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RESUMO

A cerejeira-do-mato (Eugenia involucrata DC) € uma espécie nativa do sul do Brasil,
que apresenta elevado potencial econdmico a ser explorado, em virtude
principalmente das caracteristicas organolépticas de seus frutos. Estes sao
destinados ao consumo in natura, a produgao de licores e geléias pela agroindustria
familiar e utilizados para a producédo de fitoterapicos. Esta espécie apesar de
apresentar grande potencial agronémico a ser explorado, ainda permanece
subutilizada quando comparada a outras frutiferas. Outra problematica que envolve
0 género Eugenia consiste na complexidade de delimitacdo dos seus taxons. Diante
disso, o presente trabalho teve por objetivo realizar um estudo citogenético, com
enfoque na determinacéo do nivel de ploidia e analise do comportamento meidtico e
dos graos de polen, que fornecem informagdes de carater relevante quando
associados a estudos evolutivos ou quando aplicados como informagdes auxiliares
em programas de melhoramento genético. Amostras de inflorescéncias em
diferentes estagios de desenvolvimento foram coletadas para a realizagdo de
analises citogenéticas e palinologicas para analise do comportamento meiético,
determinacao do nivel de ploidia, indice meidtico, viabilidade polinica e morfologia
dos gréos de pdlen. As analises permitiram concluir que os individuos analisados
apresentam 2n=2x=18 cromossomos e possuem meiose regular, ja que nao foram
observadas alteracbes cromossémicas nas fases avaliadas, indicando assim uma
alta estabilidade meidtica. Estes dados foram confirmada pelo indice meidtico e pela
viabilidade polinica que se apresentaram superiores a 95%. A morfometria dos graos
de podlen contrastou com dados previamente relatados na literatura para a espécie,
mostrando que a mesma apresenta graos caracterizados como mdnades, pequenos,

verrugado, prolatos, sincolpados, de simetria bilateral e ambito triangular.

Palavras-chave: Cerejeira-do-Rio-Grande. Meiose. Palinologia.



ABSTRACT

The cherry-eating fox (Eugenia involucrata DC) is a native specie of south Brazil,
which has high economic potential to be explored, mainly due to the organoleptic
characteristics of their fruits, which are intended for fresh consumption or liquors and
jams production by the agroindustry, highlighting yet, their possible use for the
production of phytotherapeutic products. Despite this specie has a great agronomic
potential to be handled, it remains underutilized when compared to other fruit. In
addition, another problem involving Myrtaceae species, in particular the genus
Eugenia, is the complexity of delimitation of their taxa. Therefore, this study aimed to
carry out a cytogenetic analysis focused on determining the ploidy level and analysis
of meiotic behavior and pollen grain, which constitute relevant informations when
associated with evolutionary studies or when applied as auxiliary information in future
improvement genetic programs. Inflorescences samples at different stages of
development were collected for carrying out cytogenetic and pollen analysis for
analysis of the meiotic behavior, determination of the ploidy level, meiotic index,
pollen viability and pollen grains morphology. The analyzes enabled to conclude that
the individuals analyzed presented 2n=2x=18 chromosomes, have regular meiosis,
since chromosomal changes do not were observed in all evaluated phases, thus
indicating a high stability meiotic, which was confirmed by the meiotic index and the
pollen viability that showed up more than 95%. The morphometry of the pollen grains
contrasted with data previously reported in the literature for the specie, showing that,
it has grains characterized as monads, small, verrucate, prolate, sincolpate, bilateral

symmetry and triangular ambit.

Keywords: Cherry of the Rio Grande. Meiosis. Palynology.
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1 INTRODUGAO

A familia Myrtaceae apresenta espécies de expressiva representatividade do
bioma brasileiro, sendo algumas utilizadas na medicina popular no tratamento de
disturbios gastrointestinais, estados hemorragicos e doencgas infecciosas. Trata-se
de uma das familias botanicas mais conhecidas, devido ao potencial tecnolégico de
espécies nativas, com frutos em condi¢des para a industrializagdo, que apresentam
bom rendimento em polpa, aroma caracteristico e presenga de compostos

fitoquimicos com propriedades antioxidantes (CAMLOFSKI, 2008).

No Brasil, a familia das mirtaceas compreende 23 géneros e 999 espécies,
de alto potencial a ser explorado como espécies ornamentais ou com destino a
producdo comercial de frutos. Entre os géneros brasileiros, destaca-se o género
Eugenia, como um dos maiores, abrangendo aproximadamente 600 espécies
(SOBRAL et al., 2014).

Espécies desse género apresentam valor comercial, nutritivo e potencial
ornamental, além de seu aproveitamento na obtencdo de farmacos (REGO,
LAVORANTI; NETO, 2006). Além disso, algumas espécies também podem ser
utilizadas em programas de recuperagao de areas degradadas e de preservagao
permanente, por apresentarem frutos amplamente consumidos pela avifauna, o que
auxilia na dispersado das sementes (DEGENHARDT; FRANZON; COSTA, 2007).

Um exemplo de espécie com diversas potencialidades € a Eugenia
involucrata DC, popularmente conhecida como cerejeira-do-mato ou cerejeira-do-rio-
grande, nativa do sul do Brasil, que apresenta elevado potencial econdmico a ser
explorado, em virtude principalmente das caracteristicas organolépticas dos seus
frutos, sendo estes, destinados ao consumo in natura ou a producao de licores e
geléias pela agroindustria, e ainda, por sua possivel utilizagdo para producédo de
fitoterapicos (CAMLOFSKI, 2008).

No entanto, grande parte dessas espécies ainda permanece subutilizada
uma vez que o setor fruticola nacional, em sua maioria, ainda tem direcionado suas
acdes ao cultivo de espécies exodticas que sao adaptadas a condigdes climaticas do
pais. De acordo com Prado (2009), a espécie vem sendo cultivada somente em
pomares domésticos nas regides Sul e Sudeste do Brasil. No exterior, a produgao da
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cerejeira-do-mato, denominada erroneamente de Eugenia aggregata (SHARPE;
SHERMAN; BENDER, 1996; LORENZI et al., 2006) é considerada significativa.

Associada a sua baixa exploracdo comercial, dados citogenéticos e
palinolégicos séo escassos para E. involucrata. Tais estudos s&o importantes por
fornecerem bases a programas de melhoramento genético e proporcionarem um
melhor entendimento sobre aspectos taxondmicos, biossistematicos e evolutivos da

especie.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O Brasil possui rica diversidade vegetal, no entanto, varias espécies
frutiferas que continuam subutilizadas e em muitos casos praticamente
desconhecidas, apesar de apresentarem potencial agrondmico (DEGENHARDT;
FRANZON; COSTA, 2007).

De acordo com Sarmento e Silva (2012) informagdes sobre o modo de
reproducdo e nivel de ploidia de espécies nativas de Mirtaceas sao escassas, sendo
as pesquisas direcionadas, em grande parte, a goiabeira-serrana (Acca sellowiana),
aragazeiro (Psidium cattleyanum) e pitangueira (Eugenia uniflora), devido ao maior

potencial agrondmico e comercial.

Além disso, informagcbes sobre a morfologia polinica tém sido
empregadas como ferramentas auxiliares em estudos filogenéticos, a fim de
colaborar na melhor delimitacdo dos taxons. Acrescido a este estudo, a
determinacédo do numero cromossdmico tende a auxiliar em estudos evolutivos e

compreensao da distribuicdo geografica.

O entendimento da morfologia dos graos de pélen é relevante para o estudo
genético das plantas, uma vez que o mesmo possibilita a compreensao do seu
comportamento reprodutivo. Tais dados podem ser empregados em estratégias de
conservagao e programas de melhoramento, auxiliando também na distingdo das
espécies por meio de analises morfolégicas e de viabilidade (KARSBURG;
BATTISTIN, 2005).

Estudos mais detalhados com mirtaceas brasileiras foram realizados com
mais énfase a partir da década de 1980, porém, depois destes relatos ndo houve
significativo avango das pesquisas com estes materiais, sendo as pesquisas
concentradas regionalmente. As ultimas informacbes divulgadas sobre estudos
taxondmicos deste grupo tém evidenciado a necessidade de estudar as relagoes

ainda insatisfatoriamente delimitadas entre os géneros.

