DESENVOLVIMENTO FLORAL DE Caesalpinia echinata LAM,
Caesalpinia peltophoroides BENTH E Caesalpinia férrea VAR.
leyotachia BENTH. (FABACEAE/ CAESALPINIOIDEAE)

HERIKA APARECIDA BEQUIS DE ARAUJO ZAIA

Dissertacdo apresentada a Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade
de Sado Paulo, para obtencdo do titulo de
Mestre em Recursos Florestais, com opcao
em Silvicultura.

PIRACICABA
Estado de Sao Paulo — Brasil
Abril - 2004



DESENVOLVIMENTO FLORAL DE Caesalpinia echinata LAM,
Caesalpinia peltophoroides BENTH E Caesalpinia ferrea VAR.
leyotachia BENTH. (FABACEAE/ CAESALPINIOIDEAE)

HERIKA APARECIDA BEQUIS DE ARAUJO ZAIA
Bidloga

Orientador: Dr. MARCELO CARNIER DORNELAS

Dissertacdo apresentada a Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
Sao Paulo, para obtencao do titulo de Mestre
em Recursos Florestais, com opcdo em
Silvicultura.

PIRACICABA
Estado de Sao Paulo — Brasil
Abril - 2004



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagéo (CIP)
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - ESALQ/USP

Zaia, Herika Aparecida Bequis de Araujo

Desenvolvimento floral de Caesalpinia echinata Lam, Caesalpinia
peltophoroides Benth e Caesalpinia ferrea Benth var. leyotachia
(Fabaceae/Caesalpinioideae) / Herika Aparecida Bequis de Aradjo Zaia. - -
Piracicaba, 2004.

53 p. il

Dissertacéo (mestrado) - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 2004.
Bibliografia.

1. Fabaceae 2. Filogenia 3. Microscopia eletronica de varredura 4.
Morfogénese vegetal 5. Ontogenia 6. Pau-Brasil 7. Pau-Ferro 8. Reprodugdo
vegetal 9. Sibipiruna |. Titulo

CDD 634.973323

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



“O valor das coisas ndo esta no tempo em que elas duram, mas na intensidade
com que acontecem. Por isso existem momentos inesqueciveis, coisas

inexplicaveis e pessoas incomparaveis”.

Meu marido, Alexandre Zaia,
pelo amor e por ter me ajudado
a enfrentar as dificuldades com

serenidade e otimismo.

DEDICO

A minha mae Fatima e minha
irma Ana Claudia, pelo apoio,
amizade, palavras de incentivo

e minha educacao.

OFERECO



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela constante presenca em minha vida.

Ao Prof. Dr. Marcelo Carnier Dornelas (CENA/USP) pela orientagéo,
confianga, constante disponibilidade e oportunidade de realizagao do trabalho.

A Profa. Dra. Adriana Pinheiro Martinelli Rodriguez (CENA/USP), pelo
constante auxilio e sugestdes durante toda realizagdo do trabalho. Pela atencao
e amizade. Gostaria de registrar toda minha admiragao.

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, em especial ao
Departamento de Ciéncias Florestais, pela oportunidade de realizacdo deste
curso de Mestrado.

Ao Laboratério de Biotecnologia Vegetal (CENA/USP), onde foram
realizados os experimentos.

A FAPESP, pela bolsa de estudo e auxilio financeiro fornecido ao
projeto de pesquisa (Processo N° 01/12812-2).

Aos estagiarios e pos-graduandos do Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal (CENA/USP).

Ao Nucleo de Apoio a Pesquisa/ Microscopia Eletrdnica na Pesquisa
Agropecuaria-NAP/ MEPA (ESALQ/USP), pela utilizagcdo dos equipamentos e
microscopio eletrénico de varredura.

Ao Prof. Dr. Elliot W. Kitajima (NAP/ MEPA — ESALQ/ USP), pelo auxilio
na realizagdo das andlises de Microscopia Eletronica de Varredura.

Ao amigo Jodo Geraldo Brancalion, do Laboratorio de Instrumentagéo e

Informética (CENA/USP), pela colaboracao e servicos de computacédo gréfica.



As bibliotecarias Eliana Maria Garcia e Silvia Maria Zinsly pela revisédo
das referéncias bibliogréficas.

Ao meu “pai” padrasto Flavio, cunhado Wilson e sobrinho Jodo Pedro
pelo carinho e atencao.

Aos meus grandes amigos Jannayna Barbosa, Fernanda Mendes da
Gléria, Sandra C. Arruda, Girlene S. Souza, Nailton S. Almeida, Alice Franco
Peres, Flavio Trevisan, Cantidio F. Gouveia, Gustavo A. Pereira, Liliane Sttipp
(Lili), Joanne Neves, Daniela Vieira, Welliton Almeida, Marcio L. Tomaz pelo
auxilio sempre que necessario, companheirismo, respeito e amizade. Muito
obrigada.

As amigas Raquel L. Buscariol e Maria Graziela Z. Krug (Zizi) pela
amizade e apoio e convivio.

A amiga Mayra Faion pela grandiosa ajuda durante a execucdo deste
trabalho. Muito obrigada.

Para todos aqueles que contribuiram direta ou indiretamente para a

realizacdo deste trabalho.



SUMARIO

Péagina
RESUMO ..ottt ettt e e e e sttt e e e e e e snabe e e e e e s snnnrneeeaeeaans Vii
SUMM A R Lt IX
L INTRODUGAO. ..ottt e, 01
2 REVISAO DE LITERATURA . ......oooviteitecteceeeeete ettt 04
2.1 Relagdes filogenéticas da familia Fabaceae ............ccooocvveeeeeiiiiiinnnnnee. 04
2.2 Desenvolvimento floral em Fabaceae/ Caesalpinioideae...................... 08
3 MATERIAL E METODOS......cooiitiiteeieeeeee e ettt ate st ane 13
3.1 Microscopia eletronica de varredura MEV...........cccceeeiviiiiieiiiiieiiceeiiiiinns 14
3.2 Microscopia OptiCa MO .........cuuuuuuiiiiiiieiie e et a e e e e e e eees 14
A RESULTADOS. ... .ottt e e e e e e et e e e et e e e aaaaeees 16
4.1 Estudo morfo-anatdmico do desenvolvimento reprodutivo de
Caesalpinia CINALA ............ciiiiiiii e 16
4.2 Estudo morfo-anatdémico do desenvolvimento reprodutivo de
Caesalpinia peltophoroides...........ccoociiiiiiieeiirr e 27

4.3 Estudo morfo-anatbmico do desenvolvimento reprodutivo de

Caesalpinia ferrea var. l[eyotachia...............uuuuuiiiiiiiiiniieeeei e 33

5 DISCUSSAOD. ...ttt sttt see e se et e s eneeenens 39
5.1 Comparacéo do desenvolvimento floral de C. echinata, C.

peltophoroides e C. ferrea var. leyotachia............cccccceveeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 39

B CONCLUSOES......coitiuiiiiiiseeieieieieiee ettt senenens 43

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.ooviiieeeceeeeeeeeeeeeeeeeee e 45



DESENVOLVIMENTO FLORAL DE Caesalpinia echinata LAM, Caesalpinia
peltophoroides BENTH E Caesalpinia ferrea BENTH Var. leyotachia

(FABACEAE/ CAESALPINIOIDEAE)

