xylopia
aromatica (D). Secgdes longitudinais (A, C-D, F). Secgdes transversais (B, E). A. Ovulo
anatropo com micropila endostomal; observar a pericalaza. B. Ovulo anacampil6tropo;
observar a pericalaza. C. Carpelo com um unico 6vulo basal. D. Ovario com varios 6vulos
de placentacio parietal. E. Detalhe dos tegumentos e do nucelo. F. Ovulo em formagio,
evidenciando célula arquesporial e nucelo multisseriado. (mi = micrépila; nu = nucelo; ov
= ovulo; pe = pericalaza; te = tegumento externo; ti = tegumento interno).
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Figura 2. Megasporogénese em Annona coriacea (C), Annona crassiflora (G), Annona
dioica (A, B, E) e Duguetia furfuracea (D, F). Sec¢des longitudinais. A. Megasporocito. B.
Inicio da primeira fase da meiose. C. Citocinese individualizando duas células-filhas na
primeira fase da meiose. D. Inicio da segunda fase da meiose. E-F. Formagao da tétrade
linear de megasporos; notar que o megasporo calazal ¢ maior que os demais, que ja
mostram sinais de morte celular em F. G. Megagametofito jovem (asterisco indica
resquicios dos megasporos reabsorvidos).
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Figura 3. Inicio da megagametogénese em Annona dioica (D-E, G), Annona emarginata
(F), Duguetia furfuracea (A-B) e Guatteria australis (C). Secgdes longitudinais. A-C.
Primeira mitose; observa-se um nucleo no polo calazal (A), um nucleo no polo micropilar
(B); em C, observar os ntcleos em ambos os polos. D-F. Segunda mitose; nota-se a
presenca de dois nicleos no polo micropilar (D) e dois no polo calazal (E-F). G. Terceira
mitose; notar os quatro nucleos do polo calazal; no polo micropilar, a imagem revela
apenas um dos quatro nicleos (ponta de seta).
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Figura 4. Fase final da megagametogénese com a formacdo do megagametofito do tipo
Polygonum em Annona coriacea (B), Annona emarginata (A), Guatteria australis (C, G) e
Xylopia aromatica (D-F). Secc¢des longitudinais. A. Antipodas. B-C. Oosfera e célula
central binucleada. D. Célula central com nticleo secundario. E. Sinérgides. F. Oosfera. G.
Sinérgides com aparelho filiforme evidente.
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RESUMO

Apesar de Annonaceae ser a nona familia mais representativa do Cerrado e os caracteres
florais ja terem sido utilizados em analises filogenéticas do grupo, ndo foram considerados
caracteres anatomicos. Assim, este trabalho objetivou avaliar a relevancia de caracteres
estruturais de flores de Annonaceae do Cerrado, utilizando métodos filogenéticos
comparativos, para inferir a respeito do potencial uso desses caracteres na compreencao da
evolugdo floral da familia. Para tanto, flores de Annona coriacea, A. crassiflora, A. dioica,
A. emarginata, Duguetia furfuracea, Guatteria australis e Xylopia aromatica foram
coletadas e processadas segundo técnicas usuais de microscopia de luz e eletronica de
varredura; foi realizada andlise de similaridade com os dados qualitativos, baseada no
agrupamento de ligacdo tinica e distdncia de Manhattan para a constru¢ao do fenograma.A
partir da listagem de 218 caracteres, analisada neste trabalho, reconhece-se que os mais
informativos provém da corola, em especial das pétalas internas. A posicdo de A.
emarginata evidencia as diferencas dessa espécie em relacdo as outras Annona, mostrando
que a inclusdo de Rollinia em Annona ndo se fundamenta com base na estrutura floral e
deveria ser revista. A analise do fenograma também aponta que, considerando-se somente
espécies do Cerrado, Xylopia estd mais proximo de Annona que Duguetia, o que nao

corrobora os trabalhos filogenéticos ja existentes.

Palavras-chave: Fenograma, corola, Annona, Rollinia, Duguetia, Guatteria, Xylopia.

INTRODUCAO

A associagdo entre polinizadores e aspectos florais especificos levou a evolugao das
sindromes de polinizagdo. Acredita-se que as estruturas relacionadas a reprodugdo estdo
sob forte pressdo de selecdo, pois atuam diretamente no sucesso reprodutivo das espécies.
No caso das plantas zodfilas, as preferéncias do polinizador representam forte pressdo de
selecdo sobre os caracteres florais, sendo a atragdo dos polinizadores € o sucesso na
transferéncia do polen os principais alvos da selecdo natural durante a evolugdo (Faegri &
Pijl, 1979).

No entanto, existem poucas evidéncias a respeito de como as estruturas florais
foram se alterando ao longo do tempo, o que dificulta a avaliacdo da dire¢do da evolucdo
dos sistemas de polinizacdo e enaltece a importancia de trabalhos morfoldgicos e
anatomicos com flores. Neste sentido, Uriarte ef al. (2010) apontaram a relevancia de se

estudarem os caracteres para explicar a estrutura de comunidades ecologicas.
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Incluida em Magnoliales (APG III, 2009), Annonaceae, a maior familia dentre as
angiospermas basais, apresenta distribui¢do predominantemente tropical e inclui,
aproximadamente, 135 géneros e 2.500 espécies (Doyle et al., 2004). Por meio de arvores
filogenéticas moleculares, Chatrou et al. (2012) sugeriram que Annonaceae deve ser
dividida em quatro clados: (1) o clado monogenérico Anaxagoreoideae; (2) o clado
Ambavioideae, com os géneros Ambavia, Cananga, Cleistopholis, Cyathocalyx, Mezzettia
e Tetrameranthus; (3) o clado Annonoideae, que abrange sete tribos (Bocageeae,
Xylopieae, Duguetiecae, Guatterieae, Annoneae, Monodoreae e Uvarieae); e (4) o clado de
Malmeoideae, também dividido em sete tribos (Piptostigmateae, Malmeeae, Maasieae,
Monocarpieae, Miliuseae, Fenerivieae e Dendrokingstonieae).

Virias chaves taxonomicas ja foram publicadas e mudangas taxondmicas a nivel
genérico tém sido realizadas, a maioria delas baseada em estudos filogenéticos
moleculares. Diversas mudancas recentes podem ser identificadas, incluindo a descrigao de
novos géneros (Couvreur et al., 2009) e a recircunscri¢gdo de géneros, como Annona que
passou a abranger Rollinia (Rainer, 2007).

No Brasil, Annonaceae compreende 29 géneros e 388 espécies (Maas et al. 2013)e
figura em nono lugar dentre as familias mais representativas do Cerrado (Mendonga et al.,
2008). Segundo Maas et al. (2001), na regido centro-leste do Brasil, que engloba o bioma
Cerrado, os géneros mais comuns de Annonaceae sdo Annona, com cerca de 28 espécies,
Duguetia, com 20 espécies, Guatteria com 41 espécies, Rollinia com 13 e Xylopia com 10
espécies.

Annonaceae desempenha importante papel ecologico em termos de diversidade de
espécies, especialmente em ecossistemas tropicais (Couvreur et al., 2012). Para
Annonaceae, ha relatos de polinizagdo por tripes, moscas, besouros e abelhas. No entanto,
no Cerrado, ha predominancia da cantarofilia, com flores robustas, grandes, inclinadas e
com forte odor de fruto em decomposi¢ao (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger, 2006).

Caracteres florais ja foram utilizados em andlises filogenéticas da familia como
morfologia e ultraestrutura do polen (Walker, 1971; Doyle & Le Thomas, 1997, 2012),
mas nao foram incluidos caracteres anatomicos, apenas morfoldgicos e ecoldgicos. Assim,
os caracteres anatomicos florais permanecem desconsiderados e sdo promissores,
especialmente em grupos com biologia floral tdo peculiar quanto Annonaceae.

Assim, este trabalho consiste em uma avaliacdo da relevancia de caracteres
anatomicos de flores de sete espécies de Annonaceae do Cerrado, associados a caracteres

morfolégicos e ecoldgico-funcionais, utilizando métodos filogenéticos comparativos para
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inferir a respeito do potencial uso desses caracteres para compreender a evolugdo floral da

familia.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas espécies de Annona, Duguetia, Guatteria e Xylopia, quatro dos
maiores géneros de Annonaceae, listados entre os mais representativos para o Cerrado
(Maas et al., 2001). Botdes florais e flores em antese de Annona coriacea Mart., A.
crassiflora Mart., A. dioica A. St.-Hil., 4. emarginata (Schltdl.) H.Rainer, Duguetia
furfuracea (A. St.-Hil.) Saft., Guatteria australis A. St.-Hil. e Xylopia aromatica (Lam.)
Mart. foram coletados em fragmentos de Cerrado nas proximidades do municipio de
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (22°41°28,55”S a 22°58°28,67”S e 48°16’43,83”W a
48°30°23,46”W). Essas espécies foram escolhidas por serem frequentes no Cerrado e por
haver espécimes em locais seguros para a realizagdo de observagdes noturnas sobre a
biologia floral. Além disso, a ecologia da polinizagdo da maioria destas espécies ¢ bem
conhecida (Gottsberger, 1989, 1994, 1999; Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger, 2006),
o que permite realizar inferéncias ecolégico-evolutivas. Os vouchers foram depositados no
BHCB sob os seguintes numeros de registro: A. coriacea (154419), A. crassiflora
(154417), A. dioica com flores estaminadas (154422), A. dioica com flores hermafroditas
(154423), A. emarginata (154421), D. furfuracea (154424), G. australis (154420) e X.
aromatica (154418).

As observacdes em campo foram realizadas em diferentes hordrios, conforme o
periodo de antese de cada espécie: noturna (entre 18 e 24 horas) para A. dioica, A. coriacea
e A. crassiflora (Gottsberger, 1989, 1994, 1999; Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger,
2006). Diurna (entre 06 e 18 horas) para X. aromatica (Gottsberger & Silberbauer-
Gottsberger, 2006) e crepuscular (entre 15 e 22 horas) para Duguetia furfuracea
(Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger, 2006; Paulino-Neto, 2009). Observagdes diurnas
e noturnas foram realizadas para 4. emarginata e G. australis porque nao ha dados sobre a
biologia floral na literatura.

