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RESUMO

Melastomataceae, com cerca de 4.500 espécies distribuidas em regides tropicais
e subtropicais, € a sexta maior familia entre as angiospermas no Brasil. O grupo destaca-
se pela elevada proporcao de espécies apomiticas, concentradas em Miconieae. Apesar
do monofiletismo da familia, a evolucdo de caracteres morfolégicos, as relacoes e a
propria delimitacao das tribos permanecem em debate. Este trabalho teve dois objetivos
gerais. O primeiro, investigar o tipo de apomixia e verificar a ocorréncia de reproducao
sexuada em seis espécies de Miconieae: Clidemia hirta, Leandra aurea, L. melastomoides,
Miconia leucocarpa, Ossaea amygdaloides e O. confertiflora, por meio de analises
anatomicas da esporogénese, gametogénese, embriogénese e mensuracao da viabilidade
e da germinacao dos graos de poélen. O segundo, testar a importancia sistematica de dois
caracteres embriologicos em Melastomataceae: ocorréncia de drusas na parede da
antera madura e namero de camadas no tegumento externo do 6vulo, a partir de 180 e
144 espécies, respectivamente. As amostras foram obtidas de espécimes herborizadas
ou preservadas em alcool e analisadas anatomicamente. Os resultados revelam que
alteracoes na meiose e heterocronia no desenvolvimento dos graos de pélen levam a
inviabilidade polinica. Apomixia do tipo gametofitica diplospérica é observada nas seis
espécies analisadas e, como consequéncia, a formacao de sacos embrionarios reduzidos
¢ comprometida. Adicionalmente, em C. hirta observa-se apomixia gametofitica
aposporica e em L. melastomoides, embrionia adventicia. A reproducdo sexuada parece
ser um evento pouco comum nas espécies investigadas, que podem ser classificadas
como apomiticas obrigatorias, ou seja, que se reproduzem apenas por apomixia. Drusas
na parede da antera madura sao relatadas em 89 dos 180 representantes analisados e

pode ser util na delimitacdo de alguns clados. A ocorréncia destes cristais parece
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distinguir o clado Blakea + Topobea (Blakeeae), a tribo Henrietteeae e um subclado
dentro de “Conostegia s.l.” (Miconieae) de grupos proximamente relacionados. O
tegumento externo do 6vulo, formado por duas camadas celulares esta presente em 11
dos 14 grupos amostrados. Variacao € observada em Melastomeae, Merianieae e
Miconieae. Em Melastomeae, no clado “Marcetia & allies” a ocorréncia de ovulos com
tegumento externo formado por trés camadas de células & apontada como uma
sinapomorfia para o grupo. Em Miconieae, a ocorréncia de trés camadas no tegumento
externo do 6vulo é o estado de carater mais comum, mas a ocorréncia de mais de trés
camadas foi observada em linhagens com sementes grandes. Na tribo, a espessura do
tegumento externo pode estar relacionada com a presenca de frutos endozooéricos. Ainda
em Miconieae, o género Physeterostemon e um subclado dentro de “Conostegia s.1.”
foram delimitados pela ocorréncia de duas camadas no tegumento externo do 6vulo. A
comparacdo dos dados embriologicos obtidos em diferentes linhagens de
Melastomataceae evidencia a importancia deste tipo de estudo para a sistematica da

familia e fornece informacoes para futuras discussoes evolutivas.
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ABSTRACT

Melastomataceae comprise about 4,500 species found in tropical and
subtropical regions. This is the sixth largest family of flowering plants in Brazil. The
group has been highlighted for its high proportion of apomictic species, concentrated in
Miconieae. Despite of the supported monophyly of the family, their intrafamily
relationships and morphological evolution are still now poorly understood. The
objectives of this study were twofold. First, to investigate the apomixis type and to verify
the occurrence of sexual reproduction in six species of Miconieae, Clidemia hirta,
Leandra aurea, L. melastomoides, Miconia leucocarpa, Ossaea amygdaloides and O.
confertiflora. Sporogenesis, gametogenesis and embryogenesis anatomy, and pollen grain
viability and germination measurements were used. Second, to test the systematic
importance of two embryological characters in Melastomataceae: druses occurrence in
the anther wall cells and the thickness of the outer ovule integument from 180 and 144
species, respectively. For this purpose, we used anatomical analyses from herborized
and spirit samples. The results show abnormal meiosis and heterochrony as main
causes of pollen inviability. Diplosporic apomixis was observed in all species and thus,
the sexual embryo sac development is affected. Furthermore, aposporic apomixis was
observed in C. hirta and adventitious embryony in L. melastomoides. Sexual
reproduction appears to be an uncommon event in the investigated species, which can
be classified as obligate apomitics. Druses in the anther wall cells were observed in 89
from 180 analysed species. The druses occurrence delimits the clade Blakea + Topobea
(Blakeeae), Henrietteeae and a subclade in “Conostegia s.1.” (Miconieae). The bi-layered
outer ovule integument was observed in 11 from 14 sampled groups. Variations were

detected in Melastomeae, Merianieae and Miconieae. The three-layered outer integument
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is pointed as a synapomorphy for “Marcetia & allies” (Melastomeae) and it is a character
state most common in Miconieae, although more than three layers were observed in
lineages with large seeds. We propose that the outer ovule integument may be related to
the endozoochorous fruits in Miconieae. A bi-layered outer integument delimits
Physeterostemon and a subclade in “Conostegia s.1.” (Miconieae). The embryological data
comparison for different groups of Melastomataceae highlights the importance of this
kind of study in the systematic works and provides information for future evolutionary

discussions.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Melastomataceae Juss.

Melastomataceae é representada por cerca de 170 géneros e aproximadamente
4.500 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais, das quais cerca de 3.000
sao registradas para o Novo Mundo (Renner 1993, Clausing & Renner 2001). No Brasil,
é considerada a sexta maior familia em niimero de espécies entre as angiospermas, com
1.360 espécies que ocorrem em praticamente todas as formacoes vegetacionais (Romero
& Martins 2002, Goldenberg et al. 2012a, Baumgratz et al. 2014).