Autora: HERIKA APARECIDA BEQUIS DE ARAUJO ZAIA

Orientador: Dr. MARCELO CARNIER DORNELAS

RESUMO

O estudo da ontogénese floral € essencial para uma melhor compreensao
dos processos evolutivos envolvidos no desenvolvimento dos Grgaos
reprodutivos dos vegetais. Este trabalho teve por objetivo analisar a ontogénese
floral das espécies C. echinata, C. peltophoroides e C. ferrea, da familia
Fabaceae/ Caesalpinioideae Foram realizados estudos morfo-anatdmicos com
0 emprego de técnicas de microscopia eletrdnica de varredura e microscopia
Optica. Os resultados obtidos permitiram determinar que a ontogénese floral das
trés espécies sao similares: o meristema da inflorescéncia € indeterminado e
inicia a formacdo de bracteas acropetalarmente. Cada bractea protege um

anico meristema floral. O primérdio da sépala abaxial é o primeiro a ser formado
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pelo meristema floral, seguido dos primordios das sépalas laterais e adaxiais,
de forma unidirecional. Os primordios das pétalas e dos estames epissépalos e
epipétalos séo iniciados a seguir. A formacdo do carpelo inicia-se com a
formacdo de uma protuberancia no centro do meristema floral e quando o
primérdio do carpelo atinge cerca de 100 um de altura, 0 mesmo inicia uma
invaginacdo em seu lado adaxial formando uma fenda cuja superficie interna
originard a placenta. Nos estagios que precedem a antese, ha a diferenciacao
de células papilares no estigma. Os resultados obtidos neste trabalho de
descricio da ontogénese floral em Caesalpinia poderdo servir de
fundamentacdo para futuros estudos dos aspectos moleculares do

desenvolvimento reprodutivo em leguminosas.



FLORAL DEVELOPMENT IN Caesalpinia echinata LAM, Caesalpinia
peltophoroides BENTH E Caesalpinia ferrea BENTH Var. leyotachia

(FABACEAE/ CAESALPINIOIDEAE)

Author: HERIKA APARECIDA BEQUIS DE ARAUJO ZAIA

Adiviser: Dr. MARCELO CARNIER DORNELAS

SUMMARY

The study of the floral ontogeny is essential for the understanding the
evolutionary processes involved in the development of the floral organs. The aim
of this work was to analyse the floral ontogeny the species C. echinata, C.
peltophoroides and C. ferrea, from the family Fabaceae/ Caesalpinioideae.
Scanning electron microscopy and light microscopy techniques were used. The
observed results indicated that the ontogeny events of the tree species were
similar: the inflorescence apical meristem is indeterminate and initiates bracts in
an acropetal order. Each bract protects a single floral meristem. The first floral
organ formed is the abaxial sepal and it is followed by the lateral and adaxial
sepal primordia in a unidirecional order. The whorls of petal and antepetalous

and antesepalous stamen primordial are the next to begin. The carpel



primordium arise as a mound in the center of the floral meristem. When the
carpel primordium is about 100um high, a cleft is formed in its adaxial side, on
the site where the placenta will be formed. At anthesis, the stigma differentiates
papilate cells. The results obtained with this descriptive work will serve as a
foundation for future studies of the molecular aspects of reproductive

development of legumes.



1 INTRODUCAO

Até recentemente, as leguminosas foram consideradas originarias da
Africa no periodo Cretaceo, de onde migraram para a América do Sul e
consequlentemente para a América do Norte, deixando géneros primitivos na
Africa (Polhill & Raven, 1981).

Apesar de todas as incertezas que ainda cercam a evolucdo das
leguminosas, provavelmente dos trés subgrupos que constituem a familia
Fabaceae, a subfamilia Caesalpinioideae é a mais primitiva, porque apresenta
maiores semelhancas com as espécies fosseis que deram origem a familia e
tem posicdo basal em estudos filogenéticos (Lewis, 1998; Doyle et al., 2000;
Bruneau et al., 2001; Tucker, 2003).

Caesalpinia echinata Lam, ou “pau-brasil”, Caesalpinia ferrea Benth var.
leyotachia, ou “pau-ferro” e Caesalpinia peltophoroides Benth, ou “sibipiruna”
sdo angiospermas, pertencentes a ordem Fabales, que contém
aproximadamente 18.860 espécies, distribuidas em 3 familias: Poligalaceae,
Surianaceae e Fabaceae (Judd et al., 1999). Na familia Fabaceae, trés
subfamilias podem ser reconhecidas: Caesalpinioideae, Mimosoideae e

Faboideae (Judd et al., 1999; Doyle et al., 2000). A subfamilia Caesalpinioideae



e 0 género Caesalpinia sdo identificados por certas peculiaridades de sua
morfologia floral, como flores geralmente hermafroditas, com simetria radial ou
bilateral e inflorescéncias indeterminadas (Judd et al., 1999; Tucker, 2003). As
espécies aqui estudadas, C. echinata, C. peltophoroides e C. ferrea apresentam
estas caracteristicas e sao, portanto, representativas do género Caesalpinia.

Nas ultimas décadas houve uma reavaliacdo da relacdo entre ontogenia
e filogenia e sua importancia para o entendimento do processo evolutivo
(Gould, 1977; Alberch et al.,, 1979; Alberch, 1985). Assim, a relacdo entre
morfologia e a evolucdo das flores tem sido por muito tempo, um objeto de
estudos de sistematas, geneticistas e ecologistas (Hufford & Diggle, 1997;
Tucker, 2003).

O interesse no estudo do desenvolvimento dos 6rgaos florais aumentou
muito nas ultimas décadas, devido a uma conjuncdo de fatores como os
avancos em estudos de genética molecular e uma melhor compreensao dos
mecanismos moleculares do desenvolvimento. Um dos entraves ao
melhoramento genético das espécies arbéreas de interesse econbmico é o
longo tempo de geracdo e a falta de conhecimento sobre a biologia reprodutiva,
com énfase no desenvolvimento floral.

Devido a pouca informacdo disponivel na literatura com relacdo ao
desenvolvimento floral e origem dos habitos reprodutivos no género
Caesalpinia, € fundamental a realizacdo de estudos basicos que permitam a
descricio e o melhor entendimento do processo de desenvolvimento

reprodutivo neste grupo importante de espécies arboéreas.



O presente trabalho visa contribuir para o entendimento do
desenvolvimento floral da familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae, com
destaque para a espécie C. echinata (pau-brasil), de alto interesse historico,
econdmico e ecoldgico.

Foram realizadas analises morfo-anatbmicas com o auxilio de
microscopia eletrénica de varredura e cortes histolégicos observados em
microscopia 6ptica. Com os resultados obtidos, esperamos obter uma melhor
compreensao da ontogénese dos orgaos florais em Caesalpinia e comparar 0s
eventos morfogenéticos observados em C. echinata com os observados em
outras espécies da subfamilia Caesalpinioideae, como Caesalpinia

peltophoroides e Caesalpinia ferrea var. leyotachia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Relacdes filogenéticas na familia Fabaceae

A familia Fabaceae é a terceira maior familia das angiospermas (Chase
et al. 1993; Doyle 1994; Chappill 1995). Compreende aproximadamente 700
géneros e 18.000 espécies (Polhill & Raven, 1981), dentre as quais muitas
possuem importancia econdémica (Tucker, 2003).

Trés subgrupos sao geralmente reconhecidos dentro da familia
Fabaceae: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae (Tabela 1). Na maior
parte das classificacdes (Polhill et al., 1981; Judd et al, 1999) estes sé&o
considerados subfamilias, mas sdo muitas vezes tratados como familias
separadas (Cronquist, 1981; Dahigren, 1983).