Em campo foram feitas observacdes relativas a coloragdo das pecgas florais, a
presenca de odores, aos insetos visitantes, as regides florais ingeridas por eles e a
ocorréncia de termogénese, esta utilizando o Termdmetro Termopar HI 98704 K-J-T

(Hanna Instruments®).
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Os estudos anatdmicos foram realizados em material fixado em solugdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas ou em formalina-acido acético-etanol 50%
(Johansen, 1940) por 48 horas, sendo todas as amostras dos véarios verticilos florais
conservados em etanol 70% (Jensen, 1962).

O material foi desidratado em série etilica, incluido a frio (Paiva et al., 2011) em 2-
hidroxietil-metacrilato (Leica®), seccionado em micrétomo rotativo com cerca de 8um de
espessura. As secgOes transversais e longitudinais foram coradas com Azul de Toluidina a
0,05% em tampao acetato pH 4,7 (O’Brien et al., 1964, modificado) montando-se em
Entellan®. O laminario preparado foi fotografado em microscopio Zeiss Axioskop 40 com
camara digital acoplada.

Foram realizados testes histoquimicos em sec¢des a mao livre, utilizando-se
amostras fixadas reidratadas e também em material incluido. Para evidenciar lignina,
utilizou-se floroglucinol em meio acido (Sass, 1951); para a localizagdo de substancias
lipidicas, Sudan IV (Johansen, 1940); para identificar polissacarideos acidos e pectinas,
vermelho de ruténio (Jensen, 1962); para a detec¢do de amido, lugol (Johansen, 1940);
para verificar a ocorréncia de compostos fenolicos, cloreto férrico acrescido de carbonato
de so6dio (Johansen, 1940) e para localizar proteinas, azul mercurio de bromofenol (Mazia
et al., 1953). O laminario preparado foi fotografado em microscépio Zeiss Axioskop 40
com camara digital acoplada.

Para microscopia eletronica de varredura, as amostras foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% (tampao fosfato 0,1M, pH 7,2), desidratadas em série etilica,
submetidas a secagem ao ponto critico e metalizadas com ouro (Robards, 1978), sendo
examinadas ao microscopio eletronico de varredura Fei Company Quanta 200.

Para avaliar a evolucdo dos caracteres estruturais das flores da Annonaceae, foi
realizada uma analise de agrupamento com os dados qualitativos (caracteres codificados
para presenca ou auséncia). A andlise de similaridade baseou-se no agrupamento de
ligagdo tUnica e distancia de Manhattan para a construcdo do fenograma. O fenograma
representa as proximidades fenotipicas entre os taxa (Agrawal & Fishbein, 2006). Para
contrastar o fenograma com o filograma, a historia evolutiva dos faxa foi reconstruida por
meio de uma superdrvore ultramétrica com base nos sete terminais. A superavore foi
construida no Phylomatic (http:/phylodiversity.net/phylomatic/) e em seguida, as

politomias foram resolvidas com base nas filogenias disponiveis (Chatrou et al., 2012).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir das analises realizadas, foram estabelecidos 218 caracteres para as analises,
os quais se encontram listados no Anexo S1 e documentados pelas Figuras S1-S5. A

codificag¢do dos caracteres pode ser vista na Tabela S1.

Valor filogenético potencial dos caracteres florais

O peso relativo dos caracteres referentes a aspectos ecologico-funcionais da flor,
sua morfologia geral, ao cdlice, a corola (estes subdivididos em caracteres das pétalas
externas e das internas), ao androceu e ao gineceu podem ser verificados na Tabela 1.

Verifica-se que, considerando-se a estrutura das pétalas internas, 71,7% dos
caracteres sdo informativos, ou seja, caracteres que apresentam pelo menos uma variagao
interespecifica.

Também sdo muito relevantes os caracteres ecoldgico-funcionais (66,7% de
caracteres informativos), os quais também sdo intimamente relacionados as pétalas
internas, seja por considerar a antese, que expoe tais pétalas, seja por incluir a termogénese
e a emissdo de odores, ambos vinculados as pétalas internas, como ja referido por Galastri
et al. (Capitulo 1, neste volume).

Cerca de 64% dos caracteres gerais da flor sdo importantes como informativos, e
estes incluem varios aspectos também relacionados as pétalas internas, como a formagao
da camara de polinizacdo, que consiste na curvatura destas sobre os 6rgdos reprodutivos, e
a presenga de tecidos nutritivos que, conforme relatado por Galastri et al. (Capitulo 1,
neste volume), encontra-se apenas na face adaxial das pétalas internas na maioria das
espécies.

Um carater morfologico informativo das flores ¢ o formato do receptaculo floral
que, em Annonaceae, pode ser concavo, plano ou convexo. De acordo com Heusden
(1992), o receptaculo em Xylopia é concavo nas espécies neotropicais e parte das espécies
africanas, assim como observado neste trabalho para X. aromatica, funcionando como um
androforo. Este trabalho também documenta o receptaculo concavo para G. australis, o
qual, por apresentar epiderme formada por células de paredes espessadas e lignificadas,
provavelmente contribui para proteger os carpelos dos insetos visitantes (Dias et al., 1998;
Ratnayake et al., 2007). Em X. aromatica, Dias et al. (1998) consideraram que o anel que
se posiciona ao redor dos carpelos e que eleva os estames ¢ de natureza apendicular,
formado pela fusdo das sépalas, pétalas e filetes na por¢do basal, portanto um hipanto

apendicular, e que, na por¢ao apical, ¢ formado pela fusdo apenas dos filetes em um tubo
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estaminal. As observagdes deste trabalho, porém, ndo corroboram tal descricdo, ndo
havendo conagdo no androceu de nenhuma das espécies aqui estudadas, nem mesmo em X.
aromatica.

O androceu, apesar de reunir apenas 52,5% de caracteres informativos, apresenta
muitos aspectos importantes para a delimitacdo de géneros, como a presenca € a natureza
de septos nas anteras (asseptada, com septos tapetais ou com septos parenquimaticos), a
forma de dispersdao do pdlen (em monades ou tétrades) e o tipo de abertura do pdlen
(inarpeturado, zonaperturado ou com poros na regido de unido dos graos de podlen da
tétrade).

Nao foram encontrados estaminddios nas espécies estudadas, nem mesmo em X.
aromatica, apesar dos relatos de Heusden (1992) para o género, e de Dias et al. (1998) e
Webber (1996) para esta espécie. Como nesta espécie os estames estdo inseridos em
diferentes alturas devido a presenca do receptaculo concavo, uma mesma sec¢ao passa pela
altura dos filetes em alguns estames, pela altura do conectivo em outros e pelas anteras em
outros, o que pode dar a falsa impressdo de que ocorrem estames (aqueles cuja sec¢do
passou pelas anteras) e estaminddios (aqueles cuja seccdo passou pelo filete ou conectivo).

Pela andlise da Tabela 1, verifica-se que os caracteres do gineceu foram os
filogeneticamente mais conservativos (apenas 41,7% dos caracteres informativos). Galastri
& Oliveira (Capitulo 4, neste volume) ja destacaram este aspecto, que € esperado visto que
os processos de megasporogénese ¢ megagametogénese tendem a ser conservativo nas
familias.

Segundo Briechle-Méck (1993), para Annona e Rollinia, existem trés tipos de
estigmas: no primeiro tipo, as papilas estigmdticas apenas se tocam e sdo completamente
recobertas por secre¢des; no segundo, os estigmas sdo alongados e aproximadamente do
mesmo didmetro, com suas partes basais conatas pela epiderme; e, no terceiro tipo, as
partes basais dos estigmas apresentam estruturas que se tocam, provocando a fusdo
epidérmica. As quatro Annona estudadas e G. australis apresentam fusdo da parte basal de
seus estigmas, apenas D. furfuracea e X. aromatica ndo apresentam formacdo do
compitum, nas quais as papilas da epiderme estigmatica apenas se tocam, sendo os carpelos
completamente livres uns dos outros; os estigmas estdo aderidos pela secrecdo
mucilaginosa liberada por eles, conforme descrito também por Svoma (1998).

Durante a antese, os estigmas, o canal estilar e a regido placentaria tornam-se
recobertos por mucilagem e, provavelmente, atuam na recep¢do do grdo de polen e na

conducdo, hidratacdo e nutri¢do do tubo polinico durante o seu crescimento. A presenca de
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epiderme papilosa e secretora no estilete e na regido de placentagdo também foi observada
por Svoma (1998).

Assim, para a qualificacdo de espécies e géneros, mostram-se mais relevantes os
estudos estruturais e ultraestruturais da corola, em especial das pétalas internas, incluindo-

se aspectos ecologico-funcionais e morfologicos gerais da flor, referentes a corola.

Sobre a evolucdo das flores de Annonaceae do Cerrado

O fenograma produzido encontra-se no lado direito da Figura 1. Ele representa o
agrupamento de espécies de acordo com a similaridade morfologica. As relagdes
evolutivas das espécies estudadas encontra-se ao lado esquerdo da Figura 1 e as linhas
indicam a correspondéncia entre as espécies no fenograma e no filograma, em conjunto
com o filograma resultante da compilacdo de dados da literatura (Chatrou ef al., 2012).

Duguetia furfuracea apresenta como caracteres exclusivos antese crepuscular,
6vulo anacampildtropo e a presenca de escamas e tricomas estrelados na epiderme de
sépalas, pétalas e ovario. Caracteres exclusivos de G. australis sdo a abertura das pétalas
cerca de dois meses antes dos verticilos reprodutivos se tornarem maduros, e polen
zonaperturado com exina pouco evidente. J& X. aromatica apresenta como caracteres
diagnosticos idioblastos proteicos no mesofilo de sépalas e pétalas, células papilosas de
citoplasma mais denso junto a parede periclinal externa na regido mediano-apical das
pétalas, conagdo das pétalas internas a semelhanga do ziper, nectério floral, antera com
septos parenquimaticos, microsporogénese simultdnea e formagao do niicleo secundario no
megagametofito. Dentre as espécies analisadas, X. aromatica ¢ a que detém maior numero
de peculiaridades.