Juntamente com outras nove familias, Melastomataceae esta incluida na ordem
Myrtales Juss. ex Bercht. & J. Presl (APG III 2009) (Fig. 1), um grupo monofilético (Conti
et al. 1996). Em Myrtales, ha uma estreita relacdo entre Alzateaceae S.A. Graham,
Crypteroniaceae A. DC. ex DC. & A. DC., Melastomataceae e Penaeaceae Sweet ex Guill.,

que formam um clado dentro da ordem (APG III 2009) (Fig. 1).



Combretaceae

Onagraceae

*Denotes branches

with 50-80% support;

+Denoctes branches Lythraceae
with <50% support;

all other branches have

>80% support. Myrtoideae
=
-
* Heteropyxidae E
Psiloxyloideae %
Psiloxyleae
Vochysiaceae

- :Melastomatoideae :
: Melastomataceae :

EOIisbeoideae :
Crypteroniaceae

Alzateaceae

Rhynchocalyx

Penaea, etc. | Penaeaceae

Olinia

Figura 1. Arvore filogenética evidenciando as relacdes dentro da ordem Myrtales e destacando o

posicionamento de Melastomataceae.
Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT /Research /APweb/orders/myrtalesweb2.htm

Acesso em 29/04/2014.

Melastomataceae destaca-se em Myrtales por exibir o maior nimero de espécies.
Quanto a sua circunscricdo, apesar dos debates em relacido ao posicionamento de
Olisbeoideae (ou Memecyloideae) como uma familia autonoma (Memecylaceae), os
trabalhos tém reconhecido este grupo como uma subfamilia de Melastomataceae

(Clausing & Renner 2001, Stone 2005, APG III 2009).


http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/orders/myrtalesweb2.htm

Apesar de seu monofiletismo (Clausing & Renner 2001), a evolucao de caracteres
morfologicos, as relacoes e a propria delimitacdo das tribos dentro de Melastomataceae
ainda estao sob discussao (Clausing & Renner 2001, Fritsch et al. 2004, Michelangeli et
al. 2004, Penneys et al. 2010, Goldenberg et al. 2012b, Michelangeli et al. 2013). Na
classificacdo mais recente sdo reconhecidas nove tribos: Kibessieae, Astronieae,
Sonerileae, Merianieae, Rhexieae, Microlicieae, Melastomeae, Blakeeae e Miconieae
(Renner 1993). No entanto essa delimitacao deve ser brevemente revista, uma vez que ja
foram propostas a criacao de duas novas tribos, Henrietteeae (Penneys et al. 2010) e
Cyphostyleae (Michelangeli et al. 2011), além de mudancas na delimitacao de outras,
como em Blakeeae (Penneys & Judd 2011), Melastomeae (Michelangeli et al. 2013),
Merianieae (Goldenberg et al. 2012b), Miconieae (Michelangeli et al. 2004, Goldenberg
et al. 2008, Amorim et al 2009), Microlicieae (Fritsch et al 2004) e Rhexieae

(Michelangeli et al. 2013) (Fig. 2).

Olisbeoideae

Kibessieae

l— Astronieae

I— Henrietteeae

l— Merianicac

I— Miconicae

Bertolonicae 1

Dissochaleae + Sonerileae
[ Blakeeae

Microlicieae

Rhexieae

alianga Marcetia

Melastomeae

alianga Merianthera
| EBenolonieae?.
Chyphostylcac
Figura 2. Arvore filogenética evidenciando os clados atualmente reconhecidos em

Melastomataceae e suas relacdes. Figura modificada de Clausing & Renner (2001) e atualizada
segundo Goldenberg et al. (2012b) e Michelangeli et al. (2013). Créditos: J.P. Basso-Alves.
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Embriologia em Melastomataceae

O valor sistematico dos caracteres embriologicos tem sido frequentemente
ressaltado e utilizado para esclarecer as relacoes em determinados grupos de
angiospermas (Davis 1966, Herr 1984, Johri 1984, Tobe 1989, Johri et al. 1992). Em
Myrtales, uma combinacado de sete estados de carater embriolégicos € utilizada para
definir morfologicamente a ordem: 1. tapete do tipo glandular, 2. 6vulo crassinucelado,
3. tegumento interno formado por duas camadas de células, 4. micropila formada por
ambos os tegumentos, 5. antipodas efémeras ou ausentes, 6. formacdo nuclear do
endosperma e 7. sementes exalbuminosas (Tobe & Raven 1983).

Por sua vez, dentro de Myrtales, o clado formado pelas familias Alzateaceae,
Crypteroniaceae, Melastomataceae (exceto Olisbeoideae) e Penaeaceae, compartilha a
auséncia de espessamentos secundarios na parede das células do endotécio, camada
geralmente efémera (Conti et al. 1997, Clausing & Renner 2001, Schonenberger & Conti
2003).

Em Melastomataceae, as células uninucleadas do tapete da antera sdao um
estado de carater utilizado para distinguir a familia das demais da ordem, que
apresentam células tapetais bi ou multinucleadas (Davis 1966, Johri et al. 1992, Tobe
& Raven 1983, Cortez et al. 2014).