Neste trabalho, escolhemos seguir a filogenia sugerida por Judd et al.,
(1999) por se tratar de uma classificacdo baseada em dados morfolégicos e de

analises moleculares de sequéncias de DNA.



Tabela 1. Caracteristicas para a classificacdo das subfamilias em Fabaceae
(Judd et al, 1999)

Mimosoideae

Caesalpinioideae

Faboideae

(=Papilionoideae)

Géneros/
Espécies
Géneros

Representativos

Habitos

Folhas

Corola

Estames

40/ 2500

Albizia,

Calliandra, Inga,

Acacia,
Leucaena,
Mimosa, Parkia,

Pithecellobium

Arbéreo para
arbustivo,
raramente
herbaceo
Bipinada

Radial

Valvada

.
()

10

150/2700

Bauhnia,
Caesalpinia, Cassia,
Chamaecrista, Cercis,
Delonix, Gleditsia,
Parkinsonia, Senna,
Tamarindus

Arbéreo para
arbustivo, raramente
herbaceo

Pinada ou bipinada

Geralmente bilateral
(as vezes radial)
Imbricada, com a
pétala superior mais

interna.
P\
Q)

10

429/ 12.615

Arachis,  Astragalus,
Baptisia, Crotalaria,
Desmodium, Glycine,
Indigofera, Lupinus,
Melilotus, Phaseolus,
Robinia

Herbaceo, arbustivo ou
arboreo.

Trifoliada,
ocasionalmente
unifoliada

Bilateral

Imbricada, com a
pétala superior mais
externa, duas pétalas

basais.

()
V

10




Na subfamilia  Mimosoideae encontram-se 65 géneros e
aproximadamente 3.000 espécies (Chappill, 1995). A subfamilia Faboideae é a
maior com 455 géneros e aproximadamente 12.000 espécies (Chappill, 1995).
Ja a subfamilia Caesalpinioideae €é formada por 170 géneros e
aproximadamente 3.000 espécies (Doyle, 1995; Doyle et al., 2000, Bruneau et
al., 2001), sendo extremamente diversa em morfologia e ontogenia floral
(Tucker, 2003), compartilhando algumas das caracteristicas de Mimosoideae e
de Faboideae.

A subfamilia Caesalpinioideae € atualmente dividida em cinco tribos:
Cercideae, Caesalpinieae, Cassieae, Detarieae e Macrolobieae (Bruneau et al.,
2001; Tucker et al., 2003).

Andlises filogenéticas moleculares e de caracterizacdo morfologica
(Doyle, 1995; Doyle et al., 2000) mostraram que as subfamilias Faboideae e
Mimosoideae séo totalmente monofiléticas (Doyle et al., 2000; Kajita et al.,
2001; Wojciechowski, 2003) ja a subfamilia Caesalpinioideae é polifilética, com
alguns géneros mais proximos a Mimosoideae e outros mais relacionados a
Faboideae (Lavin, 1987). Apenas uma das tribos de Caesalpinioideae
(Cercideae) aparenta ser monofilética (Bruneau et al., 2001).

Na tribo Caesalpineae da subfamilia Caesalpinioideae, encontra-se o
género Caesalpinia, que contém um total de 120 espécies, dentre elas C.
echinata, C. peltophoroides e C. ferrea, objetos deste estudo.

C. echinata, conhecida como pau-brasil possui porte arboreo, podendo

alcancar até 30 metros de altura. Possuindo inflorescéncias localizadas nos



ramos terminais com flores amarelas muito perfumadas. Seus frutos séo do tipo
vagem, possuindo deiscéncia explosiva e sao totalmente recobertos por
aculeos que se formam logo apds a floracdo. Sua ocorréncia é de floresta
estacional semidecidual (Carvalho, 1994). Atualmente ha evidéncias de que sua
distribuicdo geografica esta restrita a costa ocidental atlantica brasileira, porém
ndo se sabe ao certo sua frequéncia ao longo desta area, devido a drastica
reducdo das populacdes pela exploracdo predatéria (Corréa, 2003). Segundo
Lima (1992), acredita-se que C. echinata era amplamente dispersa em todas as
regides da costa brasileira, pelo menos no trecho entre Rio de Janeiro e Rio
Grande do Norte. Nos ultimos 10 anos foram constatadas ocorréncias de
populacdes remanescentes nos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Lima,
1992).

C. peltophoroides (sibipiruna) € uma espécie arborea que atinge altura
maxima em torno de 18 metros sendo muito confundida com o pau-brasil, pela
semelhanca do caule e de sua folhagem (Lorenzi, 2002). A sibipiruna perde
parcialmente suas folhas no inverno e a floracdo ocorre de setembro a
novembro, com as flores amarelas dispostas em cachos cénicos. Os frutos sédo
de cor bege-claro, achatados, medindo cerca de 3 cm de comprimento e
permanecem na arvore até abril (Lorenzi, 2002). Esta arvore € muito utilizada
em paisagismo urbano em geral, sendo também indicada para projetos de

reflorestamento pelo seu rapido crescimento e grande poder germinativo. A



floracdo de C. peltophoroides ocorre geralmente 8 anos apds a semeadura
(Lorenzi, 2002).

Caesalpinia ferrea var. leiotachya (pau-ferro) € uma espécie arbérea com
altura de 20-30m, tronco liso e escuro, apresentando algumas manchas
brancas irregulares, caracteristica que a difere da variedade ferrea. Sua
ocorréncia se da do Piaui até Sdo Paulo na floresta estacional semidecidual,
floresta ombréfila densa e caatinga. Floresce a partir de novembro até fevereiro
apresentando flores amarelas dispostas em cachos coénicos. Com frutos de cor
preta. Sua madeira é muito empregada na construcédo civil como vigas e caibros

(Lorenzi, 2000).

2.2 Desenvolvimento floral em Fabaceae/ Caesalpinioideae

Em plantas modelo para estudos de desenvolvimento floral, como
Arabidopsis thaliana (familia Brassicaceae) que possui flores organizadas em
uma inflorescéncia (Koorneef et al.,, 1991), existem duas transi¢cdes
meristematicas: uma para formar o meristema das inflorescéncias e outra para
produzir os meristemas florais. As duas transicfes sdo processos distintos que
podem ser separados geneticamente (Coen et al., 1991; Bradley et al., 1997).
Diferentes tipos de inflorescéncias sao formadas em espécies determinadas e
indeterminadas (Vaughan, 1955). Em espécies determinadas, 0 meristema da
inflorescéncia forma flores terminais, que finaliza qualquer crescimento futuro

da inflorescéncia (Weigel et al.,, 1992; Baum, 1998). Em espécies



indeterminadas as inflorescéncias formam-se em ramos laterais e ndo ha
formacdo de flores terminais (Coupland, 1995; Bradley et al., 1997).

Na subfamilia Caesalpinioideae as inflorescéncias sdo geralmente
racemos ou paniculas embora sejam também observadas flores solitarias em
algumas espécies (Tucker, 2003). Estas inflorescéncias possuem um
meristema apical terminal que se desenvolve indeterminadamente, iniciando
bracteas acropetalarmente ao longo do eixo da inflorescéncia. Um Unico
meristema floral é geralmente iniciado na axila de cada uma destas bracteas
(Tucker, 2003).