Dentre as Annona, A. emarginata ¢ a mais distinta, separando-se do grupo formado
pelas outras trés Annona (Fig. 1). Esta espécie apresenta polinizagdo diurna, pequenos
besouros como principais polinizadores (Nitidulidae e Staphylinidae) e auséncia de
termogénese, enquanto as outras trés Annona apresentam antese noturna, termogénese €
grandes besouros Dynastinae (Scarabaeidae) como polinizadores. Enquanto 4. coriacea, A.
crassiflora e A. dioica apresentam tecido nutritivo apenas nas pétalas internas, em A.
emarginata, o tecido nutritivo ¢ observado nas pétalas internas e externas, as quais
apresentam uma projecdo alar ndo encontrada em nenhum outro género. Diferencgas sdo
observadas até mesmo no tecido nutritivo, muito semelhante entre A4. coriacea, A.
crassiflora e A. dioica, com epiderme de células cuboides e tricomas tectores simples ndo

glandulares, enquanto A. emarginata apresenta epiderme nutritiva papilosa, assim como
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em D. furfuracea. A antera e o polen de A. emarginata também se assemelham mais aos de
G. australis e D. furfuracea, que apresentam anteras asseptadas, tapete ameboide e polen
inaperturado e liberado em monades, enquanto as outras trés Annona possuem anteras com
septos tapetais, tapete glandular e polen liberado em tétrades, com a regido germinativa na
juncdo dos graos de polen da tétrade. Analisando-se o fenograma obtido (Fig. 1), 4.
emarginata figura como grupo irmao das demais Annona.

A partir do registro das muitas caracteristicas distintivas entre 4. emarginata e as
demais Annona, coloca-se em questdo a recente inclusdo do género Rollinia em Annona
feita por Rainer (2007), em fungdo de andlises moleculares de trnL, rpli16 e ITS2 que ainda
ndo foram publicadas. Assim, a inclusdo de Rollinia em Annona parece nao ser muito
adequada, tornando dificil o reconhecimento de sinapomorfias para o género
recircunscrito. Isso indica que novos estudos estruturais e filogenéticos sdo necessarios, a
fim de verificar se realmente ¢ pertinente a inclusdo de Rollinia em Annona.

Annona coriacea, A. crassiflora e A. dioica apresentam caracteres florais muito
semelhantes, tais como antese noturna, forte odor de fruto em decomposicao, presenga de
termogénese, pétalas internas com tecidos nutritivos, anteras com septos tapetais, pdlen
liberado em tétrades e, como principal polinizador, segundo Gottsberger (1994), o besouro
Cyclocephala atricapilla. Espécies que utilizam o mesmo nicho ecoldgico, segundo a
teoria da exclusdo competitiva, geralmente ndo podem coexistir. No entanto, essas trés
espécies ocorrem todas no mesmo local, possivelmente porque apresentam épocas de
floracdo diferentes (Gottsberger, 1994). Assim, ndo ocorre sobreposicdo de florada, ndo
ocorrendo competi¢cdo por polinizadores entre as espécies.

De forma geral, o fenétipo parece seguir a filogenia. A excegdo sdo os géneros
Duguetia e Xylopia. No Cerrado, Xylopia é fenotipicamente mais proximo de Annona que
Duguetia, mas, filogeneticamente, Duguetia estd mais proximo, o que sugere que a

filogenia ndo determina totalmente a morfologia e anatomia floral na familia.

CONCLUSOES
A partir da extensa listagem de caracteres analisada neste trabalho, reconhece-se
que os mais informativos provém da corola, em especial das pétalas internas, devendo ser
utilizados, preferencialmente, para a caracterizacdo de géneros e espécies e para a analise

da evolugao floral de Annonaceae.
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A posicao de A. emarginata no fenograma aqui apresentado evidencia uma maior
distancia dessa espécie em relacdo as outras Amnona, o que sugere que a inclusdo de
Rollinia em Annona deveria ser revista.

O fenograma também aponta que, dentre as espécies de Cerrado, Xylopia ¢
fenotipicamente mais proxima de Annona que Duguetia, sugerindo que a filogenia ndo

determina totalmente a morfologia e anatomia floral em Annonaceae.
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Tabela 1. Quantificacdo de caracteres informativos, ndo informativos e totais das flores de Annonaceae, com respectivas porcentagens em
relagdo ao total.

Corola
. . Ecologico- Morfologia . )
Quantificacao . g . g Calice Pétalas Pétalas Androceu Gineceu
Caracteres funcionais  geral da flor .
total externas internas
n® % n® % n® % n® % n % n* % n® % n® %

Informativos 128 58,7 6 66,7 14 63,6 12 57,1 27 61,4 33 71,7 21 52,5 15 41,7
Nao informativos 90 41,3 3 333 8 36,4 9 429 17 38,6 13 283 19 47,5 21 3583
Total e % do total 218 100 9 4,1 22 10,1 21 96 44 20,2 46 21,1 40 184 36 16,5
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Figura 1. Relacdes entre o fenograma obtido (a direita) e o filograma (a esquerda) das espécies estudadas de Annonaceae, este resultante da

compilag¢do dos dados de Chatrou et al. (2012).
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INFORMACAO DE SUPORTE

ANEXO S1 - Lista de Caracteres

Caracteres referentes a aspectos ecologico-funcionais

Cardater 1 — Antese diurna: (0) ausente; (1) presente. Das espécies estudadas, apenas
Annona emarginata, Guatteria australis e Xylopia aromatica apresentam antese diurna.
Carater 2 — Antese noturna: (0) ausente; (1) presente. Annona coriacea, A. crassiflora e A.
dioica apresentam antese noturna, que se inicia por volta das 18h30min.

Cardater 3 — Antese crepuscular: (0) ausente; (1) presente. Apenas Duguetia furfuracea
apresenta antese crepuscular, que se inicia por volta das 16h30min e se estende pelo
periodo noturno.

Cardater 4 — Antese com duracgdo total de 12 horas: (0) ausente; (1) presente. Das sete
espécies, apenas A. crassiflora apresenta antese com duracdo de 12 horas, ou seja, na
mesma noite, as flores apresentam as fases pistilada e estaminada.

Carater 5 — Antese com duragdo total de 48 horas: (0) ausente; (1) presente. Com excegao
de 4. crassiflora, todas as outras espécies estudadas apresentam antese com duragdo de 48
horas; a fase pistilada ocorre nas primeiras 24 horas, e a fase estaminada no restante do
periodo de antese.

Carater 6 — Antese com duragdo total de 72 horas: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das
espécies estudadas apresenta antese com essa duracdo, apesar de ser registrada na literatura
para a familia.

Carater 7 — Protoginia: (0) ausente; (1) presente. Todas as espécies estudadas sao
protoginicas.

Carater 8 — Termogénese: (0) ausente; (1) presente. Das sete espécies, apenas as que
apresentam antese noturna sdo termogénicas, ou seja, Annona coriacea, A. crassiflora e A.
dioica.

Carater 9 — Emissao de odores: (0) ausente; (1) presente. Todas as espécies emitem odores
ao longo da antese. Nas espécies em que ocorre termogénese, a liberagdo de odores ¢

intensificada com o aumento da temperatura floral.

Caracteres referentes a aspectos gerais da flor
Carater 10 — Simetria actinomorfa: (0) ausente; (1) presente. As flores de todas as espécies

apresentam simetria radial.
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Cardater 11 — Simetria zigomorfa: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies
estudadas apresenta flor com simetria bilateral.

Cardater 12 — Flor homoclamidea: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies
apresenta homogeneidade entre sépalas e pétalas.

Cardter 13 — Flor heteroclamidea: (0) ausente; (1) presente. As sete espécies apresentam
sépalas e pétalas distintas, portanto, todas sdo heteroclamideas.

Carater 14 — Camara de polinizagdo apenas com abertura apical: (0) ausente; (1) presente.
Annona crassiflora, A. emarginata e Guatteria australis apresentam apenas abertura apical
na camara de polinizagdo; essa abertura permite que os insetos polinizadores entrem e
saiam da camara sem obstaculos.

Carater 15 — Camara de polinizacdo apenas com aberturas laterais: (0) ausente; (1)
presente. Nenhuma das espécies apresenta apenas aberturas laterais.

Carater 16 — Camara de polinizacdo com aberturas apical e laterais: (0) ausente; (1)
presente. Duguetia furfuracea e Xylopia aromatica apresentam uma abertura apical e trés
aberturas laterais, entre as pétalas internas, da camara de polinizacdo, o que permite
transito dos insetos polinizadores.

Cardater 17 — Camara de polinizacdo sem abertura: (0) ausente; (1) presente. Annona
coriacea ¢ A. dioica, ndo apresentam aberturas, nem apical, nem laterais, os insetos
visitantes adentram por entre as pétalas imbricadas e permanecem no interior da flor até a
queda das mesmas.

Carater 18 — Pétala externa com projecao alar: (0) ausente; (1) presente. Apenas A.
emarginata apresenta uma projecao alar dorsal das pétalas externas, caracteristica tipica do
género Rollinia, ao qual essa espécie pertencia antes da inclusdo de Rollinia em Annona
por Rainer (2007).

Carater 19 — Concrescimento entre pétalas externas e internas: (0) ausente; (1) presente.
Em A. crassiflora e A. emarginata, ocorre o concrescimento entre as bases das pétalas
internas e externas, o que leva a formagdo de uma camara floral apenas com uma abertura
apical.

Carater 20 — Abertura completa de pétalas internas e externas: (0) ausente; (1) presente.
Em Guatteria australis, as pétalas internas e externas abrem-se completamente cerca de
dois meses antes dos verticilos reprodutivos se tornarem maduros. Durante esse tempo as
pétalas crescem, triplicando de tamanho. Quando elas atingem o tamanho adequado, ocorre
o fechamento das pétalas internas e da base das pétalas externas, formando a camara de

polinizagdo. SO entdo os estigmas tornam-se receptivos € inicia-se a emissao de odores.
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Carater 21 — Abertura completa apenas de pétalas externas: (0) ausente; (1) presente. Em
A. coriacea, A. dioica, D. furfuracea e X. aromatica, as pétalas internas permanecem
fechadas constituindo a camara floral, apenas as pétalas externas ¢ que se abrem
completamente. Em 4. crassiflora e A. emarginata, nem as pétalas externas nem as
internas abrem-se completamente, pois, como elas sdo concrescidas entre si, abrem-se
apenas para formar a abertura da camara de polinizagao.