A familia apresenta, em geral, anteras tetrasporangiadas (Davis 1966, Tobe &
Raven 1983, Johri 1992, Medeiros e Morretes 1996, Medeiros e Ross 1996, Cortez et al.
2014). Entretanto, anteras polisporangiadas foram relatadas em Microlicia (Baumgratz
et al. 1996, Lima 2013) e bisporangiadas em Miconia latecrenata (Cortez et al. 2014). A
parede da antera € formada por epiderme, endotécio, uma ou mais camadas média e
tapete secretor com células uninucleadas (Davis 1966, Tobe & Raven 1983, Johri 1992,

Medeiros e Morretes 1996, Medeiros € Ross 1996, Lima 2013, Fernandes 2011, 2014,
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Cortez et al. 2014). A citocinese da célula-mae de microsporos € simultanea, formando
tétrades tetraédricas de micrésporos (Davis 1966, Tobe & Raven 1983, Johri 1992,
Medeiros e Morretes 1996, Medeiros e Ross 1996, Lima 2013, Fernandes 2011, 2014,
Cortez et al. 2014). O grao de polen € liberado em monades no estadio bicelular (Tobe &
Raven 1984, Medeiros e Morretes 1996, Medeiros e Ross 1996, Fernandes 2011, Lima
2013, 2014, Cortez et al. 2014).

Em melastomataceae, grande parte das espécies estudadas apresentam 6vulos
anatropos (Subramanyam 1942, 1944, 1948, 1951, Davis 1966, Etheridge & Herr 1968,
Tobe & Raven 1983, Johri 1992, Caetano 2010, Nardi 2011, Caetano et al. 2013), mas
os tipos campil6tropo (Tobe & Raven 1983), ana-anfitropo (Medeiros & Morretes 1996) e
atropo (ortotropo) (Etheridge & Herr 1968) também podem ser encontrados. Os ovulos
sdo crassinucelados e bitegumentados, com tegumento interno formado por duas
camadas celulares e hipdostase diferenciada (Davis 1966, Tobe & Raven 1983, Johri
1992, Medeiros & Morretes 1996, Cortez & Carmello-Guerreiro 2008, Nardi 2011,
Caetano etal. 2013a). A espessura do tegumento externo € variavel, podendo ser formado
por duas ou mais camadas de células (Ziegler 1925, Subramanyam 1942, 1944, 1948,
1951, Etheridge & Herr 1968, Tobe & Raven 1983, Medeiros & Morretes 1996, Caetano
et al. 2013). Apés a meiose, a célula-mae de megasporos da origem a tétrades de
megasporos lineares ou em forma de “T” e o megasporo calazal da origem a um saco
embrionario do tipo Polygonum (Davis 1966, Tobe & Raven 1983, Johri 1992, Medeiros
& Morretes 1996, Caetano 2010, Nardi 2011).

O desenvolvimento do endosperma € do tipo nuclear e os nucleos permanecem
livres até serem consumidos pelo embrido em desenvolvimento (Davis 1966, Johri 1992,
Medeiros & Morretes 1996, Caetano 2010, Nardi 2011). A embriogénese pode ser do tipo

onagraceo (Davis 1966, Tobe & Raven 1983, Johri 1992) ou, mais raramente, do tipo



solanaceo (Medeiros & Ross 1996) e o embrido apresenta um suspensor curto e massivo
(Tobe & Raven 1983, Johri 1992, Medeiros & Ross 1996).

Os estudos embriologicos realizados em Melastomataceae (Subramanyam 1942,
1944, 1948, 1951, Venkatesh 1955, Tobe & Raven 1983, 1984, Borges 1991, Medeiros
& Morretes 1996, Medeiros & Ross 1996, Cortez 2007, Cortez & Carmello-Guerreiro
2008, Caetano 2010, Fernandes 2011, 2014, Nardi 2011, Cortez et al. 2012, Ribeiro
2012, Caetano et al. 2013a,b, Lima 2013, Cortez et al. 2014), sdo escassos frente a
grande diversidade de espécies na familia e se concentram em determinadas tribos, como
Melastomeae, Microlicieae e, principalmente, Miconieae. Além disso, a associacao entre
dados embriologicos e moleculares ainda € pouco utilizada. Em conjunto, estes dados
permitiriam detectar estados de carater de importancia sistematica, além de ajudar a
esclarecer a historia evolutiva da familia.

Além das questdoes relacionadas a sistematica do grupo, outro aspecto
importante a ser ressaltado em Melastomataceae € a grande proporcao de espécies
apomiticas (Sobrevila & Arroyo 1982, Renner 1984, 1989, Ramirez & Brito 1990, Borges
1991, Dent-Acosta & Breckon 1991, Almeda & Chuang 1992, Melo & Machado 1996,
Saraiva et al. 1996, Goldenberg & Shepherd 1998, Melo et al. 1999, Sousa-Silva 2000,
Goldenberg & Varassin 2001, Santos 2003, Santos et al. 2010, 2012), mecanismo

relativamente incomum em angiospermas (Carman 1997, Hojsgaard et al. 2014).

Apomixia em Melastomataceae

O sistema reprodutivo de diferentes espécies de Melastomataceae tem sido
investigado e os estudos revelam uma grande diversidade reprodutiva na familia, com
espécies apomiticas, autocompativeis e autoincompativeis em variados graus (Sobrevila

& Arroyo 1982, Renner 1984, 1989, Ramirez & Brito 1990, Borges 1991, Dent-Acosta &



Breckon 1991, Melo & Machado 1996, Saraiva et al. 1996, Goldenberg & Shepherd 1998,
Melo et al. 1999, Sousa-Silva 2000, Goldenberg & Varassin 2001, Santos 2003, Fracasso
& Sazima 2004, Montoro & Santos 2007, Santos et al. 2010, Santos et al. 2012, Brito &
Sazima 2012). Embora a presenca de poros amplos em algumas espécies possa facilitar
a autopolinizacao espontanea (Santos et al. 2010), o sistema de polinizacao
predominante neste grupo € o xenégamo, favorecido pela separacao espacial entre polen
e estigma nas flores (hercogamia) e pela ocorréncia de anteras poricidas que necessitam
ser manipuladas para que o polen seja liberado (Renner 1989).