As flores da familia Fabaceae sé&o extremamente variaveis em tamanho,
forma, cor e tipo de polinizacdo. Os polinizadores podem ser abelhas, vespas,
formigas, borboletas, besouros, passaros e morcegos, entretanto a polinizacao
por abelhas € a mais comum (Arroyo, 1981). Muitos géneros de Fabaceae
mostram processos coevolutivos com algumas espécies de formigas. As
glandulas de néctar extraflorais sdo muito comuns em Mimosoideae e
Caesalpinioideae (McKey, 1989).

A maioria das flores de leguminosas sdo pentameras e apresentam 5
sépalas e 5 pétalas, com 1 pétala que se destaca das demais por sua coloracao
diferente. A funcdo desta pétala é a atracdo visual dos polinizadores (Judd et
al., 1999). As flores de leguminosas possuem ainda 2 verticilos com 5 estames
cada e um unico carpelo, perfazendo 21 6rgaos florais no total (Tucker, 1987;

2003).
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A posicdo dos orgaos florais difere entre as subfamilias. Em
Caesalpinioideae, o verticilo de sépalas, o de pétalas e os dois verticilos de
estames sao pentameros e alternados. Esta distribuicdo da posicdo dos 6rgaos
florais de Caesalpinioideae é semelhante a de Faboideae, mas difere da de
Mimosoideae (Tucker, 2003).

As flores da subfamilia Mimosoideae possuem simetria radial. Em muitas
das espécies de Faboideae e Caesalpinioideae a simetria floral € bilateral
(Tucker & Douglas, 1994; Doyle, 1995; Tucker, 1999; Doyle et al., 2000; Doyle,
2003).

O estudo do desenvolvimento floral das espécies C. echinata, C.
peltophoroides e C. ferrea pode auxiliar no esclarecimento dos eventos
evolutivos dos membros da subfamilia Caesalpinioideae. O desenvolvimento
floral em leguminosas tem sido amplamente documentado (ver revisdo de
Tucker, 2003).

Membros da tribo Caesalpinieae (Polhill & Raven, 1981; Kantz, 1996)
sdo caracterizados por uma organizacao floral simples, simetria radial priméaria
e uma falta de especializacbes. Esta falta de caracteristicas florais
especializadas pode ser considerada com um estado primitivo. A ontogenia
floral é relativamente uniforme entre os membros da tribo Caesalpinieae
(Tucker, 1984a; 1991; Kantz, 1996). De acordo com Kantz (1996), as
especializacbes dos orgaos florais sdo raras nesta tribo. Recentes analises
filogenéticas (Doyle, 1995; Doyle et al., 2000; Bruneau et al., 2001) sugerem

que a tribo Caesalpinieae ndo € monofilética, como também a tribo Cassieae.
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Apenas Cercideae das tribos de Caesalpinioideae aparenta ser monofilética
(Bruneau et al., 2001). As flores sdo geralmente apresentadas com simetria
zigomorfa.

As tribos Detarieae e Macrolobieae contém o maior nimero de espécies da
subfamilia Caesalpinioideae e, portanto sdo as mais estudadas. A estrutura
floral nestas tribos é diversa, com numerosas especializacdes, incluindo a perda
(aborto) natural de 6rgéos florais, logo apds a iniciacdo dos mesmos (Tucker,
2000; 2001; 2002a), e perda de pétalas e de sépalas e uma conversao
homeotica dos primordios de pétalas em estames em Saraca diclinata (Tucker,
2000).

Em Caesalpinia pulcherrima, a simetria € zigomorfa, com iniciagcdo de
sépalas, pétalas e estames ocorrendo unidirecionalmente (Tucker et al., 1985).

Os géneros Bauhinia, Gleditsia e Ceratonia possuem inflorescéncias do tipo
racemo, simetria radial e a iniciacdo dos primérdios dos Ovulos ndo ocorrem
durante o estagio em que o gineceu ainda nao se soldou (Tucker, 1991; Tucker,
1988; Kantz & Tucker, 1994; Kantz, 1996).

As espécies do género Haematoxylum sdo muito similares no
desenvolvimento floral inicial, possuindo inflorescéncias indeterminadas. A
primeira sépala a se iniciar € a mediana, ao contrario do que se observa em
outros géneros de Caesalpinioideae (Kantz, 1996; Tucker, 1996).

Nos géneros Amherstia, Brownea e Tamarindus sao observadas

inflorescéncias com diferenciacdo floral acropetalar. A simetria floral é
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zigomorfa, em Amherstia e Tamarindus, mas Brownea apresenta simetria radial
na antese.

A perda de orgaos florais durante a evolucdo dos géneros é comumente
observada na subfamilia Caesalpinioideae. Tucker (1991) observou que a
auséncia de primordios de orgaos florais em alguns géneros, como Gledtsia e
Ceratonia, torna a organogénese floral cadtica. O mesmo foi observado em
Achlys por Endress (1989). Nos géneros Amherstia e Tamarindus, Tucker
(2000) observou a auséncia da sépala adaxial e de duas pétalas.

Em Microberlinia brazzavillensis, observa-se o inicio da formacdo das
bracteas acropetalarmente, com simetria floral actinomorfa. A iniciacdo dos
primordios das sépalas € helicoidal, a dos primérdios das pétalas € unidirecional
e a dos primordios dos estames € bidirecional. Adicionalmente as anteras séo
basifixas quando da sua iniciacdo, mas tornam-se dorsifixas na antese (Tucker,
2002b).

Estes relatos da literatura ilustram a grande diversidade dos padrdes de
ontogénese floral em leguminosas, particularmente na subfamilia

Caesalpinioideae.



3 MATERIAL E METODOS

Para a andlise do desenvolvimento floral de pau-brasil (Caesalpinia
echinata), sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides) e pau-ferro (Caesalpinia
ferrea var. leyotachia) foram coletadas inflorescéncias e flores em diferentes
estagios de desenvolvimento. As coletas de material vegetal foram realizadas
durante os anos de 2002 e 2003, em areas da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ), em Piracicaba. Nesta localidade, o florescimento de
pau-brasil ocorre de setembro ao inicio de outubro, de sibipiruna de setembro a
novembro, com pico de florescimento de ambas as espécies em outubro e de
pau-ferro de novembro ao inicio de marco.

Imediatamente apds as coletas, os materiais foram fixados em
paraformaldeido (4% p/v), sob vacuo de 60mmHg por 30 minutos. As amostras
permaneceram por 48 horas adicionais neste fixador a 4°C. Posteriormente, as
amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de etanol (30%,
40%, 50%, 60% e 70%), sendo mantidas durante 4 horas em cada diluicéo, e

conservadas em etanol 70% a 4°C até o uso posterior.
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Também foram analisadas 20 inflorescéncias de C. echinata, C.
peltophoroides e C. férrea distribuidas em 10 ramos de 20 plantas diferentes,

para contagem do namero de flores por inflorescéncia.

3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras armazenadas em etanol 70% foram desidratadas até etanol
100% como descrito na tabela 2. A seguir as amostras foram secas ao ponto
critico (equipamento Balzers — CPD 030) e dissecadas para evidenciar as
estruturas a serem observadas, montadas em porta-espécimes apropriados
usando fita adesiva dupla face e metalizadas com ouro coloidal (45 a 60nm) em
metalizador (equipamento Balzers — MED 010). O material foi observado e
fotografado em microscopios eletrénicos de varredura (ZEISS modelo DSM 940
A e LEO 435 VP) operando entre 10 e 15KV. As fotografias digitais das
observacdes foram obtidas utilizando-se os programas DIT e LEO/UIF, no
Nucleo de Apoio a Pesquisa/Microscopia Eletrénica na Pesquisa Agropecuaria

— (NAP/MEPA) — ESALQ/USP.