Cardter 22 — Tecido nutritivo na face adaxial da regido basal apenas das pétalas internas:
(0) ausente; (1) presente. Em A. dioica, o tecido nutritivo € restrito a regido basal das
pétalas internas.

Cardter 23 — Tecido nutritivo nas margens da regido basal apenas das pétalas internas: (0)
ausente; (1) presente. Em A. coriacea e A. crassiflora, o tecido nutritivo se encontra
restrito as margens da regido basal das pétalas internas.

Carater 24 — Tecido nutritivo na face adaxial das pétalas internas e externas: (0) ausente;
(1) presente. Annona emarginata € D. furfuracea apresentam tecido nutritivo nas pétalas
internas e externas.

Carater 25 — Sistema sexual monoico: (0) ausente; (1) presente. Com excecdo de A. dioica,
todas as espécies sao monoicas.

Carater 26 — Sistema sexual dioico: (0) ausente; (1) presente. Annona dioica é a Unica
espécie dioica, com individuos que produzem flores estaminadas e individuos que
produzem flores hermafroditas.

Carater 27 — Receptaculo concavo: (0) ausente; (1) presente. Guatteria australis e X.
aromatica apresentam receptaculo concavo, sendo as Unicas espécies que formam frutos
multiplos com frutiolos individualizados (Fig. S1A).

Carater 28 — Receptaculo convexo: (0) ausente; (1) presente. Annona coriacea, A.
crassiflora, A. dioica, A. emarginata e D. furfuracea apresentam receptaculo convexo,
produzindo fruto multiplo do tipo estrobiliforme, com fusdo parcial ou completa dos
frutiolos (Fig. S1B).

Cardater 29 — Receptaculo plano: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies
apresenta receptaculo plano.

Carater 30 — Hipanto: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies estudadas possui
hipanto.

Carater 31 — Tubo estaminal: (0) ausente; (1) presente. Nao é observado tubo estaminal

em nenhuma das sete espécies.
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Caracteres das Sépalas

Carater 32 — Conagdo das sépalas: (0) ausente; (1) presente. Sépalas conatas sao
observadas apenas em A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica e X. aromatica.

Cardater 33 — Tricomas glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nao
ocorrem tricomas glandulares em nenhuma das espécies estudadas.

Carater 34 — Tricomas simples ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Tricomas tectores simples, de paredes espessadas e lignificadas (Figs S1C, D), por vezes
com contetdo fenolico, ocorrem em todas as espécies estudadas, exceto em D. furfuracea.
Carater 35 — Tricomas estrelados ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Nao sdo observados tricomas estrelados na face abaxial de nenhuma das
espécies.

Cardater 36 — Escamas estreladas ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Apenas D. furfuracea apresenta escamas estreladas, de paredes espessadas e
lignificadas (Fig. S1E), caracteristicas do género.

Carater 37 — Drusas nas células epidémicas da face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Annona dioica é a unica espécie que apresenta drusas na face abaxial (Fig. S1F).

Carater 38 — Estomatos em toda a face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Todas espécies
apresentam estomatos na face abaxial (Fig. S1G).

Carater 39 — ldioblastos fenolicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Todas as
espécies apresentam idioblastos fen6licos no mesofilo (Fig. S1D).

Carater 40 — Braquiesclereides de paredes espessadas e lignificadas no mesofilo: (0)
ausentes; (1) presentes. As sete espécies apresentam braquiesclereides em grupos e/ou
isoladas de paredes espessadas e lignificadas (Fig. STH).

Carater 41 — Células volumosas, no mesofilo, com acimulo de substancias pécticas no
espago periplasmatico: (0) ausentes; (1) presentes. Apenas em A. crassiflora sao
observadas células volumosas com acimulo de substancias pécticas no espaco
periplasmatico, comprimindo, muitas vezes completamente, o protoplasto (Fig. S1I).
Carater 42 — ldioblastos cristaliferos contendo drusas no mesofilo: (0) ausentes; (1)
presentes. No mesofilo das sépalas de todas as espécies, com exce¢do de 4. emarginata,
observam-se células contendo drusas (Fig. S1J).

Carater 43 — Idioblastos lipidicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Ocorrem
idioblastos lipidicos (Fig. S1K) no mesofilo de A. emarginata, D. furfuracea e G. australis.
Carater 44 — Idioblastos proteicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Apenas X.

aromatica apresenta idioblastos proteicos.
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Cardater 45 — Vascularizagdo por feixes colaterais: (0) ausente; (1) presente. Todas as
espécies apresentam vascularizacdo por feixes colaterais (Fig. S1L).

Carater 46 — Fibras gelatinosas associadas ao feixe vascular: (0) ausentes; (1) presentes.
Nao ocorre em nenhuma das espécies fibras gelatinosas ao redor dos feixes vasculares.
Carater 47 — Drusas nas células epidémicas da face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Annona dioica e D. furfuracea apresentam drusas (Fig. SIM) em algumas células da face
adaxial da epiderme.

Carater 48 — Tricomas glandulares na face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nao sdo
observados tricomas glandulares em nenhuma das espécies.

Carater 49 — Tricomas simples ndo glandulares na face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Observam-se tricomas tectores simples, de paredes espessadas e lignificadas (Fig. SIN),
alguns com conteudo fenolico, em A. crassiflora, A. dioica e G. australis.

Cardater 50 — Tricomas estrelados ndo glandulares na face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Apenas D. furfuracea apresenta tricomas estrelados, de paredes espessadas e
lignificadas.

Cardater 51 — Escamas estreladas ndo glandulares na face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Na face adaxial epidérmica, ndo se observam escamas em nenhuma das
espécies.

Carater 52 — Estomatos em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Estdmatos s6

sdo observados em G. australis (Fig. S10).

Caracteres das Pétalas Externas

Carater 53 — Conagao das pétalas externas: (0) ausente; (1) presente. Nao had conacdo entre
as pétalas externas de nenhuma das espécies.

Cardater 54 — Prefloracdo valvar: (0) ausente; (1) presente. Todas as sete Annonaceae
estudadas apresentam pétalas externas com prefloragdo valvar.

Carater 55 — Prefloragdo imbricada: (0) ausente; (1) presente. Nao se observa prefloracao
imbricada em nenhuma das espécies estudadas.

Carater 56 — Células cuboides na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. A epiderme na
face abaxial ¢ formada por células cuboides apenas em A. emarginata, G. australis e X.
aromatica (Fig. S2A).

Caradter 57 — Células cuboides a prismaticas e radialmente alongadas na face abaxial: (0)
ausentes; (1) presentes. Annona coriacea, A. crassiflora e A. dioica apresentam células

cuboides a radialmente alongadas constituindo a face abaxial da epiderme (Fig. S2B).



131

Cardter 58 — Células cuboides a prismaticas e longitudinalmente alongadas na face
abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Em D. furfuracea, as células que compdem a face
abaxial da epiderme sdo cuboides a longitudinalmente alongadas (Fig. S2C).

Carater 59 — Células papilosas na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nao se
observam células papilosas em nenhuma das espécies.

Carater 60 — Drusas nas células epidémicas da face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Drusas ndo sdo observadas nas células epidérmicas.

Carater 61 —Células com contetido fendlico na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Em A. coriacea e X. aromatica (Fig. S2A) ocorrem algumas células fendlicas em meio a
epiderme. Em G. australis, a maioria das células que constituem a epiderme apresenta
contetudo fendlico.

Cardter 62 — Tricomas glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nao se
observam tricomas glandulares nas espécies estudadas.

Carater 63 — Tricomas simples ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Tricomas tectores simples, de paredes espessadas e lignificadas (Figs S2A, D), alguns com
conteudo fendlico, ocorrem em todas as espécies, exceto em D. furfuracea.

Cardater 64 — Tricomas estrelados ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Tricomas estrelados ndo foram observados em nenhuma das espécies.

Cardater 65 — Escamas estreladas ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Duguetia furfuracea apresenta escamas estreladas, de paredes espessadas e
lignificadas (Fig. S2C), na face abaxial da epiderme.

Carater 66 — Estomatos em toda a face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Todas as
espécies apresentam estomatos (Fig. S2B) na epiderme abaxial.

Cardater 67 — Mesofilo homogéneo e parenquimatico: (0) ausente; (1) presente. Em 4.
crassiflora, A. emarginata, D. furfuracea, G. australis e X. aromatica, o mesofilo ¢
parenquimatico, com células de formatos e tamanhos variados (Fig. S2E).

Cardter 68 — Mesofilo heterogéneo com regido adaxial colenquimatosa e abaxial
parenquimatica: (0) ausente; (1) presente. Annona coriacea e A. dioica apresentam o
mesofilo diferenciado em duas regides, uma adaxial, com células de paredes pécticas
irregularmente espessadas (Fig. S2D), e uma abaxial, com células de formatos e tamanhos
variados (Fig. S2F).

Carater 69 — 1dioblastos fenolicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Observam-se

idioblastos fendlicos (Figs S2C, E) no mesofilo de todas as espécies.
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Carater 70 — Braquiesclereides de paredes espessadas e lignificadas em todo o mesofilo:
(0) ausentes; (1) presentes. Braquiesclereides em grupo e/ou isoladas (Fig. S2E) sdo
encontradas por todo o mesofilo das espécies estudadas, exceto D. furfuracea.

Cardter 71 —Braquiesclereides de paredes espessadas e lignificadas restritas a regido
proxima a inser¢do da pétala: (0) ausentes; (1) presentes. Em D. furfuracea, observam-se
braquiesclereides em grupos apenas na regido proxima a inser¢ao das pétalas externas.
Carater 72 — Células volumosas, no mesofilo, com acimulo de substancias pécticas no
espago periplasmatico: (0) ausentes; (1) presentes. Annona crassiflora, A. dioica e A.
emarginata apresentam células volumosas com acimulo de substancias pécticas no espacgo
periplasmatico (Fig. S2G), que acabam por comprimir completamente o protoplasto.
Provavelmente, tais células estdo associadas com a retencdo de dgua nas pétalas, mantendo
sua turgescéncia.