Além disso, a variabilidade genética presente no género Eugenia ainda é
pouco estudada e ha o registro de citotipos para espécies deste género (COSTA,
2004), o que reforca a necessidade de realizagdo de andlises citogenéticas e

palinologicas.
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Considerando a espécie Eugenia involucrata, poucos estudos foram
realizados nesse sentido. Ha relatos somente sobre o numero cromossémico e
analises reprodutivas, avaliagdo do indice meidtico e palinologia, nos quais o0s
autores ressaltam que outros trabalhos devem ser realizados, a fim de reconhecer a
variabilidade genética da espécie, preferencialmente nas diferentes populagdes
encontradas em regides distintas (COSTA, 2004; TAKEDA et al., 2012; JUNIOR et
al. 2006).
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo realizar um estudo
citogenético com a espécie Eugenia involucrata, com enfoque na determinagédo do

comportamento meidtico e na analise do grao de polen.

1.2.2 Objetivos Especificos
Determinar o numero cromossémico e o nivel de ploidia;

Analisar o comportamento meidtico;
Analisar a viabilidade dos graos de pdlen por meio de testes colorimétricos;

Caracterizar a morfologia dos graos de pélen.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DESCRIGCAO BOTANICA E IMPORTANCIA ECONOMICA

A familia Myrtaceae apresenta cerca de 140 géneros, dos quais o género
Eugenia possui espécies de valor comercial, nutritivo e potencial de aproveitamento
para obtencao de farmacos (CAMLOFSKI, 2008).

A cerejeira-do-mato (E. involucrata DC), também conhecida como cerejeira,
cerejeira-da-terra, cerejeira-do-rio-grande, cereja-preta, ibaiba e ivai, é nativa do Sul
do Brasil, e ocorre desde o Rio de Janeiro e sul de Minas Gerais até o Rio Grande do
Sul (DEGENHARDT et al., 2007). Constitui uma espécie comum na Floresta
Estacional Semidecidual do Planalto e do Alto Uruguai, e na Floresta Ombrdfila
Densa, sendo também identificados exemplares nas encostas da Serra Geral, Serra

do Sudeste, além de formacgdes florestais na Argentina, Paraguai e Uruguai.

A arvore tem de 10 a 15 metros (Figura 1), de tronco retilineo com casca de
coloracao variando de acordo com a idade, apresentando tonalidades esverdeadas
até o castanho-acinzentado. A copa é longa, estreita e de ramificacdo ascendente,
possui densa folhagem verde-escura-brilhante perenifélia ou semidecidua. As folhas
sdo opostas e simples, e as flores sao formadas por quatro pétalas brancas, de 2 a 3
cm de didmetro. Os frutos consistem em uma drupa oblonga (Figura 2), carnosa,
lisos, coroado por sépalas foliaceas persistentes, medem aproximadamente 2,5cm de
comprimento e 2,0cm de didmetro, sendo que cada fruto pode ter até quatro

sementes. Quando maduros, os frutos possuem coloragéo negro-vinacea.
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Figura 1. Arvore de Eugenia involucrata DC (Cerejeira-do-mato). (Fonte:
http://www.smgrowers.com/products/plants/plantdisplay.asp?plant_id=3. 437)

Figura 2. Inflorescéncia e frutos de Eugenia involucrata DC em diferentes estadios de maturagéo
(Fonte: http://www.smgrowers.com/products/plants/plantdisplay.asp?plant_id=3. 437).
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As plantas, autégamas, florescem entre setembro e outubro, e frutificam
entre outubro e novembro. A propagacao desta espécie é realizada geralmente via
sementes, podendo ser realizada também pela técnica de estaquia. E uma planta
melifera, e sua madeira pode ser utilizada para fabricagdo de ferramentas rurais e
ripas (DEGENHARDT; FRANZON; COSTA, 2007).

A espécie possui elevado potencial econbmico em fungdo do uso como
ornamental e devido a suas propriedades organolépticas e a possibilidade de
extracdo de 6leos essenciais que pode ser alvo de estudos por pesquisadores e
fonte de diversificagao de renda para agricultores familiares, aproveitando o nicho de

mercado avido por novos alimentos funcionais.

Outro potencial de uso de cerejeira-do-mato surge na possibilidade de
seu incremento em policutivos. Esta espécie apresenta flores meliferas e
intensamente perfumadas, sendo, portanto, atrativa para diferentes polinizadores,
dentre os quais destaca-se as abelhas da espécie Apis melifera. As flores possuem
na sua base nectarios de onde as abelhas extraem o néctar, razdo pela qual esta
espécie € considerada importante como fonte de matéria prima para as abelhas e
recomposicdo de florestas, principalmente nos sistemas agroflorestais (REGO,
2006).

Para garantir o seu uso posterior, torna-se relevante elencar estratégias de
uso e conservagao de recursos genéticos nativos a fim de assegurar a existéncia da
especie e evitar a perda de diversidade, decorrentes geralmente da pressao
antropica e expansao da agricultura. Embora o Brasil detenha grande diversidade
biolégica, dentre as quais as mirtaceas se destacam, ainda sdo escassas as
pesquisas sobre o modo de reproducgao, nivel de ploidia e comportamento meidtico
da espécie. Tais dados podem contribuir para a selegao de genétipos para fins de
conservagdo em Bancos de Germoplasma ou ainda viabilizar mecanismos de

utilizagao destes recursos genéticos em futuros programas de melhoramento.

Nesse sentido, ressalta-se a importancia da realizacdo de estudos em areas
antropizadas, e principalmente com espécies nativas, a fim de assegurar a
diversidade vegetal da regido. Segundo Martinez (1976 apud SILVEIRA et al., 2006)
estudos tém sido realizados para a familia Myrtaceae, no sentido de, esclarecer

duvidas sobre o status taxondmico de diversas espécies. Desse modo, os estudos
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cariotipicos sdo de grande importancia, pois permitem estabelecer alto grau de
confianga nos fundamentos citoldégicos e genéticos da planta (SILVEIRA et al.,
2006).

2.2 ASPECTOS CITOTAXONOMICOS DA FAMILIA MYRTACEAE E DO GENERO
EUGENIA

Myrtaceae € uma familia bastante complexa e o seu estudo é dificultado pela
forte correlagao filogenética entre seus taxons, pela interpretacdo morfolégica dos
caracteres e pelas correlagdes frequentemente pouco representativas de sua grande
variabilidade e distribuigdo (McVAUGH, 1956).

Farias Junior (2014) ressalta que desde a publicacdo da “Flora Brasiliensis”
feita por Berg, entre os anos de 1857 e 1859, nenhum outro estudo contemplou de
forma expressiva as mirtadceas brasileiras, no sentido de procurar melhorar a

delimitagdo das espécies brasileiras da familia Myrtaceae ou do género Eugenia.

Myrtaceae constitui uma das mais importantes familias de Angiospermas no
Brasil, concentrada em uma unica tribo, Myrteae e trés subtribos Myrciinae,
Eugeniinae e Myrtinae (MORAIS; CONCEICAQO; NASCIMENTO, 2014).

Segundo Caliari (2013), a estimativa da diversidade especifica em Myrtaceae
€ controversa e valores giram em torno de 3.800 a 5.800 espécies, organizadas em
aproximadamente 140 géneros. Considera-se que esta familia esteja posicionada na
ordem Myrtales, e que, embora possua ampla distribuicdo, esta se encontra mais

frequentemente distribuida em zonas tropicais e subtropicais do globo.

De acordo com o mesmo autor a circunscricdo da familia tem sofrido
alteracdes, desde 1828, quando as entidades intrafamiliares foram classificadas com
base na consisténcia dos frutos, dividindo a familia em cinco tribos. No entanto,
atualmente, dentre as cinco tribos originalmente reconhecidas, somente trés
constituem o grupo considerando-se circunscricdo atual, sdo eles: Myrteae (com
frutos carnosos), Leptospermeae (com frutos capsulares) e Chamelaucieae (com

frutos indeiscentes). No entanto, andlises filogenéticas realizadas mais
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recentemente, por Wilson et al. (2005), por exemplo, evidenciam que a divisdo em

trés grupos, de acordo com a consisténcia dos frutos, deveria ser abandonada.