3.2 Microscopia optica (MO)

As amostras foram desidratadas em série etilica até etanol 100% e

emblocadas utilizando o Kit Historesina (hidroxietiimetacrilato, Leica
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Heidelberg), seguindo-se as instrucbes do fabricante do Kit com algumas

modificacdes (Tabela 02).

Tabela 02. Protocolo para infiltracdo e emblocagem em historesina,

modificado de Rodrigues & Wetzstein, (1998)

PRODUTO/ PROCEDIMENTO TEMPO MIINIMO

Etanol PA 100% 2 tratamentos de 4h cada
Propanol PA 100% 2 tratamentos de 4h cada
Butanol PA 100% 2 tratamentos de 4h cada
% parte de Historesina e ¥ parte de Propanol 4 horas
2/3 parte de Historesina e1/3 parte de Propanol 4 horas
Historesina pura 1 semana

A polimerizacdo da resina foi feita & temperatura ambiente por 48
horas. Cortes seriados com espessura de 5 um foram realizados em micrétomo
rotativo (Leica — modelo RM2155), montados em laminas histologicas e corados
com azul de toluidina a 0,5% (p/v). Os cortes histologicos foram observados em

Microscopio Zeiss Axiovert 35 e fotografados.



4 RESULTADOS

4.1 Estudo morfo-anatbmico do desenvolvimento reprodutivo de

Caesalpinia echinata

O meristema da inflorescéncia de C. echinata iniciou a formacédo de
meristemas florais acropetalarmente (figuras 1 A, C). O meristema da
inflorescéncia manteve-se indeterminado, caracterizando um racemo.

Observou-se 0 numero médio de 27+10 (n=20) flores por inflorescéncia.

O meristema da inflorescéncia diferenciou bracteas protetoras na axila
das quais formaram-se os meristemas florais (figura 2 A). As flores de C.
echinata puderam ser descritas como completas, diclamideas e pentameras,
sendo compostas de cinco pétalas, cinco sépalas, dez estames e um carpelo.
Na antese, observou-se a presenca de sépalas e pétalas amarelas, com
excecao da sépala verde abaxial e da pétala adaxial, que mostrou possuir uma
mancha vermelho escuro (figura 1B).

Caesalpinia echinata pb6de ser classificada como alégama, um padrdo em
Caesalpinioideae, por ter como caracteristicas principais flores abertas e uma

das pétalas coloridas, o que favorece a atracao de polinizadores (figura 1 B).
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Figura 1 - Caesalpinia echinata Lam. A: Vista parcial do individuo adulto. B: Detalhe de um ramo,
mostrando parte de uma inflorescéncia; duas flores na antese sdo mostradas em vista
frontal, com a sépala abaxial, que é verde e a pétala adaxial, que possui uma mancha
vermelho escuro (seta). C: Detalhe de uma inflorescéncia, contendo botdes florais em
diferentes estagios de desenvolvimento. Barras: A: 5m; B: 1,5¢cm; C: 2cm

\1
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Figura 2 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura (C) e de microscopia 6ptica (A, B, D) do
desenvolvimento floral de Caesalpinia echinata Lam. A: Corte longitudinal de uma
inflorescéncia mostrando os botdes florais, protegidos por bracteas. B: Meristema floral,
mostrando um pequeno acumulo de compostos polifendlicos, onde havera a formagéao
da sépala (seta). C: Vista frontal do meristema com o inicio do desenvolvimento da
sépala abaxial. D: Corte longitudinal do meristema floral. br: bractea; mf: meristema
floral; mi: meristema da inflorescéncia; sb: primérdio de sépala abaxial. Barras: A:
200pm; B-D: 100pum
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primordio da sépala abaxial foi o primeiro a ser iniciado a partir do meristema
floral (figuras 2 B-D), seguido dos primérdios das sépalas laterais e adaxiais,
formados unidirecionalmente (figuras 3 A-C).

Observou-se a presenca de células coradas fortemente em verde, na
regido abaxial dos primordios de sépalas, quando o corante azul de toluidina foi
utilizado (figuras 3 A, C, D). Segundo O’Brien et al., (1964), o corante
policromatico azul de toluidina cora em verde alguns compostos polifendlicos,
como a lignina. No entanto quando cortes frescos contendo materiais
equivalentes aos descritos acima foram corados com uma solucéo saturada de
phloroglucinol (Trump, 1961; Yanovsky, 2003), a reacao histoquimica para a
presenca de lignina foi negativa.

Os primérdios das pétalas diferenciaram-se de forma unidirecional,
sendo o primérdio da pétala adaxial o primeiro a ser iniciado (figuras 3 D, E). Os
primordios de pétala ndo aumentaram de tamanho até o inicio do
desenvolvimento das anteras epissépalas.

Pouco antes da antese as pétalas mostraram-se imbricadas, ou seja, as

margens das pétalas sdo superpostas, havendo uma pétala totalmente externa
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Figura 3 - Imagem de microscopia eletronica de varredura (B, E) e de microscopia 6ptica (A, C, D)
do desenvolvimento floral de Caesalpinia echinata Lam. A: Corte longitudinal do
meristema floral, mostrando a formagéo do primérdio das sépalas abaxial e adaxial e o
acumulo de compostos polifendlicos na face abaxial dos mesmos. B: Meristema floral em
vista frontal no estagio de diferenciagdo dos primoérdios das sépalas. C: Corte
longitudinal do meristema floral no estagio de diferenciagéo dos primérdios das sépalas.
D: Inicio da formagéo do primérdio da pétala. E: Vista frontal do meristema floral
indicando o desenvolvimento do primérdio das pétalas. br: bractea; mf: meristema floral;
pe: primérdio de pétala; sa: primordio da sépala adaxial; sb: primérdio da sépala abaxial.
Barras: A: 400pum; B: 20um; C e D: 600pum; E: 20pum
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Imagens de microscopia eletrbnica de varredura do desenvolvimento floral de
Caesalpinia echinata Lam. A: Meristema floral, em vista polar, no estagio de
diferenciagdo dos 10 primoérdios dos estames, podendo-se também observar o
desenvolvimento do primérdio do carpelo, no centro do meristema floral. B: Meristema
floral em estagio posterior ao mostrado em A. Notar o inicio da invaginagao do lado
adaxial (seta). C: Neste estagio quando ocorre a invaginagéo do lado adaxial do
carpelo, nota-se o crescimento diferencial das anteras. D: A invaginagao forma uma
fenda cuja superficie interna originara a placenta (seta). ca: primérdio do carpelo; es:

estame; pe: primordio de pétala. Barras: A: 10um, B-D: 30pum
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e uma totalmente interna. A pétala interna foi distinta das demais, por possuir
uma mancha vermelho escuro. A distincdo clara de uma pétala em particular,
em relacdo as demais, é uma caracteristica comum nas flores da subfamilia
Caesalpinioideae.

Os primordios das anteras epissépalas foram iniciados a seguir (figuras
4 A, B), simultaneamente em dois verticilos concéntricos. No verticilo externo
(anteras epissépalas) originam-se os primoérdios maiores (60um, em média, na
formacao), e no verticilo interno (anteras epipétalas) formaram-se primordios
menores (35um, em média, na formacgéao).