Carater 73 — ldioblastos cristaliferos contendo drusas no mesofilo: (0) ausentes; (1)
presentes. Células contendo drusas (Fig. S2H) sdo observadas em A. coriacea, A. dioica, A.
emarginata € G. australis.

Carater 74 — ldioblastos lipidicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Idioblastos
lipidicos (Fig. S2G) sdo observados em A. emarginata, D. furfuracea e G. australis.
Carater 75 — Idioblastos proteicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Apenas X.
aromatica apresenta idioblastos proteicos (Fig. S21).

Caradter 76 — Vascularizagdo por feixes colaterais: (0) ausente; (1) presente. Em todas as
espécies, a vascularizagdo ¢ feita apenas por feixes colaterais (Fig. S2J).

Carater 77 — Fibras gelatinosas associadas ao feixe vascular: (0) ausentes; (1) presentes.
Observam-se fibras gelatinosas associadas aos feixes vasculares (Fig. S2J) em 4. coriacea,
A. crassiflora e G. australis. E provavel que essas fibras também estejam relacionadas a
retencdo de 4gua e manutencao da turgescéncia das pétalas.

Carater 78 — Espacos intercelulares conspicuos e volumosos no mesofilo, observados na
por¢do mediano-distal das pétalas: (0) ausentes; (1) presentes. Observa-se maior volume
dos espacos intercelulares da regido mediano-distal das pétalas externas em A. coriacea, A.
crassiflora, A. dioica e X. aromatica.

Carater 79 — Epiderme homogénea na face adaxial, com células cuboides: (0) ausente; (1)
presente. Em A. crassiflora e G. australis, toda a face adaxial apresenta células cuboides

(Fig. S2K).
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Carater 80 — Epiderme homogénea na face adaxial, com células prismaticas e radialmente
alongadas: (0) ausente; (1) presente. Em A. coriacea e A. dioica, a face adaxial apresenta
células radialmente alongadas (Fig. S2F) em toda a sua extensao.

Cardter 81 — Epiderme homogénea na face adaxial, com células prismaticas e
longitudinalmente alongadas: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies possui
células longitudinalmente alongadas na face adaxial epidérmica.

Cardter 82 — Epiderme heterogénea na face adaxial, com células papilosas na regido
proximal e cuboides na mediano-distal: (0) ausente; (1) presente. Devido a por¢do nutritiva
presente em A. emarginata e D. furfuracea, a regido proximal da pétala ¢ formada por
células papilosas (Fig. S2L), e a regido mediano-apical por células cuboides (Fig. S2M).
Carater 83 — Epiderme heterogénea na face adaxial, com células cuboides na regido
proximal e papilosas na mediano-distal: (0) ausente; (1) presente. Em X. aromatica, a face
adaxial epidérmica apresenta células cuboides (Fig. S2N) na regido proximal e células
papilosas (Fig. S20), com maior densidade citoplasmatica subjacente a parede periclinal
externa, na regido mediano-apical.

Carater 84 — Drusas nas células epidémicas da face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Ocorrem drusas nas células epidérmicas de G. australis e X. aromatica.

Carater 85 — Células com conteudo fenolico na face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Encontram-se células fenolicas na epiderme de D. furfuracea e G. australis, em maior
densidade nesta tltima espécie.

Carater 86 — Tricomas glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nao
ocorrem tricomas glandulares em nenhuma das espécies.

Carater 87 — Tricomas simples ndo glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Com excecdo de A. emarginata e D. furfuracea, as demais espécies apresentam
tricomas tectores simples, de paredes espessadas e lignificadas (Fig. S2K), alguns com
contetdo fendlico, em toda a face adaxial epidérmica.

Cardter 88 — Tricomas simples ndo glandulares restritos a regido ndo nutritiva da face
adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Annona emarginata apresenta, na regido nao nutritiva,
tricomas tectores simples de paredes espessadas e lignificadas, alguns com contetido
fendlico.

Cardter 89 — Tricomas simples ndo glandulares restritos a regido nutritiva da face adaxial:
(0) ausentes; (1) presentes. Nao ocorrem tricomas tectores simples na regido nutritiva de

nenhuma das espécies.
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Carater 90 — Tricomas estrelados ndo glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Ndo ocorrem tricomas estrelados por toda a face adaxial epidérmica em
nenhuma das espécies.

Cardter 91 — Tricomas estrelados ndo glandulares restritos a regido ndo nutritiva da face
adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Na regido nao nutritiva de D. furfuracea, observam-se
tricomas estrelados, de paredes espessadas e lignificadas (Fig. S2P).

Cardter 92 — Tricomas estrelados ndo glandulares restritos a regido nutritiva da face
adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Na regido nutritiva, ndo sdo observados tricomas
estrelados em nenhuma das espécies.

Carater 93 — Escamas estreladas ndo glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Nao ocorrem escamas estreladas em nenhuma das espécies.

Carater 94 — Estomatos em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Apenas em 4.
coriacea, A. crassiflora, A. dioica, A. emarginata ¢ G. australis, estdbmatos ocorrem em
toda a face adaxial (Fig. S2Q).

Carater 95 — Estomatos restritos a regido ndo nutritiva da face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Em D. furfuracea, estdmatos sdo restritos a regido nao nutritiva da pétala.
Carater 96 — EstOmatos restritos a regido nutritiva da face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. EstOmatos restritos a regido nutritiva ndo sdo observados em nenhuma das

espécies estudadas.

Caracteres das Pétalas Internas

Carater 97 — Conagao das pétalas internas: (0) ausente; (1) presente. Apenas X. aromatica
apresenta pétalas internas conatas. A conagdo ocorre por meio da interdigitacdo de células
radialmente alongadas da regido proximal da pétala (Fig. S3A).

Cardter 98 — Prefloracdo valvar: (0) ausente; (1) presente. As pétalas internas apresentam
prefloragdo valvar em 4. crassiflora, A. emarginata e X. aromatica.

Carater 99 — Prefloracdo imbricada: (0) ausente; (1) presente. Em A. coriacea, A. dioica,
D. furfuracea e G. australis, a prefloracdo das pétalas internas ¢ imbricada. Em funcao
desse tipo de prefloragdo, A. coriacea e A. dioica apresentam camara floral completamente
fechada.

Cardater 100 — Células cuboides na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Annona
crassiflora, A. emarginata, G. australis ¢ X. aromatica apresentam toda a face abaxial

epidérmica formada por células cuboides (Fig. S3B).
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Carater 101 — Células cuboides a prismaticas e radialmente alongadas na face abaxial: (0)
ausentes; (1) presentes. Em A. coriacea e A. dioica, ocorrem células cuboides a
radialmente alongadas (Fig. S3C) constituindo a face abaxial epidérmica.

Cardter 102 — Células cuboides a prismaticas longitudinalmente alongadas na face abaxial:
(0) ausentes; (1) presentes. Duguetia furfuracea apresenta células prismaticas e
longitudinalmente alongadas (Fig. S3D) formando a epiderme na sua face abaxial.

Carater 103 — Células papilosas na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nenhuma das
espécies apresenta células papilosas na face abaxial.

Carater 104 — Drusas nas células epidémicas da face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Nao se observam drusas na epiderme das espécies estudadas.

Carater 105 — Células com contetido fenolico na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Ocorrem c¢lulas fendlicas na face abaxial de D. furfuracea e G. australis.

Carater 106 — Tricomas glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nenhuma
das espécies estudadas apresenta tricomas glandulares na face abaxial epidérmica.

Cardater 107 — Tricomas simples ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Com exce¢do de D. furfuracea, as demais espécies apresentam tricomas tectores
simples de paredes espessadas e lignificadas (Figs S3B, C, E), algumas com contetdo
fendlico.

Carater 108 — Tricomas estrelados ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Em nenhuma das espécies, sdo encontrados tricomas estrelados na face abaxial.
Cardater 109 — Escamas estreladas ndo glandulares na face abaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Em D. furfuracea, observam-se escamas estreladas, de paredes espessadas e
lignificadas (Figs S3D, F) na face abaxial epidérmica.

Carater 110 — Estomatos em toda a face abaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Estdmatos sdo
observados em todas as espécies (Fig. S3E), exceto em X. aromatica.

Cardater 111 — Mesofilo homogéneo e parenquimatico: (0) ausente; (1) presente. O
mesofilo ¢ parenquimatico e homogéneo (Fig. S3G), formado por células de formatos e
tamanhos variados em A. crassiflora, A. emarginata, D. furfuracea e X. aromatica.
Cardter 112 — Mesofilo heterogéneo com regido adaxial colenquimatosa e abaxial
parenquimatica: (0) ausente; (1) presente. Annona coriacea e A. dioica apresentam
mesofilo heterogéneo com uma regido adaxial, formada por células de paredes
irregularmente espessadas (Fig. S3H), e uma regido abaxial, de células parenquimaticas de

formatos e tamanhos variados (Fig. S31).
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Cardter 113 —Mesofilo heterogéneo com regido adaxial parenquimatica e abaxial
colenquimatosa: (0) ausente; (1) presente. Guatteria australis apresenta mesofilo
heterogéneo, com regido adaxial formada por células parenquimaticas de formatos e
tamanhos variados (Fig. S3J) e regido abaxial constituida por células de paredes
irregularmente espessadas (Fig. S3K).

Carater 114 — ldioblastos fendlicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Todas as
espécies apresentam idioblastos fen6licos no mesofilo (Figs S3B, D, E, J).

Carater 115 — Braquiesclereides de paredes espessadas e lignificadas no mesofilo: (0)
ausentes; (1) presentes. Com excecdo de D. furfuracea, as outras espécies estudadas
apresentam braquiesclereides (Fig. S3L) em grupos e/ou isoladas, de paredes espessadas e
lignificadas, ao longo do mesofilo.