A apomixia tem sido reportada com frequéncia em Melastomataceae e ja foi
descrita em representantes de Dissochateae + Sonerileae, Henrietteeae, Melastomeae,
Merianieae, Miconieae, Microlicieae e Rhexieae (Tabela 1). Embora os estudos de biologia
reprodutiva sejam relativamente escassos frente ao grande numero de espécies da
familia, os dados disponiveis revelam uma elevada proporcao de apomixia em Miconieae,
onde aproximadamente 68% das espécies estudadas sdo apomiticas.

Miconieae € um grupo monofilético e inclui quase metade dos representantes de
Melastomataceae (Goldenberg et al. 2008, Martin et al. 2008). A delimitacao dentro da
tribo ainda nao € clara e apenas alguns dos 30 géneros atualmente reconhecidos sao
monofiléticos (Goldenberg et al. 2008). Miconia, Leandra, Clidemia e Ossaea, os maiores
géneros da tribo sao reconhecidamente parafiléticos (Goldenberg et al. 2008, Martin et
al. 2008), embora a maioria das espécies localizadas no leste do Brasil pertence a dois
clados (Leandra s.s., Miconia IV + Ossaea) e dois grados (Clidemia e Miconia V)
(Goldenberg et al. 2008). A apomixia surgiu em diferentes linhagens dentro de Miconieae,
e ja foi relatada em diversos representantes dos clados e grados citados acima (Tabela

1, Fig. 3).



A apomixia em Miconieae parece estar relacionada a eventos de hibridacao,
poliploidia e baixa viabilidade polinica (Goldenberg & Shepherd 1998, Caetano et al
2013b). Trabalhos recentes sobre o desenvolvimento do grao de podlen, do saco
embrionario e do embridao em espécies apomiticas e sexuadas da tribo (Caetano et al

2013a,b, Cortez et al. 2012) tém ajudado a entender a apomixia e suas implicacoes neste

grupo.



Tabela 1. Listagem das espécies descritas como apomiticas em Melastomataceae.

Tribos Clados/Grados Espécies Referéncia
Henrietteeae Henriettea succosa (Aubl.) DC.
Merianieae Meriania urceolata Triana

Conostegia s.l.

Miconia ferruginata DC.

Mecranium,
Anaectocalyx & allies

Miconia ciliata (Rich.) DC.

Miconia spinulosa Naudin

Miconia IV + Ossaea

Miconia albicans (Sw.) Triana
Miconia argyrophylla DC.
Miconia discolor DC.

Miconia fallax DC.

Miconia latecrenata (DC.) Naudin
Miconia leucocarpa DC

Miconia ligustroides (DC.) Naudin
Miconia petropolitana Cogn.
Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC.
Miconia stenostachya DC.

Miconia V

Miconia alata (Aubl.) DC.

Miconia aplostachya (Bonpl.) DC.
Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana
Miconia prasina (Sw.) DC.

Miconia sellowiana Naudin
Miconia tomentosa (Rich.) D.Don
Miconia trianae Cogn.

Miconieae

Clidemia

Clidemia capitellata (Bonpl.) D.Don
Clidemia epibaterium DC.

Clidemia fendleri Cogn

Clidemia hirta (L.) D.Don

Clidemia novemnervia (DC.) Triana
Clidemia pustulata DC.

Clidemia rubra (Aubl.) Mart.
Clidemia sericea D.Don

Miconia campestris Benth. & Triana

N

w

Leandra s.s. +
Pleiochiton

Leandra australis (Cham.) Cogn.
Leandra aurea (Cham.) Cogn
Leandra melastomoides Raddi
Leandra purpurascens (DC.) Cogn.
Maieta guianensis Aubl.

Maieta poeppigii Cogn.

Ossaea amygdaloides (DC.) Triana
Ossaea confertiflora (DC.) Triana

VOO WWUIRIOONOAINOE PO OONONNUOUTUIO UINO R INW|IN |~
.

Clidemia bullosa DC. 13
Posicdo filogenética Clidemia 'ruddae Wurdack 14
= : Leandra involucrata DC. 11
nao conhecida o .
Miconia egensis Cogn 6
Miconia stephananthera Ule 12
Dissochateae + Sonerileae Sonerila wallichii Benn. 15
Microlicia benthamiana Triana 2
Microlicieae Microlicia fasciculata Mart. ex Naudin 3
Trembleya parviflora (D.Don) Cogn. 16
Rhexieae Rhexia mariana L. 6
Aciotis acuminifolia (Mart. ex DC.) Triana 6
Comolia microphylla Benth. 2
Marcetia & allies Macairea parvifolia Benth. 2
Melastomeae Macairea theresiae Cogn. 6
Sandemania hoehnei (Cogn.) Wurdack 6
Melastoma malabathricum L. 17
Core Melastomeae Osbeckia hispidissima Wight 18
Pterolepis glomerata (Rottb.) Miq. 12
Tibouchina fraterna N.E.Br. 2




1. Melo & Machado 1996; 2. Mendoza-Cifuentes & Fernandez-Alonso 2012. 3. Santos et al. 2012;
4. Sobrevila & Arroyo 1982; 5. Goldenberg & Shepherd 1998; 6. Renner 1989; 7. Borges 1991;
8. Goldenberg & Varassin 2001; 9. Goldenberg 1994; 10. Dent-Acosta & Breckon 1991; 11.
Saraiva et al. 1996; 12. Ramirez & Brito 1990; 13. Melo et al. 1999; 14. Almeda & Chuang 1992;
15. Subramanyan 1944; 16. Sousa-Silva 2000; 17. Subramanyan 1948; 18. Subramanyan
1942.