O alongamento dos estames epipétalos ocorre apenas quando o carpelo
iniciou a formacdo do sulco longitudinal que originara a placenta (figuras 4C,
D).

As anteras classificaram-se como dorsifixas, sendo a abertura das
mesmas do tipo longitudinal (figuras 5 A-D), promovendo a liberacdo dos graos
de pdlen (figura 5 E).

Os graos de pélen de pau-brasil mostraram-se de médios a grandes,
com ambito circular, 3-brevicolporados com diametro polar de 46,3 + 0,5um.
Recentemente, Corréa (2003) publicou uma descricdo detalhada do pélen de
pau-brasil, confirmando as nossas andlises (figura 5 F).

A formagdo do gineceu iniciou-se com uma protuberancia no centro do
meristema floral (figura 4 A), antes que os primordios dos estames epipétalos

alongarem-se. Quando o primérdio do carpelo atingiu cerca de 100um de
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Figura 5 - Fotos em lupa (A, B, C) e de microscopia eletrbnica de varredura (D, E, F) de Caesalpinia
echinata Lam. A, B, C: Fotomicrografias, tiradas a 5 minutos de intervalo, mostrando a
mesma antera de C. echinata, em estagio de liberagao dos graos de pélen. D: Imagem de
um estame, mostrando as aberturas longitudinais e tricomas na base do filete (seta). E:
Imagem de uma antera, cortada transversalmente, mostrando gréos de pdlen no seu
interior. F: Graos de polen de C. echinata. an: estame, fi: filete Barras: A, B, C: 300um; D,

E: 100pum; F: 10pum
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altura, iniciou-se uma invaginacdo em seu lado adaxial (figura 4 B). Esta
invaginacdo formou uma fenda, na superficie interna da qual foi formada a
placenta (figuras 4 D; 6 A, B) e, posteriormente, os primordios dos évulos
(figura 6 D, F).

O ovério, estilete e estigma foram formados pela fusdo pés-genital do
carpelo (figura 6 C, E).

As células da regido estigméatica se diferenciaram em células papilares
alongadas e estas se curvaram para o lado adaxial (inserto fig. 7 A). Observou-
se igualmente um alongamento do estilete de C. echinata a medida que a flor
se aproximou da antese (figuras 6 E, F; 7 A-C). Este alongamento do estilete,
proporcionalmente ao tamanho do ovario, € uma caracteristica da subfamilia
Caesalpinioideae (Tucker, 1999).

Na regido interna do complexo estigma/ estilete observou-se uma
epiderme com células alongadas. Os graos de pdlen germinaram nesta regiao
ou sobre as células papilares (figura 7 D, E).

A caracteristica zigomorfa das flores de C. echinata foi expressa quando
as pétalas e estames iniciaram um alongamento diferencial tardiamente

durante o seu desenvolvimento.
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Figura 6 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura (A, B, C, E) e de microscopia 6ptica (D,
F) de C. echinata Lam. A: Carpelo em desenvolvimento no qual se observa a fenda
placentaria. B: Gineceu em estagio de desenvolvimento posterior ao mostrado em A.
Notar o alongamento diferencial do lado abaxial. C: Gineceu com inicio da fusdo pos-
genital (seta). D: Corte longitudinal do meristema floral, onde nota-se a regiao
placentaria. E: As células da regido estigmatica se diferenciam em células papilares
alongadas. F: Nota-se um alongamento do estilete a medida que a flor se aproxima da
antese, e a formagao do primérdio dos ovulos. es: estigma, ov: ovario. Barras: A, B:

100pm; C: 30pum; D:100pm ; E: 200pm;F: 300pm
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o

Figura 7- Imagens de microscopia eletrénica de varredura (A, B, D) e de microscopia 6ptica (C, E)
de C. echinata Lam. A: Botdo floral dissecado com o gineceu, mostrando o
posicionamento da regido estigmatica com inclinagéo adaxial. B: Bot&o floral préximo a
antese, notar tricomas na regido do ovario e o alongamento dos estames epipétalos e
epissépalos. C: Corte longitudinal do gineceu mostrando os évulos e a regido placentaria.
D: Regiao estigmatica, onde nota-se gréos de pdlen em estagio de germinagao. E: Corte
transversal da regido estigmatica, no mesmo estagio de D. Notar os gréaos de pdlen no
interior da regido estigmatica (seta). es: estigma; et: estilete; ov: ovario. Barras: A:
200um; B, C:300um;D:200um; E: 200pum
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4.2 Estudo morfo-anatémico do desenvolvimento reprodutivo de

Caesalpinia peltophoroides

As inflorescéncias de C. peltophoroides puderam ser classificadas como
do tipo racemo, formada por flores hermafroditas, possuindo um meristema
terminal apical, sendo considerada indeterminada. O meristema da
inflorescéncia produziu bracteas acropelarmente que cobrem e protegem os
meristemas florais (figuras 8 C; 9 A, B).

As flores de sibipiruna puderam ser classificadas como completas,
diclamideas e pentameras, sendo compostas de cinco pétalas, cinco sépalas,
dez estames e um carpelo. Observou-se que a flor na antese possui sépalas e
pétalas amarelas, com exce¢do da sépala verde abaxial e da pétala adaxial,
gue mostrou uma mancha vermelho claro (figuras 8 A, B).

Observou-se 0 numero médio de 27+10 (n=20) flores por inflorescéncia.

Os primérdios das sépalas iniciaram-se unidirecionalmente, sendo o
primérdio abaxial o primeiro a ser iniciado (figuras 9 C-E). Logo ap6s a
formacdo dos cinco primordios de sépala, iniciou-se no segundo verticilo a
formacéo unidirecional dos 5 primordios de pétala (figura 9 F).

Ap6s a formacdo do segundo verticilo, iniciou-se a formagdo dos
primérdios das anteras epissépalas e epipétalas que mantiveram-se no mesmo
tamanho dos primordios das pétalas até o inicio da formagéo do gineceu (figura

9 F). Na antese todos os estames eram livres e as anteras dorsifixas,
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Figura 8 - Caesalpinia peltophoroides Benth. A: Vista parcial do individuo adulto. B: Flores na
antese, a seta indica a pétala adaxial, com a coloracao vermelho claro. C: Detalhe de
uma inflorescéncia, com botdes florais em diferentes estagios de desenvolvimento.
Barras: A:5m,B:1,5cm; C: 3cm.
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Figura 9 - Imagem de microscopia eletronica de varredura (A, C, D, F) e de microscopia 6ptica (B,
E) do desenvolvimento floral de Caesalpinia peltophoroides Benth. A: Inflorescéncia,
mostrando meristemas florais em diferentes estagios de desenvolvimento. B: Corte de
uma inflorescéncia mostrando os botdes florais, o meristema da inflorescéncia e as
bracteas. C, D: Meristemas florais em inicio de diferenciacao do primoérdio das sépalas.
E: Corte longitudinal do meristema floral. F: Meristema floral onde as setas indicam o
inicio da diferenciagao do primérdio das pétalas. br: bractea; mf: meristema floral; mi:
meristema da inflorescéncia; sb: primérdio da sépala abaxial. Barras: A: ;B:100pum;

D:200pum; E: 100pm; F:30pum
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possuindo abertura longitudinal para a liberacdo dos graos de pélen (figuras 10
A, B). Os graos de pdlen de sibipiruna sdo médios, com ambito circular, com
didmetro polar de 43,5 + 0,5um (figura 10 C).