Cardter 116 — Braquiesclereides de paredes espessadas e lignificadas restritas a regido
proxima a insercdo da pétala: (0) ausentes; (1) presentes. Em D. furfuracea ocorrem
braquiesclereides em grupos e/ou isoladas, de paredes espessadas e lignificadas, apenas na
regido proxima a inser¢ao da pétala.

Carater 117 — Células volumosas, no mesofilo, com acimulo de substancias pécticas no
espago periplasmatico: (0) ausentes; (1) presentes. Annona crassiflora, A. dioica e A.
emarginata apresentam, em todo o mesofilo, células volumosas com acumulo de
substancias pécticas no espaco periplasmatico, que acaba por comprimir completamente o
protoplasto (Fig. S3M). Provavelmente, essas células estdo relacionadas a retencdo de agua
e manutencdo da turgescéncia das pétalas.

Cardater 118 — Idioblastos cristaliferos contendo drusas no mesofilo: (0) ausentes; (1)
presentes. Apenas G. australis e X. aromatica apresentam idioblastos com drusas no
mesofilo.

Carater 119 — Idioblastos lipidicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Observam-se
idioblastos lipidicos (Fig. S3N) em 4. emarginata, D. furfuracea e G. australis.

Carater 120 — Idioblastos proteicos no mesofilo: (0) ausentes; (1) presentes. Apenas X.
aromatica apresenta idioblastos proteicos (Fig. S30).

Carater 121 — Vascularizagdo por feixes colaterais: (0) ausente; (1) presente. Todas as
espécies sdo vascularizadas por feixes colaterais (Fig. S3P).

Carater 122 — Fibras gelatinosas associadas ao feixe vascular: (0) ausentes; (1) presentes.
Fibras gelatinosas sdo observadas ao redor dos feixes vasculares de A. coriacea e G.
australis (Fig. S3P). Acredita-se que também estejam relacionadas a retencdo de agua e

manuten¢do da turgescéncia da pétala.
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Cardter 123 — Espagos intercelulares no mesofilo conspicuos e volumosos na porcao
mediano-distal das pétalas: (0) ausentes; (1) presentes. Apenas em X. aromatica,
observam-se espacos intercelulares mais volumosos e conspicuos na regido mediano-distal.
Carater 124 — Epiderme homogénea na face adaxial, com células cuboides: (0) ausente; (1)
presente. Em G. australis, a face adaxial apresenta células cuboides em toda a sua extensao
(Fig. S3)).

Cardter 125 — Epiderme homogénea na face adaxial, com células prismaticas radialmente
alongadas: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies possui células radialmente
alongadas na face adaxial.

Cardater 126 — Epiderme homogénea na face adaxial, com células prismaticas
longitudinalmente alongadas: (0) ausente; (1) presente. Em nenhuma das espécies
estudadas, ocorrem células longitudinalmente alongadas constituindo a face adaxial.
Cardter 127 — Epiderme heterogénea na face adaxial, com células papilosas na regido
proximal e cuboides na mediano-distal: (0) ausente; (1) presente. Em D. furfuracea, a
regido proximal da pétala apresenta epiderme papilosa na face adaxial (Fig. S3Q),
compondo o tecido nutritivo, enquanto o restante da pétala apresenta células cuboides.
Cardter 128 — Epiderme heterogénea na face adaxial, com células papilosas na regido
proximal e prismaticas radialmente alongadas na mediano-distal: (0) ausente; (1) presente.
Em A. emarginata, devido a presenca de tecido nutritivo, observa-se uma regiao proximal
formada por células papilosas (Fig. S3R), e uma regido mediano-distal com células
radialmente alongadas.

Carater 129 — Epiderme heterogénea na face adaxial, com células prismaticas radialmente
alongadas na regido proximal e cuboides na mediano-distal: (0) ausente; (1) presente.
Annona coriacea, A. crassiflora e A. dioica apresentam regido proximal de células
radialmente alongadas (Fig. S3S), compondo o tecido nutritivo, e regido mediano-distal de
células cuboides (Fig. S3H).

Carater 130 — Epiderme heterogénea na face adaxial, com células prismaticas radialmente
alongadas na regido proximal, prismaticas radialmente alongadas na regido mediana e
papilosas na distal: (0) ausente; (1) presente. Xylopia aromatica possui células cuboides na
por¢do proximal (Fig. S3G); células radialmente alongadas na por¢do mediana da pétala,
formando o nectério floral (Fig. S3T); na porcdo distal, as células papilosas apresentam
citoplasma mais denso proximo a face periclinal externa da parede celular (Fig. S3U),

provavelmente indicando fun¢do secretora.



138

Carater 131 — Drusas nas células epidémicas da face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Apenas X. aromatica apresenta drusas nas células epidérmicas adaxiais.

Carater 132 — Células com contetido fenolico na face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Em D. furfuracea e G. australis, ocorrem células fenolicas na face adaxial da epiderme.
Carater 133 — Tricomas glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes.
Nenhuma das espécies estudadas apresenta tricomas glandulares na face adaxial.

Carater 134 — Tricomas simples ndo glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Tricomas tectores simples (Fig. S3S) sdo observados em A. coriacea, A.
crassiflora, A. dioica, G. australis e X. aromatica.

Cardter 135 — Tricomas simples ndo glandulares restritos a regido ndo nutritiva da face
adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Em A. emarginata, tricomas tectores simples, de
paredes espessadas e lignificadas, sdo observados apenas na regido ndo nutritiva da pétala.
Cardter 136 — Tricomas simples ndo glandulares restritos a regido nutritiva da face
adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nas espécies estudadas, ndo ocorrem tricomas tectores
simples apenas na regido nutritiva.

Carater 137 — Tricomas estrelados ndo glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes;
(1) presentes. Nenhuma das espécies apresenta tricomas estrelados em toda face adaxial.
Cardter 138 — Tricomas estrelados ndo glandulares restritos a regido ndo nutritiva da face
adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Duguetia furfuracea apresenta tricomas estrelados de
paredes espessadas e lignificadas (Fig. S3V) apenas na regido nao nutritiva da face adaxial.
Cardter 139 — Tricomas estrelados ndo glandulares restritos a regido nutritiva da face
adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Nao ocorrem tricomas estrelados apenas na regido
nutritiva em nenhuma das espécies.

Carater 140 — Escamas estreladas ndo glandulares em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1)
presentes. Nao ocorrem escamas estreladas nas espécies estudadas.

Carater 141 — Estomatos em toda a face adaxial: (0) ausentes; (1) presentes. Com excecao
de X. aromatica, as demais espécies apresentam estomatos em toda face adaxial (Fig.
S3X).

Carater 142 — Nectario: (0) ausente; (1) presente. Nectario floral s6 ¢ observado em X.

aromatica (Fig. S3T).

Caracteres referentes ao androceu
Cardter 143 — Flor polistémone: (0) ausente; (1) presente. Todas as espécies apresentam

flor com grande nimero de estames.
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Carater 144 — Conacdo de estames: (0) ausente; (1) presente. Nao ocorre conagdo entre
estames em nenhuma das espécies estudadas (Fig. S4A).

Caradter 145 — Estaminddios: (0) ausentes; (1) presentes. Nao se observam estaminodios
nas espécies analisadas.

Carater 146 — Estames laminares: (0) ausentes; (1) presentes. Todas as espécies estudadas
possuem estames laminares (Fig. S4A).

Carater 147 — Estames com filete cilindrico: (0) ausentes; (1) presentes. Nao ocorrem
estames com filete cilindrico em nenhuma das espécies.

Carater 148 — Filete curto: (0) ausente; (1) presente. O filete € curto nas sete espécies (Fig.
S4A).

Cardater 149 — Filete alongado: (0) ausente; (1) presente. Nao se observam filetes
alongados nas espécies estudadas.

Carater 150 — Conectivo com prolongamento apical em forma de escudo: (0) ausente; (1)
presente. Nas sete espécies, o conectivo apresenta um prolongamento apical em forma de
escudo (Fig. S4B), o qual, provavelmente, protege as anteras dos vorazes insetos
polinizadores.

Cardter 151 — Espessamento e lignificacdo das paredes das células epidérmicas do
conectivo: (0) ausente; (1) presente. O conectivo apresenta epiderme formada por células
de paredes espessadas e lignificadas em todas as espécies analisadas (Fig. S4C).

Carater 152 — Conectivo com camadas subepidérmicas de células de paredes espessadas e
lignificadas: (0) ausente; (1) presente. Apenas A. coriacea e G. australis apresentam, além
da epiderme do conectivo, camadas subepidérmicas com células de paredes espessadas e
lignificadas.

Cardter 153 — Antera monoteca: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma espécie tem antera
monoteca.

Carater 154 — Antera biteca: (0) ausente; (1) presente. Todas as espécies apresentam antera
com duas tecas (Fig. S4D).

Carater 155 — Antera tetrateca: (0) ausente; (1) presente. Em nenhuma das espécies, ocorre
antera tetrateca.

Carater 156 — Antera introsa: (0) ausente; (1) presente. Das espécies estudadas, nenhuma
tem antera introsa.

Carater 157 — Antera extrosa: (0) ausente; (1) presente. Os estames das sete espécies

apresentam anteras extrorsas.
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Cardater 158 — Antera tetrasporangiada: (0) ausente; (1) presente. Todas as espécies
apresentam anteras tetrasporangiadas (Fig. S4D).

Cardater 159 — Antera com deiscéncia longitudinal: (0) ausente; (1) presente. As sete
espécies possuem anteras com deiscéncia longitudinal (Fig. S4E).

Carater 160 — Tapete do tipo basico: (0) ausente; (1) presente. O tapete € do tipo basico em
todas as espécies estudadas, com a camada média externa e o endotécio de mesma origem,
e a camada média interna e o tapete com origem comum (Fig. S4F).

Carater 161 — Tapete secretor: (0) ausente; (1) presente. Annona coriacea, A. crassiflora,
A. dioica, G. australis e X. aromatica apresentam tapete secretor (Fig. S4G).

Carater 162 — Tapete ameboide: (0) ausente; (1) presente. O tapete de A. emarginata e D.
furfuracea ¢ do tipo ameboide (Fig. S4H).