A circunscricao de Myrtaceae, incluindo Psiloxylon e Heteropyxis, apresenta
maior suporte filogenético, abrangendo duas subfamilias: Myrtoideae, composta por
Myrtaceae e Psiloxyloideae, composta por Psiloxylon e Heteropyxis (WILSON et al.,
2005; CALIARI, 2013). Entretanto, ha uma consideravel discordancia entre os
autores quanto a circunscricdo de géneros e espécies, principalmente nos tropicos,

o que tem impulsionado estudos filogenéticos recentes.

A partir de estudos moleculares e de informagdes morfologicas identificadas
por Wilson et al. (2005) admite-se que os grupos infra-familiares de Myrtaceae
precisam ser redefinidos, uma vez que certas caracteristicas classicamente
utilizadas em sua delimitagdo se mostram inconsistentes, como por exemplo a
ocorréncia de frutos carnosos, que sao considerados tipicos da subfamilia
Myrtoideae. De acordo com Silva (2009), acredita-se que possivelmente essa
caracteristica tenha surgido independentemente em pelo menos trés ocasides
distintas na histéria evolutiva da familia, ndo sendo, portanto, um bom carater

taxonémico. Tais dados evidenciam a importancia de estudos citotaxonémicos.

Lucas et al. (2007) confirmaram o que havia sido evidenciado por Wilson et
al. (2005), ou seja, que os trés grupos em que os géneros americanos de Myrtaceae
eram divididos ndo sao monofiléticos, pois a morfologia do embrido eugenidide teria
evoluido independentemente em dois momentos diferentes, no “grupo Plinia” e no

“‘grupo Eugenia’.

Outros autores consideram todas as espécies americanas, com a excegao do
género monotipico chileno Tepualia, estdo incluidas em Myrteae, que abriga
aproximadamente 49 géneros e cerca de 2500 espécies segregadas em sete grupos
informais e mais trés taxons isolados (LUCAS et al., 2007). Vale acrescentar que,
tais grupos sao posicionados desta maneira, devido a quatro caracteres, séo eles:
morfologia do embrido, numero de 6vulos no ovario, placentagdo e anatomia dos
vasos. Ainda segundo o referido autor, no Brasil ocorrem dois dos trés taxons
isolados e seis dos sete grupos informais.
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Esses mesmos autores reconheceram, a partir de um estudo filogenético
realizado com a tribo Myrteae, sete grupos, sendo um grupo australiano-asiatico e
outros seis grupos sulamericanos, sao eles: grupo “Plinia”, grupo “Myrcia”, grupo

“Myrceugenia”, grupo “Myrteola”, grupo “Pimenta”, grupo “Eugenia”.

Lima (2011) relata que apos estudos moleculares realizados por Wilson et al.
(2005), a familia foi reorganizada, pois os dados demonstraram o ndo monofiletismo
das subfamilias. Desde entdo, Myrtaceae tem sido dividida nas subfamilias
Psiloxyloideae, caracterizada principalmente pelas flores unissexuadas e numero
cromossOmico basico n=12, e Myrtoideae, com flores unissexuadas e numero
cromossOémico n=11. A primeira inclui dois géneros ocorrentes na Africa (Psiloxylon
Thouars ex Tul. e Heteropyxis Harv.), enquanto que a segunda é representada por

todas as outras Myrtaceae conhecidas.

No Brasil, Myrtaceae esta representada apenas pela subfamilia Myrtoideae,
dentro da tribo Myrteae, com ampla distribuicdo, sendo que mais de 700 espécies

s&o exclusivamente brasileiras (SOBRAL et al. 2015).

Landrum e Kawasaki (1997, apud ROMAGNOLO e SOUZA, 2006) relatam
que a familia Myrtaceae abrange 23 géneros. McVaugh (1968) estima que em torno
de um terco destas espécies pertencem ao género Eugenia, que tem ampla

distribuicdo, havendo registros de ocorréncia desde o México até a Argentina.

Dentre os géneros de Myrtaceae, o género Eugenia destaca-se como sendo o
maior, sendo composto por aproximadamente 1038 espécies. Baseando-se em
analises de filogenia molecular, atualmente o género pode ser subdividido em oito
secoes, e possivelmente este deve ser originario do oeste ou sudeste da América do
Sul, tendo migrado desde as regides andinas para o norte ou nordeste da América
do Sul e com ocorréncia desde o México e Caribe até o norte da Argentina, Africa e
Sudeste da Asia (FARIA JUNIOR, 2014).

A respeito da espécie interesse para este trabalho e evidenciando-se, mais
uma vez, a problematica a respeito do conhecimento e delimitacdo das espécies
desta familia, acrescenta-se que a espécie E. involucrata foi denominada
erroneamente de E. aggregata. (SHARPE; SHERMAN; BENDER, 1996; LORENZI et

al., 2006). Admite-se que a referida espécie esteja incluida na familia Myrtaceae,
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Subfamilia Myrtoideae, Tribo Myrteae, Subtribo Eugeniinae, Género Eugenia
(SOBRAL et al., 2015).

Sao reconhecidas onze sinonimias para E. involucrata DC os seguintes
nomes cientificos: E. aggregata (Vell.) Kiaersk.., E. bracteata Vell.., E. calystegia
(O.Berg) Nied..., E. laevigata (O.Berg) D.Legrand., E. minutifolia (Mattos &
D.Legrand) Mattos, E. pallescens Kiaersk..., Myrtus aggregata Vell.., Phyllocalyx
cerasiflorus O.Berg., Phyllocalyx involucratus (DC.) O.Berg., Phyllocalyx laevigatus

O.Berg., Stenocalyx involucratus (DC.) Kausel.

Avaliacdes da morfologia e numero cromossomico e a identificagdo de
variagdes cromossdmicas de um taxon associadas a outros caracteres citologicos
permitem reconhecer o numero basico do grupo, auxiliando no entendimento de
variagbes genéticas envolvidas na evolugdo de um grupo, como também na
delimitagcdo taxonémica de espécies (YOSHIMOME; SOUZA; KARSBURG, 2008).

Em um estudo realizado por Costa (2004) com diversas espécies de
mirtaceas brasileiras, coletadas em diferentes formacdes vegetacionais da regiao
sudeste do Brasil, confirmou-se o numero basico descrito para a familia de x = 11.
No entanto, no mesmo estudo, para as espécies representativas do género Eugenia,
variagdes intra-especificas no nivel de ploidia também foram observadas, por meio
do relato de citétipos. Neste mesmo trabalho, o referido autor determinou o mesmo
numero para individuos de E. bracteata Vell. (sinonimia de E. involucrata DC).

De acordo com esse autor, a alta frequéncia de citétipos diferenciados pelo
nivel de ploidia permite supor que nas demais espécies em que se constatou
poliploidia e para as demais diploides, também possam existir citotipos.

Costa (2004) sugere que a diferenciagao de ragas cromossdmicas ou citétipos
pode ser entendida como uma etapa intermediaria e relevante que favorece o
processo de especiagao, tendo em vista que pode ocasionar o isolamento genético
pela possibilidade de fornecer uma barreira ao fluxo génico, atuando na
diferenciagcao dos mesmos.

A meiose é um tipo de divisdo celular especifica que ocorre em organismos
eucariotos na qual uma célula-mae se divide e origina quatro células-filhas com
metade do numero cromossdmico. Esse € considerado um processo essencial para
os organismos de reproducdo sexuada, responsavel por ampliar a variabilidade

genética. Assim, para aumentar a eficiéncia da reproducdo das culturas, a
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compreensao do mecanismo pelo qual a variacdo € ampliada e transmitida é de
grande relevancia (HARRISON et al., 2010).