Eriocnema
Miconia 1
Miconia II

Leandra + Ossaea (escorpioide)

Tococa

Conostegia + caribenhos <

Mecranium + Anaectocalyx + allies <

Miconia II1

Miconia IV + Ossea p.p. <¢mm

grado Miconia V <

grado Clidemia <¢mm

Leandra s.s. +

Pleichiton <=

ALl mﬂ

Figura 3. Clados e grados reconhecidos atualmente em Miconieae e suas relacoes filogenéticas.
Setas vermelhas indicam os grupos onde ha relatos de espécies apomiticas. Arvore modificada de
Goldenberg et al. 2008. Créditos: J.P. Basso-Alves.
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A Apomixia

O termo apomixia foi introduzido por Winkler (1908), como sindonimo de
reproducao assexuada, e era utilizado para descrever qualquer forma de reproducao em
que nao ocorresse fusdo de gametas, incluindo diferentes formas de propagacao
vegetativa e a agamospermia (reproducado assexuada por sementes). Atualmente, os
autores utilizam apomixia como sinénimo de agamospermia (Nogler 1984, Asker &
Jerling 1992, Crane 2001, Koltunow & Grossniklaus 2003, Whitton et al. 2008, Talent
2009), sendo o conceito adotado no presente estudo.

A apomixia pode ser descrita como um processo de formacao assexuada de
sementes a partir de células do nucelo, tegumento ou do saco embrionario, resultando
no desenvolvimento de pelo menos um embrido viavel (Bicknell & Koltunow 2004,
Koltunow & Grossniklaus 2003). Este processo parece resultar, originalmente, de uma
desregulacao, em tempo e espaco, do desenvolvimento sexual, levando a mudancas no
destino de células e omissdo de eventos criticos no processo sexual (Koltunow &
Grossniklaus 2003, Carman 2007, Tucker & Koltunow 2009).

A apomixia é relatada em aproximadamente 78 familias de angiospermas
(Hojsgaard et al. 2014), sendo marcadamente mais frequentes em alguns grupos de
plantas como Asteraceae, Poaceae, Rosaceae, Rutaceae (Richards 1997, Naumova 2008)
e Melastomataceae (Renner 1989, Goldenberg & Shepherd 1998, Goldenberg & Varassin
2001, Santos et al. 2012). A ocorréncia de espécies apomiticas em diferentes grupos de
angiospermas indica que a apomixia surgiu diversas vezes durante a evolucao das
plantas com flores, e que pode ter sido determinada por oportunidades genéticas
apropriadas, favorecidas por circunstancias ecologicas (Whitton et al. 2008, Hérandl &

Hojsgaard 2012).
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A apomixia pode ser classificada de acordo com a origem do embridao em
apomixia esporofitica ou embrionia adventicia e apomixia gametofitica (diplosporia e
aposporia). Na embrionia adventicia, o embriao origina-se a partir de células nucelares
ou tegumentares do 6vulo (Nogler 1984, Koltunow 1993, Bicknell & Koltunow 2004). Na
apomixia gametofitica o desenvolvimento do embrido ocorre no interior de um saco
embrionario nao reduzido, ou seja, cujas células apresentam numero cromossomico
somatico. Entretanto, enquanto na diplosporia o saco embrionario ndo reduzido origina-
se da célula-mae de megasporos por supressao ou alteracdoes na meiose, na aposporia
ele origina-se de uma ou mais células somaticas do 6vulo, geralmente do nucelo (Nogler
1984, Bicknell & Koltunow 2004).

Nas espécies apomiticas, o desenvolvimento do endosperma pode ser autonomo
ou, pode ser dependente da fecundacao, em um fenémeno conhecido como pseudogamia
(Asker & Jerling 1992, Koltunow 1993). Ainda, ha um relato em Garcinia hombroniana
Pierre (Clusiaceae), na qual o embrido aparentemente se desenvolve sem a presenca de
um endosperma (Richards 1990).

Nem sempre ha exclusao da reproducado sexual nas espécies apomiticas. Os
chamados apomiticos facultativos retém a capacidade de se reproduzir sexualmente,
sendo o fendmeno mais comumente encontrado nas angiospermas (Nogler 1984). Testes
de progénie utilizando ferramentas moleculares tém demonstrado que os apomiticos
obrigatoérios sdo uma excecdo e nao uma regra (Savidan 2007) e a existéncia de plantas
totalmente apomiticas na natureza tem sido até mesmo questionada (Nogler 1984, Asker
& Jerling 1992).

A apomixia esta quase sempre associada a espécies alopoliploides, ou seja,
poliploides formados apds evento de hibridacao (Carman 1997, 2007, Savidan 2007).

Acredita-se que a apomixia pode ser originada pela expressao assincronica de genes
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duplicados, que leva a mudancas importantes em etapas do programa sexual: iniciacao
precoce do saco embrionario e embriogénese a partir de locais e momentos atipicos
durante a reproducao sexuada (Carman 1997; 2007; Tucker & Koltunow 2009). A
combinacao entre hibridacdo e poliploidia seria responsavel por estas alteracoes em
processos importantes durante estagios da megasporogénese, megagametogénese e
fecundacao, levando a apomixia (Carman 1997; 2007; Bicknell & Koltunow 2004). De
fato, muitos apomiticos poliploides sdo formados apés eventos de hibridacao (Darlington
1939; Nogler 1984), além disso, € conhecida a ocorréncia de mudancas em padroes de
expressao de genes apos eventos de cruzamento interespecifico seguido por

poliploidizacao (Chen 2010; Chen et al. 2008; Carvalho et al. 2010; Gaeta et al. 2009).

Objetivos Gerais

Este trabalho teve por objetivos gerais:

1. Investigar o tipo de apomixia e verificar a ocorréncia de reproducao sexuada
em seis espécies de Miconieae, Melastomataceae, previamente descritas
como apomiticas em estudos de biologia reprodutiva (Goldenberg & Shepherd
1998, Melo et al. 1999, Goldenberg & Varassin 2001).

2. Testar a importancia sistematica de dois caracteres embriolégicos em
Melastomataceae: ocorréncia de drusas na parede da antera madura e

numero de camadas no tegumento externo do 6vulo;

Para tal, as seguintes questoes foram levantadas:

. Qual a origem dos embridoes apomiticos?
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. As espécies apomiticas analisadas produzem graos de poélen viaveis e
sacos embrionarios reduzidos?