Carater 163 — Formagdo de periplasmodio: (0) ausente; (1) presente. Com excegdo de A.
emarginata, nas outras espécies as células do tapete tornam-se binucleadas e t€ém suas
paredes digeridas formando um periplasmédio ou sincicio, que ¢ completamente
consumido até o final do desenvolvimento do grao de polen.

Carater 164 — Drusas no tapete: (0) ausentes; (1) presentes. Apenas em A. emarginata, foi
registrada a presenca de cristais do tipo drusa no tapete (Fig. S4H).

Carater 165 —Antera com septos tapetais: (0) ausente; (1) presente. Anteras com septos
formados pelo tapete apenas sdo encontradas em A. coriacea, A. crassiflora e A. dioica
(Fig. S4G). Esse tipo de septo desaparece com o desenvolvimento do pdlen, conforme o
tapete vai sendo consumido.

Carater 166 — Antera com septos parenquimaticos: (0) ausente; (1) presente. Anteras com
septos formados pelo tapete e pelas camadas médias sdo encontradas apenas em X.
aromatica (Fig. S41). Esse tipo de septo permanece até a deiscéncia, pois, mesmo com o
consumo do tapete, as camadas médias continuam formando os septos.

Carater 167 — Anteras asseptadas: (0) ausente; (1) presente. Annona emarginata, D.
furfuracea e G. australis apresentam anteras asseptadas (Fig. S4J).

Carater 168 — Polen liberado em monades: (0) ausente; (1) presente. Monades (Figs S4J,
K) sdo encontradas em A. emarginata, D. furfuracea e G. australis, as trés espécies que
apresentam anteras asseptadas.

Carater 169 — Pdlen liberado em tétrades: (0) ausente; (1) presente. Tétrades (Figs S4I, L)
sdo observadas em A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica e X. aromatica, todas espécies

com anteras septadas.
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Carater 170 — Polen liberado em poliades: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das sete
espécies libera o pdlen em poliades.

Carater 171 — Microsporogénese sucessiva: (0) ausente; (1) presente. Com excecdo de X.
aromatica, as outras espécies estudadas apresentam meiose sucessiva, com formacao de
parede individualizando os microsporos ao final da meiose I (Fig. S4M).

Carater 172 — Microsporogénese simultdnea: (0) ausente; (1) presente. Apenas X.
aromatica apresenta meiose simultanea (Fig. S4N).

Carater 173 — Meiose com formacdo exclusiva de tétrades isobilaterais: (0) ausente; (1)
presente. Em 4. emarginata, D. furfuracea e G. australis, a meiose forma apenas tétrades
isobilaterais (Fig. S4H).

Cardater 174 — Meiose com formagao de tétrades isobilaterais e tetraédricas: (0) ausente;
(1) presente. Em A. coriacea, A. crassiflora, A. dioica e X. aromatica, a meiose produz
tanto tétrades isobilaterais quanto tetraédricas.

Carater 175 — Reserva de amido na célula vegetativa do grao de pdlen: (0) ausente; (1)
presente. Observou-se reserva de amido na célula vegetativa em todas as espécies, com
excecdo de G. australis.

Carater 176 — Reserva proteica na célula vegetativa do grao de polen: (0) ausente; (1)
presente. Reserva proteica foi observada na célula vegetativa em todas as espécies.

Carater 177 — Exina delgada: (0) ausente; (1) presente. Duguetia furfuracea € G. australis
apresentam graos de polen com exina delgada (Figs S4K, O).

Carater 178 — Exina espessa: (0) ausente; (1) presente. As quatro espécies de Annona e X.
aromatica formam graos de polen com exina espessa (Figs S4L, P).

Carater 179 — Ornamentacdo da exina: (0) ausente; (1) presente. A exina ¢ ornamentada
nas Annona e em D. furfuracea (Fig. S4K). Em G. australis e X. aromatica, a exina ¢ lisa
(Figs S4lI, O).

Carater 180 — Polen inaperturado: (0) ausente; (1) presente. Apenas A. emarginata € D.
Sfurfuracea apresentam pdlen inaperturado (Figs S4K, O).

Cardater 181 — Polen zonaperturado: (0) ausente; (1) presente. Apenas G. australis
apresenta uma zona de abertura (Fig. S4Q) do pdlen.

Carater 182 — Polen com abertura na zona proximal de juncdo da tétrade: (0) ausente; (1)
presente. Nas Annona e em X. aromatica, espécies que apresentam tétrades polinicas,

observam-se as aberturas dos graos na juncao das tétrades (Fig. S4L).
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Caracteres referentes ao gineceu

Caradter 183 — Conagdo de carpelos: (0) ausente; (1) presente. Em todas as espécies, os
carpelos sdo livres entre si (Fig. S1B).

Cardater 184 — Gineceu pluricarpelar: (0) ausente; (1) presente. As sete espécies
apresentam gineceu formado por numerosos carpelos (Fig. S1B).

Carater 185 — Estigma curto: (0) ausente; (1) presente. O estigma ¢ curto em A.
crassiflora, A. dioica, A. emarginata e X. aromatica (Fig. S5A).

Cardter 186 — Estigma alongado: (0) ausente; (1) presente. Estigma alongado pode ser
observado em A. coriacea, D. furfuracea e G. australis (Fig. S5B).

Cardter 187 — Concrescimento dos estigmas formando o compitum ou cabega estigmatica:
(0) ausente; (1) presente. Com excecdo de D. furfuracea e X. aromatica, as outras espécies
apresentam a fusdo da base dos estigmas constituindo o compitum ou cabeca estigmatica
(Figs S5C, D), que protege o ovario da acdo de insetos polinizadores.

Carater 188 — Estilete curto: (0) ausente; (1) presente. Estilete curto ocorre em A4. dioica,
A. emarginata e D. furfuracea (Fig. S5C).

Carater 189 — Estilete longo: (0) ausente; (1) presente. Estilete longo pode ser observado
em A. coriacea, A. crassiflora, G. australis € X. aromatica (Fig. S5A).

Carater 190 — Canal estilar com epiderme secretora: (0) ausente; (1) presente. Todas as
espécies apresentam canal estilar formado por células papilosas a radialmente alongadas,
secretoras, de paredes delgadas e citoplasma denso com reserva amilifera (Fig. S5E).
Carater 191 — Ovario supero: (0) ausente; (1) presente. As sete espécies apresentam ovario
supero (Figs S5F, G).

Carater 192 — Tricomas simples na epiderme ovariana externa: (0) ausentes; (1) presentes.
Observam-se tricomas tectores simples na epiderme ovariana externa de A. coriacea, A.
crassiflora, A. dioica, G. australis e X. aromatica (Fig. SSH).

Cardater 193 — Tricomas estrelados na epiderme ovariana externa: (0) ausentes; (1)
presentes. Nao foram encontrados tricomas estrelados em nenhuma das espécies.

Cardater 194 — Escamas estreladas na epiderme ovariana externa: (0) ausentes; (1)
presentes. Duguetia furfuracea apresenta escamas estreladas na epiderme ovariana externa
(Fig. S51), aspecto caracteristico do género.

Cardater 195 — Um o6vulo por carpelo: (0) ausente; (1) presente. Com excecdo de X.
aromatica, as outras espécies apresentam um ovulo por carpelo (Fig. S5F), raramente dois.
Carater 196 — Varios 6vulos por carpelo: (0) ausente; (1) presente. Xylopia aromatica ¢ a

unica espécie que, tipicamente, apresenta varios ovulos por carpelo (Fig. S5G).
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Carater 197 — Placentacao basal: (0) ausente; (1) presente. Nas espécies que apresentam
apenas um 6vulo por carpelo, a placentagdo ¢ basal (Fig. SSF).

Carater 198 — Placentagdo parietal: (0) ausente; (1) presente. Na tinica espécie com varios
6vulos por carpelo, X. aromatica, a placentagdo ¢ parietal (Fig. S5G).

Carater 199 — Regido placentaria com células epidérmicas glandulares: (0) ausente; (1)
presente. Todas as espécies apresentam células epidérmicas glandulares na regido
placentaria (Fig. S5J), uma continuagdo da epiderme secretora do canal estilar.

Cardter 200 — Ovulo anatropo: (0) ausente; (1) presente. Com excec¢do de D. furfuracea,
todas as espécies apresentam ovulos anatropos (Fig. S5K).

Cardter 201 — Ovulo anacampilétropo: (0) ausente; (1) presente. Ovulo anacampilétropo é
observado apenas em D. furfuracea (Fig. SSL).

Cardter 202 — Ovulo hemianatropo: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies
apresenta 6vulo hemianatropo, apesar de ser referido para Annonaceae na literatura.
Cardter 203 — Ovulo tenuinucelado: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das Annonaceae
estudadas apresenta dvulo tenuinucelado.

Cardter 204 — Ovulo crassinucelado: (0) ausente; (1) presente. Todas as espécies
apresentam ovulos crassinucelados.

Cardter 205 — Ovulo unitegumentado: (0) ausente; (1) presente. No se observam 6vulos
unitegumentados nas espécies estudadas.

Cardgter 206 — Ovulo bitegumentado: (0) ausente; (1) presente. As sete Annonaceae
analisadas apresentam ovulos bitegumentados (Figs S5K, L), com o tegumento externo
formado por quatro a seis camadas de células, enquanto o tegumento interno ¢ bisseriado.
Cardter 207 — Ovulo tritegumentado: (0) ausente; (1) presente. Ndo foram encontrados
ovulos tritegumentados nas espécies estudadas, apesar dos relatos existentes na literatura
para a familia.

Carater 208 — Pericalaza no ovulo: (0) ausente; (1) presente. Todas as espécies estudadas
apresentam ovulos pericalazais (Fig. S5K).

Cardater 209 — Hipostase no ovulo: (0) ausente; (1) presente. Hipdstase evidente ¢
observada apenas nos 6vulos de D. furfuracea, G. australis e X. aromatica (Fig. S5L).
Carater 210 — Reserva de amido no megagametofito: (0) ausente; (1) presente. Nas sete
espécies, observa-se reserva amilifera no megagametofito.