Para avaliar aspectos reprodutivos das plantas sob o ponto de vista meidtico

podem ser realizados diferentes tipos de analises:

a) Avaliagdo do comportamento meidtico - refere-se a analise do
comportamento dos cromossomos durante a primeira e segunda divisbes da meiose.
Aspectos como o pareamento cromossOmico € o numero de bivalentes na proéfase |,
o alinhamento no plano equatorial dos pares de homdlogos na metafase |, a
disjuncédo cromossdmica na anafase | e anafase |l podem ser analisados. Dados
dessa natureza para E. involucrata sao inexistentes na literatura e limitam-se
somente a determinagcdo do numero cromossémico, como a descrigdo realizada por
Costa (2004).

b) Observagao do indice meidtico - refere-se a uma analise rapida e precisa
a respeito do desempenho reprodutivo de um ou mais individuos de uma espécie em
relacdo ao processo de formacao de tétrades e consequentemente, dos graos de
polen. Trabalhos dessa natureza foram realizados por Franzon e Raseira (2004) no
qual foi avaliado o indice meidtico de algumas espécies representantes de
Myrtaceae nativas da regido Sul, tais como Acca sellowiana (goiabeira serrana), E.
pyformis (uvaia), E. uniflora (pitanga), Campomanesia xanthocarpa (gurabiroba) e E.
involucrata (cerejeira-do-mato). Dentre as referidas espécies, a goiabeira-serrana
apresentou elevada estabilidade citologica, enquanto que as demais apresentam
estabilidade razoavel. Foi relatado também nesse estudo que a anormalidade mais

comum foi a ocorréncia de triades.

c) Avaliagao da viabilidade polinica - refere-se a avaliagao do percentual de
graos de podlen viaveis e inviaveis ao final da meiose. Tais analises podem ser
realizadas por meio de métodos colorimétricos ou por meio da analise da
germinagao dos graos de pdlen em meio de cultura. Considerando os métodos
colorimétricos, diferentes corantes celulares podem ser utilizados para esse fim. O
corante carmim acético 2%, por exemplo, reage corando em tons avermelhados os
graos de polen viaveis, em seus diferentes estagios de maturacdo. Graos de pdlen
incolores sao considerados inviaveis (STANLEY; LINSKENS, 1974).
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Outra técnica que pode ser empregada € a coloragdo com a solugéo de
Alexander. Esta é composta por dois corantes: o verde malaquita e a fucsina acida.
O primeiro reage com a parede celular corando-a de verde, e a fucsina acida ao
reagir com o protoplasma do grao de pélen adquire coloragao violeta. Graos corados
somente de verde s&o considerados inviaveis e os graos corados de azul-vinaceo
sdo considerados viaveis. Esse corante diferencia os grdos de pdlen maduros
daqueles que foram abortados no inicio do desenvolvimento e desse modo nao
apresentam protoplasma (ALEXANDER, 1969; HOFFMAN; VERASSIM, 2011). Nao
ha relatos na literatura sobre o emprego desses corantes para a determinacdo da

viabilidade polinica para E. involucrata.

Assim, informagdes referentes ao comportamento e indice meidticos e
viabilidade polinica sao imprescindiveis para um melhor conhecimento dos aspectos
reprodutivos de uma espécie, fornecendo subsidios para o desenvolvimento de
programas de melhoramento, conservacdo de germoplasmas e possibilitando o
entendimento dos aspectos evolutivos e sistematicos. Como tais dados sao

praticamente inexistentes para E. involucrata, essas analises sdo essenciais.

2.3 PALINOLOGIA DA FAMILIA MYRTACEAE E DO GENERO EUGENIA

A Palinologia € a ciéncia que estuda os graos de pdlen e os esporos das
samambaias e licéfitas. Essa pode ser aplicada a taxonomia porque os graos de
polen e esporos conservam caracteristicas de sua camada externa (exina), devido a
presenca de um polimero muito estavel quimicamente, chamado de esporopolenina.
Detalhes estruturais e esculturais da exina, assim como os padrées de aberturas,
sao muito conservados e geralmente mantidos numa mesma linha evolutiva,
auxiliando na caracterizagéo e distingao taxonémica (STANSKI, 2014).

De acordo com Thornhill (2010), pélens de mirtaceas sé&o geralmente
caracterizados como sincolpados (quando, sob visdo polar, suas aberturas
alongadas se unem nos poélos, pelas suas extremidades sem a ocorréncia de espaco
entre elas - Figura 3a) ou parassincolpados (quando, sob visao polar, suas aberturas
alongadas se ramificam antes de se unirem, deixando uma &area entre elas - Figura
3b).
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Figura 3. Visdo polar de grdos de pdlen indicando a unido das aberturas do tipo sincolpado (A) e

parassincolpado (B). Fonte: Mauro Ramalho (www.webbee.org.br/pesquisa/palinologia.pd)

Relatos sobre a morfologia polinica de espécies do género Eugenia foram
realizados por STANSKI (2014). Em seu trabalho foram avaliados graos de podlen de
espécies da subtribo Eugeniinae (E. arenosa Mattos; E. handroana D. Legrand.; E.
hiemalis Cambess.; E. pitanga (O. Berg) Nied.; E. punicifolia (Kunth) DC. e E.
uniflora L. provenientes de diferentes regides do Estado do Parana. De acordo com
a autora, o género Eugenia pode ser considerado euripolinico onde a morfologia dos
graos de podlen, na maioria das vezes, caracteriza géneros e familias. Além disso, os
graos de polen das espécies estudadas foram caracterizados como ménades,
isopolares; de simetria radial; com ambito triangular, quadrangular ou raramente
pentagonal; de tamanho pequeno (raramente médio); com forma oblata-esferoidal,
suboblata, prolata esferoidal ou subprolata; 3-4-(5)-colporados ou irregularmente
parassincolporados; a ornamentacido da exina se mostrou areolada, psilada a
escabrada, granulada ou rugulada.

Para E. involucrata DC ha relatos de que os graos de pélen sédo peroblatos
(< 0,50 ym) com P/E = 0,38 (TAKEDA, 2002). Entretanto, JUNIOR et al. (2006)
classificaram os graos de pdlen dessa espécie como mdnades, pequenos, psilados,
prolatos, sincolpados e de ambito triangular. Considerando que variacdes
palinolégicas sao frequentemente observadas em espécies que possuem variagoes
cromossdmicas intra-especificas (COOPER et al., 2000; CUADRADO, 2003; SOUSA
et al., 2013) mais estudos dessa natureza sao relevantes para essa espécie, ja que

a presenca de citétipos para espécies desse género ja foi relatada.
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Graos de pdolen maduros, além de serem importantes para a reproducio,
atuam também como sitios de armazenamento de substéncias de reserva como
carboidratos, lipideos e proteinas os quais sdo essenciais, dentre outras fungdes,
para a iniciagcao do crescimento do tubo polinico durante sua germinagao
(RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2003). A quantidade e a natureza do armazenamento
dessas substancias pode diferir entre diferentes espécies de plantas (ELISEU;
DINIZ, 2008). Tais estudos sao uteis para o entendimento do desenvolvimento dos
graos de pdlen, bem como dos fatores que podem influenciar na sua viabilidade.
Analises citoquimicas dos graos de pdlen de espécies do género Eugenia, incluindo

a espécie em questdo, sdo inexistentes na literatura.

2.4 CITOGENETICA

Vale a pena ressaltar que do ponto de vista citogenético, sdo escassas as
informagdes a respeito da biodiversidade nativa tropical. De acordo com Singh
(1993), avaliagdes citolégicas podem trazer importantes contribuicdes no
senmjkmj6ti22do de aumentar a eficiéncia das estratégias de conservacdao e em

trabalhos de melhoramento de plantas.

Dentre estas avaliagbes, pode-se citar a citogenética, a qual compreende
todo e qualquer estudo relativo ao cromossomo isolado ou em conjunto, condensado
ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia, organizagao, fungéo e
replicacdo quanto sua variacdo e evolugao, consistindo desta maneira em uma
ferramenta relevante no que refere-se a complementacdo de informagdes obtidas
por meio dos métodos morfoldégicos e moleculares para o estudo da sistematica e
evolugdo das plantas (GUERRA, 2008).