. Ha evidéncias de formacao de um embrido sexuado?

. Os caracteres embriologicos testados - ocorréncia de drusas na parede da
antera madura e numero de camadas no tegumento externo do 6vulo - podem ser

utilizados para delimitar grupos dentro da familia?

As seguintes hipéteses foram propostas:

. As espécies apresentam irregularidades no processo meiotico durante a
microsporogénese, resultando em uma baixa porcentagem de graos de podlen viaveis
formados;

. Apesar das espécies produzirem uma baixa porcentagem de graos de polen
viaveis, a formacado de determinada quantidade de graos viaveis e sacos embrionarios
reduzidos permite que estas espécies também se reproduzam sexuadamente, mesmo de
forma esporadica, garantindo, assim, alguma variabilidade genética nas populacoes.
Este resultado corroboraria a ideia de que as espécies apomiticas sdao, em sua maioria,
facultativas.

. A ocorréncia de drusas na parede da antera madura e a espessura do
tegumento externo do 6vulo podem ser utilizados na delimitacado de grupos monofiléticos

em Melastomataceae.

Cada um destes objetivos foi abordado em quatro capitulos, a saber:

Capitulo 1: Inviabilidade polinica em espécies apomiticas de Miconieae,

Melastomataceae: causas e consequéncias;
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Capitulo 2: Apomixia gametofitica como principal modo de reproducao em
Miconieae, Melastomataceae;
Capitulo 3: Crystals in the anther wall provides morphological markers with

potential use for Melastomataceae systematics;

Capitulo 4: O tegumento externo do o6vulo e seu valor na sistematica de

Melastomataceae.

Justificativas

Os estudos que investigam o sistema reprodutivo em Miconieae tém apontado
para a necessidade de informacdes anatomicas. Esse tipo de dado permitiria verificar a
origem dos embrides apomiticos e a possiblidade da reproducao sexuada ocorrer em
paralelo, de forma a interpretar mais aprofundamente este mecanismo tao frequente na
tribo. Estudos como este sdo comuns em espécies com importancia econémica, como
em Asteraceae e Poaceae, principalmente as herbaceas de clima temperado, sendo
relativamente raros em espécies tropicais. Segundo Goldenberg & Shepherd (1998), se
os dados de sistema reprodutivo em Melastomataceae sdo de fato representativos e, se
a proporcao de espécies apomiticas € constante, Miconieae seria um dos maiores
complexos apomiticos de angiospermas. Neste contexto, a tribo oferece uma
oportunidade impar de discutir o processo apomitico em um cenario diferente do que ja
foi estudado até agora.

As espécies apomiticas utilizadas pertencem a quatro géneros e trés diferentes
grupos informais dentro de Miconieae: grado “Clidemia”: Clidemia hirta D.Don (Fig. 4);
clado “Leandra s.s. + Pleiochiton”: Leandra aurea Cogn. (Fig. 5), L. melastomoides Radd

(Fig. 6), Ossaea amygdaloides (DC.) Triana (Fig. 7) e O. confertiflora (DC.) Triana (Fig. 8)

15



e clado “Miconia IV + Ossaea”: Miconia leucocarpa DC (Fig. 8). As espécies foram
escolhidas de forma a amostrar diferentes grupos de Miconieae onde a apomixia tenha
sido relatada, e que ocorrem no estado de Sao Paulo.

Por fim, estudos que levantem estados de carater embriologicos em um grande
numero de espécies distribuidas em todas as tribos de Melastomataceae e a utilizacao
destes dados em conjunto com outros moleculares ja publicados podem esclarecer a
evolucao de caracteristicas reprodutivas na familia, além de apontar sua possivel

utilizacao para a sistematica.
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Figura 4. Aspectos morfolégicos dos ramos reprodutivos de Clidemia hirta. A. Visao geral

de alguns ramos; B-D. Detalhes dos botoes e flores; E. Detalhe de um ramo com botdes

e frutos jovens.

19



20



Figura 5. Aspectos morfologicos de Leandra aurea. A. Individuo em fase reprodutiva; B.

Ramo com botoes e flores; C. Detalhe das flores; D. Detalhe dos frutos maduros.
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Figura 6. Aspectos morfologicos dos ramos reprodutivos de Leandra melastomoides. A.

Ramo com botobes florais; B. e C. Detalhe de parte da inflorescéncia com botdes e flores;

D. Fruto maduro.
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Figura 7. Aspectos morfologicos de Ossaea amygdaloides. A. Individuo em fase
reprodutiva; B. Detalhe de um ramo; C. Detalhe da flor e fruto em inicio de

desenvolvimento; D. Frutos em diferentes estadios de desenvolvimento.
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Figura 8. Aspectos morfologicos dos ramos reprodutivos de Ossaea confertiflora. A.

Ramo com botdes florais e frutos; B-E. Detalhe da flor; F. Frutos em inicio de

desenvolvimento e fruto maduro (parpura nigrescente).
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Figura 9. Aspectos morfologicos dos ramos reprodutivos de Miconia leucocarpa. A. Ramo
com botdes florais e flores; B. Inflorescéncia com botdes; C. Detalhe de parte da

inflorescéncia com botoes e flores; D. Frutos em inicio de desenvolvimento.
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CAPITULO 1. INVIABILIDADE POLINICA EM ESPECIES APOMITICAS DE MICONIEAE,

MELASTOMATACEAE: CAUSAS E CONSEQUENCIAS.