Cardater 211 — Tétrade linear de megasporos: (0) ausente; (1) presente. Em todas as

espécies, a meiose origina tétrade linear de megasporos (Fig. S5SM).
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Carater 212 — Tétrade de megasporos em forma de T: (0) ausente; (1) presente. Nao ocorre
tétrade de megasporos em forma de T em nenhuma das espécies analisadas.

Carater 213 — Megagametofito com desenvolvimento do tipo Polygonum: (0) ausente; (1)
presente. Todas as Annonaceae estudadas apresentam megagametofito com
desenvolvimento do tipo Polygonum, com trés antipodas no polo calazal, duas sinérgides e
uma oosfera no polo micropilar, e uma célula central (Fig. S5N).

Carater 214 — Antipodas persistentes: (0) ausentes; (1) presentes. Nas Annonaceae aqui
estudadas, as antipodas sdo persistentes.

Cardter 215 — Fusao dos nucleos polares formando o ntcleo secundério: (0) ausente; (1)
presente. Apenas em X. aromatica, observa-se formagao do nucleo secundario (Fig. S50).
Carater 216 — Micropila endostomal: (0) ausente; (1) presente. Devido ao tegumento
interno ser mais longo que o tegumento externo, a micrépila das sete espécies ¢ formada
apenas pelo endostomio (Fig. S5J).

Carater 217 — Micropila exostomal: (0) ausente; (1) presente. Nao ocorre micropila
exostomal dentre as Annonaceae estudadas.

Cardter 218 — Micropila em ziguezague: (0) ausente; (1) presente. Nenhuma das espécies

estudadas apresenta micropila em ziguezague.
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Figura S1. Caracteres florais (A-B) e anatomia das sépalas (C-O) de Annona coriacea (C,
G-H, J), Annona crassiflora (D, 1, N), Annona dioica (F), Annona emarginata (K),
Duguetia furfuracea (B, E, L-M), Guatteria australis (O) e Xylopia aromatica (A).
Seccdes transversais (C-J, L-M), sec¢des longitudinais (A-B, K, O). A. Receptaculo
concavo (asterisco). B. Receptaculo convexo (asterisco). C-D. Tricomas tectores simples
ndo glandulares na face abaxial epidérmica. E. Escama estrelada na face abaxial
epidérmica. F. Face abaxial epidérmica contendo drusas (ponta de seta). G. Estdomato. H.
Braquiesclereides de paredes espessadas (seta). I. Células volumosas com acumulo de
substancias pécticas no espago periplasmatico (seta). J. Drusas no mesofilo das sépalas
(ponta de seta). K. Idioblastos lipidicos no mesofilo (seta). L. Feixe vascular colateral. M.
Drusas na face adaxial epidérmica (ponta de seta). N. Tricomas tectores simples ndo
glandulares na face adaxial epidérmica. O. Estomatos na face adaxial das sépalas.
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Figura S2. Pétala externa de Annona coriacea (Q), Annona crassiflora (J-K), Annona
dioica (B, D-F), Annona emarginata (G-H, L), Duguetia furfuracea (C, M, P) e Xylopia
aromatica (A, 1, N-O). Secgdes transversais (A-B, D-J, M-0O, Q), sec¢des longitudinais (C,
K-L), vista frontal (P). A. Tricomas tectores simples ndo glandulares na face abaxial. B.
Estomato na face abaxial epidérmica (seta). C. Escamas estreladas na face abaxial. D.
Tricomas tectores simples na face abaxial. E. Idioblastos fendlicos (seta) e
braquiesclereides no mesofilo (asterisco). F. Mesofilo colenquimatoso e face adaxial
epidérmica. G. Idioblastos lipidicos (asterisco) e células com acimulo de substancias
pécticas no espaco periplasmatico (seta) no mesofilo. H. Cristais do tipo drusa no mesofilo
(ponta de seta). 1. Idioblastos proteicos no mesofilo (seta). J. Feixe vascular colateral; notar
a presenca de fibras gelatinosas (seta) ao redor do floema. K. Tricomas tectores simples na
face adaxial epidérmica. L. Epiderme papilosa do tecido nutritivo. M. Face adaxial de
regido ndo nutritiva. N. Face adaxial da regido proximal de pétala externa. O. Epiderme
adaxial da regido mediano-distal de pétala externa; notar a maior densidade citoplasmatica
proxima a parede periclinal externa. P. Detalhe de tricomas estrelados. Q. Estomato na face
adaxial epidérmica.



147

-

g

TG
lr’ e

a R M
TTL M ' 2 LiE)
Ll tll.!'uqi ;

T(} e

Figura S3. Pétala interna de Annona coriacea (B, L, P), Annona crassiflora (E, M), Annona dioica
(C, H-1, S), Annona emarginata (N, R, X), Duguetia furfuracea (D, F, Q, V), Guatteria australis
(J-K) e Xylopia aromatica (A, G, O, T-U). Seccdes transversais (A, E, G, L-S, U-V), seccdes
longitudinais (B-D, H-K, T), vistas frontais (F, X). A. Juncdo entre pétalas internas a semelhanca
do ziper. B. Tricomas tectores simples ndo glandulares e estomatos (seta) na face abaxial. C.
Tricomas tectores simples na face abaxial. D. Escamas estreladas na face abaxial. E. Estomato na
face abaxial. F. Escamas estreladas. G. Mesofilo homogéneo. H-I. Mesofilo heterogéneo, com
regido regido adaxial formada por células de paredes irregularmente espessadas (H), e regido
abaxial de células parenquimaticas de formatos e tamanhos variados (I). J-K. Mesofilo
heterogéneo, com regido adaxial formada por células parenquimaticas de formatos e tamanhos
variados (J) e regido abaxial constituida por células de paredes irregularmente espessadas (K). L.
Braquiesclereides no mesofilo. M. Mesofilo com idioblastos fenoélicos (seta) e células com acimulo
de substédncias pécticas no espago periplasmatico (asterisco). N. Idioblasto lipidico. O. Idioblasto
proteico (ponta de seta). P. Feixe vascular colateral; notar a presenga de fibras gelatinosas (seta)
associadas ao floema. Q-S. Regido nutritiva da face adaxial. T. Nectario floral. U. Regido mediano-
distal das pétalas internas; notar a maior densidade citoplasmatica proxima da parede periclinal
externa. V. Tricoma estrelado na regido ndo nutritiva da face adaxial. X. Estomatos na face adaxial
epidérmica.



148

Figura S4. Caracteres do androceu de Annona coriacea (M, P), Annona crassiflora (F-G),
Annona dioica (C, L), Annona emarginata (B, D, H), Duguetia furfuracea (J-K), Guatteria
australis (O, Q) e Xylopia aromatica (A, E, I, N). Sec¢des transversais (C-F, N, P), sec¢des
longitudinais (A-B, G-M, O, Q). A. Vista geral dos estames. B. Conectivo em forma de
escudo. C. Epiderme do conectivo com células de paredes espessadas e lignificadas. D.
Antera tetrasporangiada. E. Antera mostrando o estomio. F. Microsporocito e parede da
antera em formacao. G. Antera com septos tapetais. H. Tapete ameboide; notar cristais no
tapete (ponta de seta). I. Antera com septo parenquimatico. J. Antera asseptada. K. Monade
com exina ornamentada. L. Tétrade de pdlen. M. Microsporogénse sucessiva. N.
Microsporogénese simultdnea. O. Mdnades de exina delgada e lisa. P. Exina espessa e
ornamentada. Q. Pdlen zonaperturado.
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Figura S5. Caracteres referentes ao gineceu de Annona dioica (E-F, H, J-K), Annona
emarginata (C-D), Duguetia furfuracea (1, L, N), Guatteria australis (B, M) e Xylopia
aromatica (A, G, O). Sec¢des longitudinais. A. Conjunto de estigmas e estiletes. B-C.
Compitum formado pela unido dos estigmas. D. Detalhe da fusdo dos estigmas formando o
compitum. E. Detalhe do canal estilar. F. Ovario sipero com apenas um 6vulo por carpelo.
G. Oviério supero com varios 6vulos por carpelo. H. Tricomas tectores na epiderme
ovariana externa. I. Escama estrelada na epiderme ovaria externa. J. Detalhe da regido
placentaria com células epidérmicas glandulares. K. Ovulo anatropo. L. Ovulo
anacampilotropo. M. Tétrade linear de megasporos. N. Megagametofito. O. C¢lula central
com nucleo secundario (seta).
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O presente trabalho retine um significativo conjunto de dados estruturais e
ultraestruturais inéditos referentes as flores de espécies de Annonaceae tipicas do Cerrado.
Sdo contribuicdes que favorecem o entendimento de relagdes ecoldgicas dessas plantas
com seus polinizadores, bem como apontam aspectos relevantes, com potencial uso tanto
taxonomico quanto filogenético.

Nos dois primeiros capitulos, abordaram-se estruturas que atuam como
recompensas aos polinizadores, os tecidos nutritivos e o nectario floral, que favorecem a
ocorréncia da polinizagdo. Deve-se destacar que a presenca de nectério floral em Xylopia
aromatica ¢ registro inédito para o género e que este ¢ o primeiro trabalho a caracterizar,
ao nivel ultraestrutural, os tecidos nutritivos de flores de Annonaceae.

Nos dois capitulos seguintes, foram documentados os processos de esporogénese e
de gametogénese, tanto masculina quanto feminina, esta confirmando a grande constancia
dos caracteres no grupo. A importancia dos caracteres estruturais e ontogenéticos do pdlen
para a sistematica ¢ reforcada por este trabalho, que destaca diversas semelhancas e
diferengas que podem, inclusive, ser utilizadas na separagdo dos géneros e espécies.

Finalmente, no tultimo capitulo, evidenciou-se a relevancia das peculiaridades
florais para avaliacdo de inter-relagdes especificas, a partir da andlise de significativo
numero de caracteres ecoldgico-funcionais e estruturais dos varios verticilos das flores de
Annonaceae, especialmente da corola.

Como perspectivas, este trabalho aponta para o interesse em se avaliarem,
detalhadamente, espécies de outros géneros da familia e tipicas de outros ambientes, de

modo a ampliar as conclusdes que os dados estruturais permitiram tirar com este trabalho.