Desde o inicio do século XX, a citogenética vem sendo amplamente utilizada
em trabalhos que envolvem caracterizacdo taxondmica e estudos de evolugao e
filogenia. O destaque principal € a citotaxonomia classica que se caracteriza pela
observagdo do numero e da morfologia dos cromossomos mitéticos e de seu
comportamento meidtico.

A analise do comportamento meidtico esclarece possiveis erros

apresentados durantes as fases da meiose | e Il. Esses erros meiéticos causam
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anormalidades, que, por sua vez, acarretam em disfungdes na formacdo e
viabilidade do grédo de polen, que podem esclarecer sobre a qualidade de
propagacao da espécie e conservagao na regido de estudo (GODQY; PEREIRA,;
SANTOS, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DE MATERIAL VEGETAL

Amostras de inflorescéncias em diferentes estagios de desenvolvimento
foram coletadas de quatro individuos presentes em uma propriedade situada no
municipio de Campo Eré, no Estado de Santa Catarina, Brasil. Estas foram fixadas

em Carnoy (solugéo de etanol: acido acético na proporgao de 3:1).

Posteriormente, os materiais foram levados ao laboratorio de Biologia
Celular, da Universidade Federal de Santa Catarina, no Campus de Curitibanos,
para a realizacdo das analises citogenéticas e palinoldégicas previstas na

metodologia de estudo.
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3.1  ANALISE CITOGENETICA
3.2.1. Analise Meidtica e determinagao do nivel de ploidia

Para a obtencdo de ceélulas meidticas, anteras fixadas em diferentes
estagios de desenvolvimento foram maceradas em solugdo enzimatica e, em
seguida, submetidas a técnica de suspensao celular adaptada a flores de tamanho
reduzido (VICCINI et al., 2006).

Primeiramente, com o auxilio de estiletes adaptados, botdes florais foram
abertos, a fim de separar as anteras. Essas foram colocadas em um microtubo de
0,3mL adaptado com uma tela de poliéster (malha de 60um) contendo agua
destilada. As anteras foram lavadas para a retirada do excesso de fixador e
posteriormente foi adicionada a solugéo enzimatica Pectinase: celulase (2: 20). As
amostras foram acondicionadas em banho-maria por 4 horas e 30 minutos a 37°C.
Apos a maceragao enzimatica, retirou-se o excesso da enzima e foi realizada outra
lavagem em agua destilada. O microtubo adaptado foi colocado em outro microtubo
(0,5mL) contendo agua destilada. As anteras maceradas foram entdo fragmentadas
mecanicamente com o auxilio de um estilete adaptado para a liberacdo dos
meioécitos. A suspensao celular restante foi centrifugada duas vezes a 3000 rpm.
Apods a primeira centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e adicionou-se agua
destilada, enquanto que posteriormente a segunda centrifugacédo descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se o fixador (etanol: acido acético 3:1). As amostras foram
armazenadas em freezer até o preparo das laminas. Diversas suspensodes celulares

foram realizadas para a obtengdo de meiécitos em diferentes fases da meiose.

Para o preparo de laminas, a suspensao celular foi ressuspendida com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro a fim de homogeneizar a solugdo. Foram
adicionadas de 3 a 5 gotas da suspensao/lamina e as mesmas foram secas ao ar e
em placa aquecedora. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em solucao de
acido acético 45% gelado por 10 segundos. Apds secar as laminas ao ar e em placa
aquecedora, as mesmas foram coradas em solucdo de Giemsa 5% por quatro
minutos. Posteriormente, para as analises de rotina, as laminas foram observadas

sob microscoépio de luz de campo claro Olympus CX2.

A fim de analisar o processo meidtico, todas as células encontradas em

diferentes fases da divisdo meidtica consistiram em objeto de analise. O nivel de
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ploidia foi verificado pela contagem de cromossomos bivalentes presentes na

diacinese (préfase I).

O indice meidtico (IM) foi estimado de acordo com a seguinte férmula
proposta por LOVE (1949):

( (Numero de tétrades normais ) 100
Niumero de tetrades analisadas

Na analise, tétrades com quatro células de tamanho igual foram
consideradas normais, e qualquer desvio como anormal. Foram analisadas

aproximadamente 1480 células.

As melhores imagens foram digitalizadas em microscopio de luz de

epifluorescéncia BX-60 acoplado com camara digital Olympus DP73.
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3.2 PALINOLOGIA
3.2.1 Viabilidade Polinica

Para o estudo da viabilidade polinica, os graos de polen foram corados com
as solugbes de carmim acético 2% (KEARNS; INOUYE, 1993) e Solugédo de
Alexander (ALEXANDER, 1980).

Anteras oriundas de botdes florais previamente fixados em etanol: acido
aceético (3:1) foram fragmentadas sobre as laminas a fim de dispersar os gréos de
polen. Em seguida, estes foram corados com os referidos corantes e cobertos por
laminulas. As laminas foram analisadas em microscépio de luz de campo claro
Olympus CX2.

Tendo por objetivo a obtengdo de uma amostragem a mais fidedigna
possivel dos graos de podlen corados, langou-se méao do método de varredura, a fim
de se alcangar o numero total de 300 graos de pdlen por lamina. Apos a contagem,
o percentual de coloragao dos graos de polen foi calculado. Os dados obtidos, por

sua vez, foram empregados a fim de determinar o percentual de viabilidade polinica.

Para laminas coradas com carmim acético, foram considerados viaveis, os
graos de polen corados em vermelho, ao passo que os graos incolores foram
considerados inviaveis. J& em laminas coradas com a Solugdo de Alexander, graos
com coloragao arroxeada foram considerados viaveis e os de coloragcédo esverdeada,

inviaveis.

As melhores imagens foram digitalizadas em microscopio de luz de

epifluorescéncia BX-60 acoplado com camera digital Olympus DP73.

3.2.2 Citoquimica

Para analise citoquimica, foram realizados testes colorimétricos com Lugol e
Sudan IV que objetivam descobrir quais substancias de reserva os graos de pdlen
possuem. O corante Lugol tem afinidade pelo amido, tornando os graos com
coloragao marrom, enquanto que o Sudan IV tem afinidade por lipidios, tornando os
graos de podlen com coloracdo avermelhada.
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Primeiramente, selecionaram-se as anteras com coloracdo amarelo intensa
para obtencéo de graos de polen maduros. Estas foram fragmentadas sobre laminas
sob estereomicroscopio Leica EZ. Apds a retirada dos graos de pélen foi adicionada
uma gota de corante e o material foi coberto com laminula 20x20. As laminulas
foram seladas com esmalte incolor. Apds aproximadamente 10 minutos, as mesmas
foram analisadas sob microscopio de luz de campo claro Olympus CX2. Foram

analisadas 5 laminas/ corante e 5 campos/ lamina.

As melhores imagens foram digitalizadas em microscopio de luz de

epifluorescéncia BX-60 acoplado com camera digital Olympus DP73.

3.2.3 Morfologia

Para a analise da morfologia polinica os graos de pdélen foram acetolisados

de acordo com o protocolo convencional descrito por Erdtman (1960).

Para a obtencdo dos graos de polen, anteras extraidas das inflorescéncias
previamente fixadas em acido acético P. A. foram separadas sob estereoscépio
Leica EZ. O conteudo foi macerado com o auxilio de um alfinete adaptado a fim de
liberar os gréaos de pdlen. Na sequéncia, os graos de polen foram submetidos a
diversas etapas de centrifugacdo, que tiveram a duragdo de 10 minutos, em

velocidade de 2500 rpm.

No decorrer das referidas etapas de centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados, respectivamente: 1) Agua destilada; 2) Solucéo
acetolitica contendo anidrido acético: acido sulfurico (9:1). Nessa etapa, os
microtubos foram submetidos a temperatura de 85°C por 2 minutos em banho-mairia;
3) Agua destilada com duas gotas de alcool etilico; 4) Agua destilada; 5) Agua
glicerinada (solugdo contendo agua destilada: glicerina 1:1). Apdés a ultima
centrifugacéao, retirou-se o sobrenadante e o pellet contendo grédos de pdlen, foi

utilizado para a montagem das Iaminas.