RESUMO

A tribo Miconieae, Melastomataceae, destaca-se pela elevada proporcao de
espécies apomiticas com baixos niveis de viabilidade polinica. O presente trabalho
objetiva investigar as causas da baixa viabilidade polinica e verificar a producao de graos
de polen viaveis em seis representantes apomiticos de Miconieae: Clidemia hirta, Leandra
aurea, L. melastomoides, Miconia leucocarpa, Ossaea amygdaloides e O. confertiflora, por
meio de estudos de desenvolvimento e viabilidade do pélen. As analises indicam que ha
formacao de uma pequena porcentagem de graos viaveis em C. hirta, L. aurea e O.
confertiflora. Em L. melastomoides, M. leucocarpa e O. amygdaloides todos os graos
formados sdo inviaveis. Anormalidades durante a meiose sao observadas em todas as
espécies investigadas. A presenca de micrésporos e de graos de podlen imaturos em
anteras maduras decorre do atraso no processo de microgametogénese e ambos os
processos contribuem para a alta ou total inviabilidade polinica observada. O estudo
indica que as espécies avaliadas se reproduzem majoritariamente por apomixia, uma vez

que a formacao de graos de poélen viaveis é severamente comprometida.
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ABSTRACT

Miconieae, Melastomataceae, is a tribe with a high proportion of apomictic
species with low pollen viability levels. This work aims to verify the development of viable
pollen grains and to investigate the causes of low pollen viability in six apomictic species
of Miconieae, Clidemia hirta, Leandra aurea, L. melastomoides, Miconia leucocarpa, O.
amygdaloides and O. confertiflora, using developmental studies and pollen viability and
germination tests. The data indicate a low production of viable pollen grains in C. hirta,
L. aurea and O. confertiflora. In L. melastomoides, M. leucocarpa and O. amygdaloides,
only sterile pollen grains are produced. All species presented abnormalities during
meiosis. The heterochrony observed by the ocurrence of immature microspores and
pollen grains in mature anthers is a consequence of delay on the microgametogenesis
process. Both processes contribute to the high level or total sterility in pollen grains
observed in the species. The study indicates that the apomixis is the primary
reproduction form in analysed species, since formation of viable pollen grains is severely

affected.
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INTRODUCAO

A apomixia pode ser brevemente descrita como reproducao assexuada por meio
de sementes (Asker & Jerling 1992, Koltunow & Grossniklaus 2003, Savidan 2007).
Neste processo o embrido se desenvolve por partenogénese de uma oosfera nao reduzida
ou a partir de uma célula somatica do nucelo ou do tegumento do 6vulo (Asker & Jerling
1992, Koltunow & Grossniklaus 2003).

De acordo com a necessidade ou nao de polinizacao, as espécies apomiticas sao
classificadas em pseudogamicas ou autdonomas (Asker & Jerling 1992, Koltunow &
Grossniklaus 2003). Nas espécies pseudogamicas, a polinizacao € necessaria seja para
desencadear o desenvolvimento partenogenético da oosfera, seja para a fecundacao da
célula média e formacao do endosperma, assegurando a producao de sementes viaveis,
mesmo que o embrido se desenvolva independentemente (Asker & Jerling 1992). Nestes
casos, a necessidade de polinizacdo seleciona a manutencdo de alguma viabilidade
polinica (Whitton et al. 2008). Por outro lado, nos ditos apomiticos autéonomos, nos quais
nao ha necessidade de polinizacdo para o desenvolvimento das sementes (Asker &
Jerling 1992), a producao de pélen viavel tende a ser menor e, em alguns casos, essas
plantas podem nao produzir graos de polen (Asker & Jerling 1992, Meirmans et al. 2006,
Thompson & Whitton et al. 2006, Thompson et al. 2008, Whitton et al. 2008). Desta
forma, diferentes tipos de apomixia podem estar associados a diferentes probabilidades
de formacao de uma progénie sexual, diferentes pressoes seletivas para manter a
fertilidade masculina e, consequentemente, diferentes niveis de variabilidade genética
nas populacoes (Whitton et al. 2008).

Miconieae DC. (Melastomataceae Juss.), tem se destacado por apresentar uma

elevada proporcao de espécies apomiticas (Renner 1989, Goldenberg & Shepherd 1998,
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Goldenberg & Varassin 2001, Santos et al. 2012), embora nao seja citada em trabalhos
tradicionais de revisdo sobre apomixia (ver Koltunow 1993, Carmam 1997, Koltunow &
Grossniklaus 2003, entre outros). Nesta tribo, quase 70% das espécies estudadas até o
momento sao apomiticas auténomas (Sobrevila & Arroyo 1982, Renner 1989, Ramirez
& Brito 1990, Borges 1991, Dent-Acosta & Breckon 1991, Almeda & Chuang 1992,
Saraiva et al. 1996, Goldenberg & Shepherd 1998, Melo et al. 1999, Goldenberg &
Varassin 2001, Santos et al 2012) e, se os dados existentes forem de fato
representativos, seria um dos maiores complexos apomiticos nas angiospermas
(Goldenberg & Shepherd 1998).

As espécies apomiticas de Miconieae geralmente apresentam menores niveis de
viabilidade polinica quando comparadas as espécies sexuadas da tribo (Goldenberg &
Shepherd 1998, Goldenberg & Varassin 2001, Cortez et al. 2012, Caetano et al. 2013a,
b). Nesta tribo, a baixa viabilidade polinica parece ocorrer devido a irregularidades no
processo de divisdo meiotica, provavelmente relacionadas a eventos de hibridacao e
poliploidia (Goldenberg & Shepherd 1998, Melo et al. 1999, Cortez et al. 2012, Caetano
et al. 2013b).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou investigar as causas da baixa
viabilidade polinica e verificar se ha producao de pélen viavel em seis espécies apomiticas

de Miconieae, por meio de estudos de desenvolvimento e viabilidade dos graos de polen.

MATERIAL E METODOS

Espécies investigadas e locais de coleta
Foram utilizadas seis espécies da tribo Miconieae, previamente definidas como

apomiticas a partir de estudos de biologia reprodutiva (Melo et al. 1999, Goldenberg &
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Shepherd 1998, Goldenberg & Varassin 2001). As espécies analisadas pertencem a trés
grupos diferentes de Miconieae (Goldenberg et al. 2008): grado Clidemia: Clidemia hirta
D.Don; clado Leandra s.s.: Leandra aurea Cogn., L. melastomoides Radd, Ossaea
amygdaloides (DC.) Triana e O. confertiflora (DC.) Triana; e clado Miconia IV + Ossaea:
Miconia leucocarpa DC.