O primordio do carpelo iniciou-se como uma pequena protuberancia no
centro do meristema floral. Uma vez que o mesmo atingiu a altura de
aproximadamente 120 um, foi possivel observar o inicio de uma invaginacéo
do lado adaxial do carpelo onde se deu inicio ao desenvolvimento dos
primordios dos ovulos (figuras 11 A, B, C). Durante o desenvolvimento do
carpelo de sibipiruna, a regido abaxial mostrou um crescimento diferenciado
em relacao a regido adaxial, onde se deu a formacao da placenta (figuras 11 D,
E). A regido interna da fenda formada pela invaginacédo do carpelo manteve-se
aberta no inicio da formacédo do primérdio dos 6vulos (figura 11 C).

Durante seu desenvolvimento o carpelo continuou a se alongar,
sofrendo fusdo pds-genital, para a formacao do ovario, do estilete e do estigma
(figuras 11 D, E). Observou-se uma grande quantidade de tricomas na posi¢cao
basal do carpelo e dos estames (figura 11 F).

Na antese, o estigma apresentou-se na forma de um anel, contendo
células papilares alongadas. Nesta regido ou na parte interna do estigma

ocorreu a germinacao dos graos de pélen (figuras 11 F).
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Figura 10 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura (B, C) e de microscopia optica (A) de
Caesalpinia peltophoroides Benth. A: Corte longitudinal de uma flor, mostrando a
ligagdo dorsifixa do estilete (seta). B: Imagem de um estame, mostrando abertura
longitudinal e tricomas na base. C: Graos de poélen de C. peltophoroides. an: antera; fi:
filete. Barras: A, B: 100pum; C: 10pum
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Figura 11 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura (A, C, D, F) e de microscopia 6ptica (B)
de Caesalpinia peltophoroides Benth. A: Meristema floral onde o sulco da regido do
carpelo ja esta formado, originando a regido da placenta. B, C: Meristema floral, onde
nota-se o inicio do desenvolvimento do primérdio dos évulos. D, E: Meristema floral
durante as fases finais do desenvolvimento do gineceu. Notar o inicio da fusdo pos-
genital do carpelo. F: Gineceu proximo a antese, mostrando o curvamento da regido

estigmatica. Barras: A-E: 100pum; F: 200pum
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4.3 Estudo morfo-anatémico do desenvolvimento reprodutivo de

Caesalpinia ferrea var. leyotachia

As inflorescéncias de pau-ferro, classificadas como racemos, foram
formadas pelos meristemas das inflorescéncias. Estes produziram bracteas
gue cobriram os meristemas florais (figuras 12 C; 13 A, B).

As flores de pau-ferro foram classificadas como completas,
hermafroditas, diclamideas e pentameras, sendo compostas de cinco pétalas,
cinco sépalas, dez estames e um carpelo. A flor na antese possuiu sépalas e
pétalas amarelas, com excecdo da pétala adaxial que mostrou pequenas
manchas vermelho claro (figuras 12 A, B).

Observou-se o numero médio de 20+10 (n=20) flores por inflorescéncia.

Os primérdios das sépalas desenvolveram-se unidirecionalmente, sendo
o primordio da sépala abaxial o primeiro a ser iniciado. Durante o seu
desenvolvimento este primordio cobriu o meristema floral (figuras 13 C-E).

Os primérdios das pétalas foram iniciados em ordem unidirecional,
sendo o primordio abaxial o primeiro a ser iniciado, seguido do primérdio das
sépalas laterais e adaxial (figura 13 F). Uma vez que o primérdio da pétala
adaxial foi formado, observou-se o inicio do desenvolvimento do primérdio dos
estames.

Os primordios dos estames abaxiais foram 0s primeiros a serem

iniciados e assim que estes diferenciaram-se observou-se o inicio do
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Figura 12 - Caesalpinia ferrea var leyotachia Benth. A: Vista parcial do individuo adulto. B: Detalhe
de um ramo, mostrando parte de uma inflorescéncia; flores na antese sdo mostradas
em vista frontal,, a sépala abaxial é verde e a pétala adaxial, que possui manchas
vermelho claro (seta). C: Detalhe de uma inflorescéncia, contendo botdes florais em
diferentes estagios de desenvolvimento. Barras: A: 5m; B: 1,5¢cm; C: 2cm
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Figura 13 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura (A, C, E, F) e de microscopia 6ptica (B,
D) do desenvolvimento floral de Caesalpinia ferrea var leyotachia Benth. A:
Inflorescéncia, mostrando meristemas florais em diferentes estagios de
desenvolvimento. B: Corte longitudinal de uma inflorescéncia mostrando os botbes
florais, protegidos por bracteas. C, D, E: Meristemas florais no inicio de diferenciagéo do
primérdio das sépalas. F: Meristema floral onde as setas indicam o inicio da
diferenciagao dos primoérdios das pétalas (seta). br: bractea; mf: meristema floral; mi:
meristema da inflorescéncia; sb: primordio da sépala abaxial. Barras: A: 200um ;B, C:

100um; D, E, F:30um
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desenvolvimento do carpelo, no centro do meristema floral (figura 13 F). Os
primordios dos estames epissépalos e epipétalos permaneceram do mesmo
tamanho do primérdio das pétalas, até a formacdo do primérdio do carpelo
(figura 14 A).

O alongamento dos filetes dos estames epissépalos ocorreu quando o
primordio do carpelo iniciou a invaginacdo do lado adaxial (figura 14 C). Na
antese as anteras sdo dorsifixas, com abertura longitudinal para a liberacao
dos gréos de pdlen, apresentando tricomas na base do filete (figuras 15 A, B).

Os graos de po6len mostraram um tamanho médio de 44,5 + 0,5um, com
ambito circular (figura 15 C).

O primérdio do carpelo iniciou-se no centro do meristema floral. Este
primérdio alongou-se e quando atingiu a altura de aproximadamente 120um,
iniciou-se uma invaginacao no lado adaxial, para a diferenciacdo da placenta
(figura 14 B). Esta fenda placentaria permaneceu aberta, tornando visivel a
formacdo dos primérdios dos 6vulos, confirmando a placentacdo parietal
(figuras 14 C, D). As células da regido estigmatica diferenciaram-se tornando-
se células papilares alongadas (figura 14 E). O gineceu préximo a antese se
alongou e néo foram observados tricomas na sua base, nem o curvamento da
regido estigmatica para o lado adaxial, como observado em sibipiruna e pau-

brasil (figuras 14 E, F).
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Figura 14 - A: Meristema floral, mostrando o inicio do desenvolvimento do primérdio do carpelo. B:
Meristema floral, em estagio posterior ao mostrado em A. Notar o inicio da invaginagéo
dolado adaxial do gineceu. C: Gineceu em estagio de formagao do primérdio dos 6vulos
(seta). D: Meristema floral em estagio posterior a C. Notar a placentacao parietal do
gineceu. E: Gineceu de um botéo floral préximo a antese, nao ha formagéao de tricomas
na base do ovario. F: Gineceu, mostrando as células papilares da regido
estigmatica.Barras: A, B, C: 100pum; D, E: 200pum; F: 300um
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Figura 15 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura (B, C) e de microscopia éptica (A) de
Caesalpinia ferrea var. leyotachia Benth. A: Corte longitudinal de uma flor, mostrando a
ligagéo dorsifixa do estilete. B: Imagem de um estame, mostrando abertura longitudinal
e tricomas na base. C: Graos de polen de C. ferrea. an: antera; fi: filete. Barras: A, B:

100pm; C: 30pum



5 DISCUSSAO

5.1 Comparagdo do desenvolvimento floral de C.echinata, C.

peltophoroides e C. ferrea var. leyotachia

Geralmente, o inicio da floragdo de pau-brasil, sibipiruna e pau-ferro
coincidem com o final da época seca. Em Piracicaba, SP estas condi¢cbes
ocorrem de setembro a margo, com pico de floragdo em outubro. Em pau-ferro
a floragao ocorre de novembro a fevereiro (Engel, 1984).