Para a montagem das laminas, fragmentos cubicos de gelatina glicerinada
foram colocados em contato com o pellet de graos de pédlen. Estes fragmentos
contendo amostras de graos de polen foram depositados sobre as laminas. Apos
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cobrir com laminula, as mesmas foram colocadas em placa aquecedora a 110°C por
aproximadamente 10 segundos, a fim de garantir a fusdo da gelatina. Foi utilizado
um fragmento por lamina. Apos a fusao da gelatina glicerinada, as laminulas foram
seladas com esmalte. As analises de rotina foram realizadas uma semana apdés a

montagem das laminas em microscopio de luz de campo claro Olympus CX2.

As imagens foram digitalizadas em microscopio de luz de epifluorescéncia
BX-60 acoplado com camera digital Olympus DP73 e a mensuragdo dos graos de
polen foi realizada através do software Olympus CellSens. Os eixos polar (P) e
equatorial (E) foram medidos a partir de 25 graos de polen maduros. Valores de P/E

foram calculados para cada grao de pélen medido.

As terminologias e as classificagdes do tamanho e formato dos graos de
polen, da morfologia da superficie polinica na visdo equatorial e do numero de
aberturas foram adotados de acordo com as definigdes de Erdtman (1952), citado
por Willard et al., (2004) e de Punt et al., (1994). Medidas da espessura da exina

também foram realizadas para 10 graos de pdlen.

Para analise mais detalhada da ornamentacado da exina foi realizada analise
de microscopia eletrébnica de varredura no Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina. Para uma
visualizagdo detalhada da escultura da parede dos grdos de pdlen, anteras
provenientes de botdes florais fixadas em etanol: acido acético (3:1) foram

transferidas para microtubos contendo alcool etilico P.A.

Para o preparo das amostras, uma gota de alcool etilico contendo as anteras
foi depositada sobre stubs ou suportes metalicos contendo uma fita de carbono. Sob
microscopio estereoscopio Leica EZ, cada antera foi seccionada longitudinalmente,
com o auxilio de agulhas histoldgicas, para a liberacdo dos graos de pdlen. Foi
adicionada, sobre os graos de polen uma gota de HDMS (Hexamethyldisilazane)
para auxiliar na desidratacdo dos mesmos. Posteriormente, foram colocados para
secar no dessecador. Apés a secagem os suportes foram levados ao Sputtering
(SCD050) para a metalizagdo com ouro. As imagens digitalizadas foram obtidas no
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-6390LV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE CITOGENETICA
4.1.1 Comportamento meiético e determinagao do nivel de ploidia

A meiose € um evento de alta estabilidade evolutiva que culmina na redugao
do numero cromossdmico. Uma meiose com curso normal e harmonioso assegura a
viabilidade dos gametas (PAGLIARINI, 2002). Além disso, os eventos citologicos da

gametogénese sao controlados geneticamente (PIERRE, 2004).

As imagens que consistiram em objeto de analise para realizagdo deste
estudo evidenciam que o comportamento meiotico dos individuos de E. involucrata

analisados é regular, devido a inexisténcia de irregularidades meidticas.

As figuras 4 a 7 mostram algumas fases da meiose observadas em E.
involucrata onde foi possivel observar células desde a préfase | até a formacao de

micrésporos e graos de poélen

Para entrar na meiose, a célula-mae do grdo de podlen inicia o periodo
denominado de intérfase, que é caracterizado por ser um periodo de preparagao
para a divisdo celular. Considera-se este um periodo de longa duracao, tendo em
vista, que é compreendido por trés subfases: G1, S e G2, que, no geral, podem ser
caracterizadas pela intensa atividade metabdlica, aumento do volume celular e

elevada sintese de constituintes celulares.

Neste periodo, € possivel identificar citologicamente os cromocentros e
nucléolo; ndo sendo possivel identificar os cromossomos individualmente, pois
nesse periodo é encontrada a cromatina. E relevante destacar que, na fase “S” da
intérfase ocorre a replicagcdo do DNA, processo de extrema importancia para a

divisao celular subsequente.

Na figura 4A é possivel visualizar o primeiro estagio da profase |,
denominado leptoteno. Neste momento, os cromossomos tornam-se visiveis como
finos filamentos longos devido ao processo de condensacao da cromatina. Apds o
leptéteno, a célula entra em zigéteno (Figura 4B), etapa no qual se inicia o
pareamento dos cromossomos homdlogos. E possivel reconhecer esta fase devido a

formacdo de uma estrutura conhecida como “bouquet”, na qual cromossomos se
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arranjam proximo ao envoltério nuclear e suas extremidades se estendem

radialmente.

ApOs essa etapa, os cromossomos alongados pareiam-se completamente,
caracterizando o paquiteno (Figura 4C). Nessa fase, os cromossomos sdao mais
espessos e estdo em sinapse. Os nucléolos sao, em geral, pronunciados. Além do
pareamento cromossémico, ocorre nessa fase o crossing over, ou permuta genética,

na qual os homologos trocam partes entre si.

Apos o paquiteno, a célula passa pelo dipléteno (Figura 4D). Nesta etapa da
préofase |, € possivel observar a terminalizacéo do crossing over. Neste momento, o
pareamento entre os homdlogos torna-se menos intenso, e a medida que estes se
separaram, ha o surgimento, entre as cromatides nao-irmas, de uma estrutura
denominada quiasma. Vale acrescentar que, geralmente, cada par de cromossomos
apresenta uma ou mais desta estrutura em formato de cruz (quiasma). Ao final da

préfase | ocorre a diacinese (Figura 5A).

Nesse periodo, ocorre uma maior condensagao cromossOmica, sendo
possivel observar a presencga dos pares de cromossomos homologos ou bivalentes.
Essa fase é utilizada para a determinagdo do numero cromossdmico e do nivel de
ploidia. Para E. involucrata foi possivel observar nessa fase o nucléolo, com dois
pares de cromossomos associados e a presenca de 9 bivalentes, que,
consequentemente, possibilitou determinar um numero cromossémico de 2n=2x=18
cromossomos, com x=n=9 cromossomos. Tendo em vista que, para a familia admite-
se um numero basico x = 11, (ATCHINSON, 1947; RAVEN, 1975; FORNI-MARTINS
e MARTINS, 2000; COSTA, 2004) a presente analise sugere o reconhecimento de

um citétipo (ou raga cromossOmica) para a espécie.

De acordo com Rye (1979) apud SILVEIRA et al. (2006) geralmente a familia
Myrtaceae apresenta pequena variagdo no numero cromossomico, observando-se
x=11 na maioria dos géneros pertencentes as diferentes subfamilias e tribos. Além
disso, a disploidia que corresponde ao aumento ou reducdo do numero
cromossOdmico sem ocorréncia de alteragcdes quantitativas ou qualitativas no material
hereditario devido a rearranjos cromossémicos (GUERRA, 1988) ja foi relatada para
algumas espécies do género Eugenia (MOUSSEL, 1965 apud MOORE, 1977).
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Nesse caso, ha relatos de x=12 cromossomos e 2n=24, 32, 42, 45, 46 e 54

Cromossomeos.

Estas informagdes reforgam os resultados obtidos no presente estudo, ja
que foi encontrado um citétipo com n=x=9 cromossomos. A diferenciacdo de ragas
cromossOmicas ou citétipos pode ser entendida como uma etapa intermediaria e
importante, pois leva ao isolamento genético, fornecendo uma barreira ao fluxo
génico, atuando na diferenciagao e favorecendo o processo de especiagao (STACE,
1991; BRIGGS; WALTERS, 1997 apud SILVEIRA et al., 2006). As variagdes intra-
especificas relatadas para o género Eugenia podem ter influéncia de fatores
ambientais e de alteragbes genéticas. As aneuploidias sdo geradas a partir de
mecanismos tais como as fissbes e fusbes céntricas que alteram o numero

cromossdmico, mas nao alteram a quantidade de DNA.