O periodo de floracdo de pau-brasil € muito curto, nas condi¢bes de
Piracicaba, SP entre dez a quinze dias, desde a abertura das primeiras flores
ao inicio do desenvolvimento dos frutos. As flores sdo efémeras, e apés a
antese, permanecem abertas por apenas 12-24 horas. As espécies do género
Caesalpinia possuem caracteristicas muito similares no tocante a sua ontogenia
floral inicial, sendo relativamente uniforme na tribo Caesalpinieae (Tucker,
1984b; 1991; Kantz, 1996). No entanto, o estudo do desenvolvimento floral em
diversas espécies de Bauhinia (Tucker, 1984b; 1988) revelou diferencas
marcantes na ontogenia floral deste género, como a perda de 6rgaos florais de

forma natural, antes da antese. Igualmente, no género Cassia
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as diferencas relativas a ontogenia floral sdo tdo importantes entre as espécies
gue se sugeriu a particdo do género em trés subgéneros (Irwin, 1981).

As trés espécies de Caesalpinia aqui estudadas compartilharam muitas
caracteristicas reprodutivas semelhantes como a presenca de uma
inflorescéncia indeterminada, flores com simetria bilateral, formacéo
unidirecional das sépalas e pétalas, formacédo do gineceu por um carpelo Unico,
estigma poroso e tubular, formacao de células papilares na regido estigmatica e
a abertura longitudinal das anteras.

C. peltophoroides, C. echinata e C. ferrea apresentam inflorescéncias do
tipo racemo, sendo o tipo mais comum de inflorescéncia na familia Fabaceae,
(Tucker, 1996; 2000). As Inflorescéncias do tipo racemo possuem um
meristema apical terminal indeterminado, com iniciacdo floral acropetalar
(Tucker, 2003).

Em C. echinata, C. peltophoroides e C. ferrea as sépalas sédo iniciadas
em ordem unidirecional, como em Microberlinia brazzavillensis e M. bisulcata
comecando com a formacdo do primordio da sépala abaxial (Tucker, 2002a).
Em outros géneros da subfamilia Caesalpinioideae, como Amherstia e
Tamarindus, a formacdo dos primérdios das sépalas é sequencial (Tucker,
2002b; 2003).

A posicao imbricada de sépalas e pétalas, observada em C echinata, C.
peltophoroides e C. ferrea, foi descrita em outras espécies das diferentes tribos
da subfamilia Caesalpinioideae na tribo Caesalpineae: Caesalpinia gilliesii, C.

intricata, C. pannosa, Hoffmannseggia drepanocarpa (Kantz & Tucker, 1994;



41

Kantz, 1996); na tribo Cassieae: Cassia javanica, Chamaecrista fasciculata
(Tucker, 1992; 1996); na tribo Cercideae: Bauhinia divaricata (Tucker, 1988) e
na tribo Detarieae: Saraca indica e S. declinata (Tucker, 2002a).

O desenvolvimento dos estames epipétalos ocorre apenas quando o
carpelo ja iniciou a formacao do sulco longitudinal que originara a placenta nas
trés espécies estudadas.

O acumulo de compostos polifendlicos, como observado em C. echinata
durante a analise histoquimica ndo foi observado em C. peltophoroides e C.
ferrea.

Em C. peltophoroides e C ferrea var. leyotachia os 6vulos comecaram a
ser iniciados enquanto as margens do carpelo estavam abertas, antes da fuséo
pos-genital. Os primérdios dos 6vulos ficaram expostos até o inicio da formacéo
dos tegumentos. Nao foi possivel observar este fato em C. echinata. As trés
espécies apresentaram placentacao parietal. Essa condicdo tem sido descrita
para outras espécies de Caesalpinia: Caesalpinia cassioides, C. pulcherrima, C.
ovalifolia e C. sepiaria (Kantz & Tucker, 1994; Kantz, 1996), bem como em
outros géneros da subfamilia Caesalpinioideae: Campsiandra, Parkinsonia,
Peltophorum e Gymnocladus (Kantz, 1996).

O padrao de desenvolvimento do estigma de C. echinata, C.
peltophoroides e C. ferrea € tipico dos géneros de Caesalpinioideae (Owens,
1989).

Uma das caracteristicas marcantes da subfamilia Caesalpinioideae € a

iniciacdo do carpelo com a formacéo de uma fenda por invaginacdo do mesmo
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guando este atinge cerca de 120um. (Tucker, 2002a) Esta caracteristica foi
observada em C. echinata, C. peltophoroides e C. ferrea. As trés espécies aqui
estudadas apresentaram estigma poroso tubular e o curvamento da regido
estigmatica, exceto em C. ferrea, como observado por Tucker (1997), em
Delonix sp e Haematoxylum brasiletto (Owens, 1989; Tucker 1997).

Observou-se igualmente um alongamento do estilete proporcionalmente ao
tamanho do ovario em C. echinata, C. peltophoroides e C. ferrea a medida que
a flor se aproximou da antese. Este alongamento facilitaria a polinizagéo por

insetos e nao foi observado no género Petalostylis (Heel, 1983; Tucker, 1998).



6 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos e nas andlises realizadas nesse estudo
pode-se concluir que:

e As inflorescéncias de C. echinata, C. peltophoroides e C. ferrea
sdo do tipo racemo, contendo bracteas protetoras na regiao
abaxial de cada meristema floral;

e Em C. echinata, C. peltophoroides e C. ferrea observou-se o
desenvolvimento dos primordios florais de maneira unidirecional
sendo o primordio abaxial o primeiro a ser diferenciado;

e As anteras sao dorsifixas e com abertura do tipo longitudinal, nas
trés espécies estudadas;

e Proximo a antese, as células da regido estigmatica diferenciam-se
em células papilares alongadas, formando um anel oco, ocorrendo
um curvamento deste anel para a regidao adaxial, exceto em C.
ferrea;

e As flores na antese sao hermafroditas, diclamideas e pentameras,
de cor amarela, exceto a pétala adaxial, que possui uma mancha

vermelha, nas trés espécies estudadas;
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As espécies do género Caesalpinia possuem caracteristicas
similares quanto a sua ontogenia floral, concordando com padréo
descrito para a tribo Caesalpinieae.

C. echinata possui células que acumulam compostos polifendlicos
na regido abaxial dos primérdios dos orgaos florais;

C. ferrea ndo possui tricomas na base do ovario, como observado
em C. echinata e C. peltophoroides;

A descricdo morfo-anatbmica dos eventos ontogenéticos do
desenvolvimento floral das espécies de Caesalpinia documentada
nesta dissertacdo, podera servir de base para futuros estudos
moleculares do desenvolvimento reprodutivo em leguminosas da

subfamilia Caesalpinioideae.
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