A figura 5B representa a metafase I. Neste estagio, o envoltério nuclear e os
nucléolos ja ndo sao mais observados, e 0s cromossomos atingem o grau maximo

de condensacao. Cada par de homologos alinha-se no plano equatorial.

ApOs essa etapa, a célula passa para a anafase | (Figura 5C) na qual ocorre
a separacédo dos cromossomos homodlogos. Em seguida, na telofase | (Figura 5D).
Os cromossomos localizados nos pélos opostos da célula se descondensam
gradualmente, ha a reorganizagcdo do nucléolo e a reconstituicdo do envoltério
nuclear, o que permite a observacao de dois nucleos-filhos que possuem metade do
numero cromossOdmico (n) da célula-mae. Vale ressaltar que, geralmente, apds a
teléfase |, ha uma etapa do ciclo celular similar a intérfase, chamada de intercinese,
na qual ndo ocorre a sintese de DNA e o estado genético dos cromossomos nao é

alterado.

Na figura 6A observa-se a metafase Il, periodo no qual os cromossomos
atingem o grau maximo de condensacdo e se alinham no plano equatorial.
Posteriormente, a célula prossegue para a anafase |l onde ocorre a separagao das
cromatides-irmas (Figura 6B), culminando na teléfase Il (Figura 6C). Em plantas, a
telofase Il também é chamada de tétrade onde sédo observadas as quatro células-
filhas provenientes da divisdo meidtica. Cada célula-filha, ou micrésporo (haploide)
(Figuras 6D e 7A) originara um grao de pélen (Figura 7B).



36

Figura 4. Comportamento meiotico de Eugenia involucrata. A) Leptéteno. B) Zigéteno. C) Paquiteno.
D) Dipléteno. As setas indicam os nucléolos. Barra=10um
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Figura 5. Comportamento meiotico de Eugenia involucrata. A) Diacinese com 9 bivalentes e dois
pares de cromossomos associados ao nucléolo (setas). B) Metafase |. C) Anafase | tardia. D)
Telofase I. Barra=10um
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Figura 6. Comportamento meidtico de Eugenia involucrata. A) Metafase Il. B) Anafase |l tardia. C)
Tétrade. D) Micrésporos. Barra=10um

|

Figura 7. Comportamento meiético de Eugenia involucrata. A) Micrésporo. B) Grao de pdlen imaturo.

Barra=10um.
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De acordo com Love (1949) plantas que apresentam indices meioticos
superiores a 90% podem ser consideradas citologicamente estaveis. A espécie
Eugenia involucrata apresentou, no presente estudo, indice superior a 95%. Quanto
maior o indice meidtico, mais normal € o comportamento dos cromossomos, como
evidenciado pelas analises do comportamento meidtico que apresentou regularidade
nas fases da meiose. Estudos realizados por Franzon e Raseira (2004) com
cerejeiras-do-mato provenientes do Rio Grande do Sul indicaram que a espécie
apresentou indice meiético de 87,3%. No mesmo trabalho foram identificados
percentuais de tétrades normais para outras mirtdceas nativas, nos quais

encontraram-se valores variando de 84,8% a 96,3%.

Considerando a familia Myrtaceae, analises envolvendo o comportamento
meidtico durante a microsporogénese e a viabilidade polinica em nove acessos de
jamboléao (Syzygium cumini (L.) (Skeels), provenientes do Rio Grande do Sul,
verificaram que os individuos analisados apresentaram meiose regular, com indices
meidticos superiores a 91% e indices de viabilidade polinica variando entre 93,19%
e 96,5% (LOGUERCIO; BATTISTIN, 2004).

O indice meidtico € um dado complementar a analise meidtica, sendo
portanto, um indicador de regularidade (POZZOBON, 2011). Assim, o presente
estudo possibilita inferir que os individuos de E. involucrata analisados sao
meioticamente estaveis com produgdo de gametas masculinos balanceados.

De acordo com Pagliarini (2001), a analise do comportamento meidtico por
meio da citogenética revela caracteristicas e comportamentos cromossémicos
visualizados somente neste tipo de divisao celular. Além disso, a variabilidade dos
gametas e a fertilidade do grdo de polen sao altamente dependentes da regularidade
e da eficiéncia desse processo de forma que, se ocorrerem irregularidades durante a
meiose, estas, poderao levar a formacao de micrésporos anormais que apresentarao
problemas de fertilidade do podlen. Elevadas instabilidades meidticas associadas a
anormalidades cromossOmicas resultam na formagao de plantas atipicas, macho-
estéreis ou incapazes de formacédo de graos de podlen, podendo prejudicar a
obtencao dos padrdes minimos exigidos para a produgéo de sementes assim como
afetar a polinizagédo (POZZOBON, 2011).

Ainda segundo o mesmo autor, a estabilidade meidtica e a produgcao de

gametas viaveis sao aspectos diretamente associados a reprodu¢ao e manutengao
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das plantas dessas espécies por meio de sementes. A identificacdo de gendtipos
mais estaveis mediante analise citoldégica permite, portanto, o planejamento de
programas de produgao de sementes das cultivares em vias de langamento, como
também, auxilia na eventual utilizacdo destes, para a produgdo de novas
populacdes.

Desse modo, as irregularidades passam a ter reflexo na viabilidade de pdlen
que, por sua vez, podem exercer influéncia na taxa de pegamento de frutos em
cruzamentos e autofecundagdes e, consequentemente, a produgcdo de sementes

hibridas ou de sementes autofecundadas.

Diegues (2015) relata que estudos de estabilidade meidtica e viabilidade dos
graos de pdlen permitem indicar o potencial de cruzamento da planta, de modo que,
por meio dos dados de viabilidade polinica, € possivel obter correlacbes com
anormalidades meidticas, auxiliar na selegdo de materiais genéticos e fazer
inferéncias sobre a eficiéncia de cruzamentos.

Considerando o exposto anteriormente, a analise do comportamento
meidtico € uma ferramenta muito utilizada para estudos evolutivos, assim como na
escolha de gendtipos a serem utilizados em programas de melhoramento genético,
uma vez que, permite que a planta seja avaliada quanto a sua estabilidade genética
e fertilidade, que pode auxiliar na selegcdo dos gendtipos de interesse (GRANATO,
2010).

4.1.2 Viabilidade dos graos de pdlen

Informacgdes sobre a viabilidade do pélen s&o essenciais para a conservagao
e caracterizagdo de germoplasma, assim como para o melhoramento genético, uma
vez que as taxas de viabilidade polinica estdo associadas ao comportamento

meiotico.

Os resultados obtidos indicam que os corantes empregados foram eficientes
para a determinagao dos indices de viabilidade polinica. De um total de 2016 gréos
de pdlen avaliados com auxilio do método de coloragdo com Carmim acético 2%
obteve-se um percentual de viabilidade igual a 96%. No teste colorimétrico com

Alexander observaram-se 2521 pdlens, dos quais se obteve um valor de viabilidade
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igual a 98%. A figura 8 mostra graos de pdlen de E. involucrata submetidos aos
diferentes corantes. Os altos indices de viabilidade estdo de acordo com a

regularidade do processo meiético observado para a espécie no presente estudo.

e

Figura 8. Testes colorimétricos de viabilidade polinica em Eugenia involucrata. A) Graos de pdlen
viaveis corados com Carmim acético 2%. B) Graos de pdlen corados com solugdo de Alexander.

Barra = 10pum.
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4.2 PALINOLOGIA
4.2.1 Caracterizagao citoquimica

Os testes colorimétricos com Lugol e Sudan IV possibilitaram constatar que
os graos de polen de E. involucrata apresentam amido como substancia de reserva,
uma vez que com o lugol, os grdaos de podlen adquiriram coloragdo marrom-
avermelhada (Figura 9A). A coloragdo com Sudan IV permitiu identificar que os
graos de pdlen sao lipidio negativos, ja que os graos permaneceram incolores,

mesmo apos o tratamento com o corante (Figura 9B).

® —
4

A C— B C——

Figura 9. Testes citoquimicos em graos de pdlen de Eugenia involucrata. A) Graos de pdlen amido
positivos corados com Lugol. B) Graos de pdlen lipideos negativos tratados com Sudan IV. Barra =

10um.

A presenga de amido como substancia de reserva parece ser importante na
manutengdo da viabilidade do grdo de pdlen, pois o amido é totalmente ou
parcialmente convertido em glicose, frutose, sacarose e pectinas que aumentam a
sua resisténcia em ambientes hostis, bem como auxiliam na germinagdo do tubo
polinico (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2003; PACINO; GUARNIERI; NEPI, 2006). Ja
a presenca de lipideos esta relacionada a garantia de adesio dos graos de pdlen a
antera e ao estigma, protege os graos de podlen contra a perda de agua e radiagéao
UV e mantém os graos de pdlen unidos durante o transporte (PACINI; HESSE,
2005).
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As analises morfométricas possibilitaram a descrigdo dos gréos de pdlen de

E. involucrata como indicados nas Tabelas 1 e 2. Graos acetolisados em visao polar

e equatorial estao representados na Figura 10.

\

A |

Figura 10. Graos de pdlen acetolisados de Eugenia involucrata. A) Visédo polar. B) Visao equatorial.

Barra = 10 pym.

Tabela 1.Valores médios dos eixos, espessura da exina e comprimento do colpo de graos de pélen

de Eugenia involucrata.

Caracteristicas

Valores médios (um)

Eixo Polar (P)

20,77 (11,75 — 23,81)

Eixo equatorial (E)

12,47 (9,11 — 17,97)

P/E

1,66

Espessura da exina

1,62 (1,26 — 2,10)

Comprimento do colpo

3,61 (2,47 — 4,35)
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Tabela 2. Aspectos morfoldgicos de graos de pdlen de Eugenia involucrata.

Caracteristicas Morfologia
Agrupamento Monade
Tamanho Pequeno
Forma Prolato
Polaridade Isopolar
Simetria Bilateral
Ambito Triangular
Tipo de Abertura Sincolpado
Escultura Psilado

Os estudos com graos de podlen sdo altamente confidveis no que se refere a
taxonomia em virtude da estabilidade da morfologia polinica, ja que esta nao esta
sujeita as alteracbes ambientais. Desta forma, estas informagbes colaboram na
tentativa de compreensao das relagdes entre os diferentes grupos de plantas, bem
como no estudo evolutivo dos taxons (GASPARINO; CRUZ-BARROS, 2006).

Descricbes morfométricas de grdos de podlen dessa espécie ja foram
realizadas por Takeda et al. (2012). Os resultados do presente estudo contrastam
com a caracterizagao realizada por estes autores devido a classificagdo da forma

como peroblatos.

A analise de microscopia eletrbnica de varredura possibilitou reconhecer que
os graos de pdlen de Eugenia involucrata apresentam a ornamentacdo da exina

verrugada (Figura 11).

Os dados do presente estudo corroboram com a descricdo realizada por
Junior et al. (2006) em relagdo a descricdo do agrupamento, tamanho, formato,
ambito e tipo de aberturas, mas difere quanto a escultura, ja que o referido autor
relata que os graos de pdélen sao psilados.
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Figura 11. Microscopia eletrénica de varredura de graos de pdélen de Eugenia involucrata. Barras

(figuras Aa C) =5 um e figura D = 2 ym.

A figura 11 A apresenta o gréo de pdlen em visao polar, evidenciando a sua
superficie verrugada. A figura 11 B demonstra o padrao de aberturas do pdlen, em
que a abertura dos colpos é encontrada no pélo sem deixar espago (sincolpado). A
figura 11 C mostra o pdlen em visdo equatorial e a figura 11 D evidencia detalhes da
abertura de um dos colpos do gréo de pélen.

A adesao dos graos de polen ao estigma pode ser favorecida pela presenga
de lipideos como substancias de reserva (PACINI; HESSE, 2005).

De acordo com alguns autores, a presenga de ornamentagdes na exina esta

relacionada ao tipo de polinizagdo. Considera-se que a exina psilada (lisa) esta
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relacionada a polinizagdo pela agua (hidrofilia) ou pelo vento (anemofilia), ao passo
que plantas que apresentam gréos de pdlen com a superficie ornamentada com
espinhos, estrias, entre outras projecdes, sao polinizadas por animais (zoofilia), ja
que essas apresentam aderéncia ao corpo do animal, permitida e facilitada por tais
ornamentagdes (LORSCHEITTER, 2006; JUDD et al., 2009 apud COSTA, 2014).

Como foi comentado anteriormente, os individuos analisados no presente
estudo nao apresentaram lipideos em sua constituicdo. Considerando que a espécie
€ autdbgama, a auséncia dessas substancias pode nao exercer influéncias sobre o
processo de polinizagdo devido a proximidade das anteras em relagdo ao estigma.
No entanto, a presenca da superficie verrugada da exina, evidenciada pelas analises
na Microscopia Eletrénica de Varredura pode colaborar para a adesao dos mesmos
ao estigma da flor durante o processo de polinizagdo. Considerando-se que dados
sobre mecanismos de polinizagdo em E. involucrata sdo escassos, sugere-se que

mais estudos sejam realizados.
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4.3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho tém aplicacdo direta em estudos
biossistematicos e evolutivos, bem como podem corroborar com informagdes
auxiliares em futuros programas de melhoramento genético, tendo em vista que, o
processo meiotico e a viabilidade polinica dos individuos analisados sao regulares.
Sobretudo, a realizagao desta pesquisa com a espécie Eugenia involucrata configura
mais uma forma estratégica de promover a conservagdo por meio do uso de

recursos genéticos nativos do Brasil.

Estudos posteriores que contemplem analises morfométricas do caridtipo e o
emprego de técnicas de bandeamentos cromossdmicos, que evidenciem blocos
heterocromaticos bem como regides ricas em adenina/timina e citosina/guanina, sao
essenciais para o entendimento dos processos que levaram a formacgéao de citétipos

na especie.

Acrescentado aos possiveis estudos, diante dos relatos disponiveis na
literatura e, sobretudo as informagdes decorrentes do presente trabalho, sugere-se
que analises sejam realizadas com outros individuos representantes de outras
populagdes, preferencialmente, de diversas regides onde ha registro de sua
ocorréncia a fim de que seja possivel estabelecer um perfil citogenético a respeito da

especie.

Damasceno et al. (2010), infere que é esperado que espécies nao
melhoradas geneticamente, sendo estas consideradas ainda espécies silvestres ou
de domesticacgao incipiente, apresentem comportamento meiotico oscilante entre os
gendtipos e muitas irregularidades nas fases da meiose e pds-meiose, o que podera
resultar em uma fertilidade limitada quando se considera gametas masculinos.
Nesse sentido, pesquisas que envolvem estes recursos genéticos sao relevantes,
uma vez que a caracterizacao citogenética de espécies de interesse para agricultura
ou espécies de uso potencial, € capaz de gerar dados que podem ser direcionados
ao melhoramento genético e auxiliar na identificagdo de gendtipos superiores, para

possivel utilizagdo em cruzamentos especificos.
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5 CONCLUSAO

A anadlise do comportamento meiético de E. involucrata possibilitou inferir
que a meiose € regular para os individuos analisados, ndo sendo observadas
alteracbes cromossOmicas em todas as fases avaliadas. Desse modo, a mesma

apresenta alta estabilidade meidtica.

A estabilidade meidtica foi confirmada pelo indice meiético e pela viabilidade

polinica que apresentaram-se superiores a 95%.

O presente estudo permitiu a identificagdo de um novo citétipo ou raca

cromossOmica para E. involucrata DC com 2n=2x=18 cromossomos.

A morfometria dos gréos de podlen contrastou com dados previamente
relatados na literatura para a espécie, mostrando que a mesma apresenta graos
caracterizados como moénades, pequenos, verrugados, prolatos, sincolpados, de

simetria bilateral e ambito triangular.
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