As coletas foram realizadas entre 2010 e 2014 em diferentes localidades no
Estado de Sao Paulo, Brasil. C. hirta foi coletada em uma regiao de mata de encosta no
municipio de Ubatuba; L. melastomoides, O. amygdaloides e O. confertiflora foram
coletadas em floresta mesofila semidecidual na serra do Japi, municipio de Jundiai; e L.
aurea e M. leucocarpa foram coletadas respectivamente em areas de cerrado campo sujo
e cerrado sensu stricto no municipio de Itirapina.

O material testemunho foi depositado no Herbario UEC da Universidade
Estadual de Campinas, sob os numeros: 178719, 178722 e 178723 (C. hirta), 178709
(L. aurea), A.P.S. Caetano et al. 3 (L. melastomoides), 178732 (M. leucocarpa), 178736 (O.

amygdaloides) e 178730 (O. confertiflora).

Desenvolvimento do grao de pélen

Botoes florais em diversos estadios de desenvolvimento e flores foram coletados
de pelo menos trés individuos de cada espécie. A fixacao foi realizada em solucao de
glutaraldeido 2% e formaldeido 4% em tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 6,8 (modificado
de McDowell & Trump 1976) por 24h. Fissuras com lamina de barbear foram feitas nos
botoes florais e flores antes da fixacdo, para melhor penetracao da solucao fixadora.
Durante a fixacdo, o material foi mantido sob vacuo por aproximadamente 1lh. As
amostras foram lavadas em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8, desidratadas em série

etanodlica e estocadas em etanol a 70% (v/v).
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O material foi incluido em resina Leica. Cortes transversais e longitudinais entre
1,0 e 3,0 um de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo manual Leica com
navalha descartavel de tungsténio, aderidos a laminas de vidro e, posteriormente,
corados com azul de toluidina (C.I. 52040) a 0,05% em tampao fosfato, pH 6,8. As
laminas foram montadas no momento da observacdo com agua destilada ou o6leo de
imersao e laminula de vidro. As observacoes e fotomicrografias foram obtidas em
microscopio de luz Leica DM 4500 com camera digital acoplada Leica DFC 295.

Algumas laminas foram tratadas com azul de anilina (C.I. 42755) a 0,05% em
tampao fosfato de potassio a 0,06M e pH 8,0. Esse material foi observado e fotografado
em microscopio de luz Leica DM 4500 com camera digital acoplada Leica DFC 295,
utilizando-se filtro de luz ultravioleta para verificar a deposicdo de calose durante o

desenvolvimento dos microsporos (Eschrich & Currier 1964).

Viabilidade e germinacao polinica

Flores no inicio da antese, provenientes de diferentes ramos de cada individuo
analisado, foram empregadas nos testes de viabilidade polinica com DAB e germinacao
in vitro. Metade das anteras de cada flor foi utilizada em cada um dos dois testes
empregados. O numero de individuos e de flores avaliados em cada espécie consta na
tabela 1.

O teste para viabilidade polinica foi realizado com pastilhas de DAB (3.3’
diaminobenzidina, Sigma FastTM), que detecta a presenca de peroxidases no citoplasma
da célula (Dafni et al. 2005). Para isso, as anteras provenientes de cada flor foram
utilizadas na confeccao de uma lamina. Os 100 primeiros graos de polen de cada lamina
foram contabilizados e classificados como viaveis, quando apresentaram coloracao

marrom, ou inviaveis, quando nao apresentaram esta coloracao (Dafni et al. 2005).
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A viabilidade polinica (VP) foi apresentada em porcentagem, segundo a seguinte
formula:

VP = ntimero de graos de polen corados . 100

numero de graos de poélen analisados

No teste de germinacao in vitro, Leandra regnellii (Triana) Cogn., uma espécie
com sistema reprodutivo sexuado e alta proporcao de graos de poélen viaveis (Goldenberg
& Varassin 2001), foi utilizada como controle para testar o sucesso do protocolo
empregado (Santos & Mariath 1997). O meio de germinacao utilizado foi composto por
20% de sacarose, 2% de gelatina incolor, 0,01% de acido bérico e 0,05% de nitrato de
calcio. Os graos de polen foram retirados das anteras com auxilio de estilete, colocados
no meio de germinacdo e incubados no escuro em laminas escavadas em temperatura
ambiente por até quatro horas. Posteriormente, os graos de polen foram examinados em

microscopio de luz para verificar a emissao de tubo polinico.

Tabela 1. Numero de individuos amostrados, niumero de flores utilizadas por individuo e nimero
total de flores utilizadas nas analises de viabilidade polinica com DAB e germinagdo de graos de

polen nas espécies estudadas de Miconieae.

Espécies investigadas N° de individuos N :i: dii'l‘:)ilc'lzsopor ﬂoi;t:ttsilzizas
Clidemia hirta 7 ) 35
Leandra aurea 3 10 30
Leandra melastomoides ) ) 25
Miconia leucocarpa S ) 25
Ossaea amygdaloides S ) 25
Ossaea confertiflora S S 25

Para averiguar a germinacao de graos de pélen no estigma e o crescimento dos

tubos polinicos ao longo do estilete, pistilos provenientes de flores senescentes do
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material ja fixado foram clarificados em solucdo de NaOH 9N e corados em azul de
anilina (Martin 1959). O material foi observado e fotografado em microscoépio Leica DM

4500 com camera digital acoplada Leica DFC 295 e filtro de luz ultravioleta.

RESULTADOS

Todas as espécies apresentaram resultados semelhantes quanto a anatomia da
antera, microsporogénese e microgametogénese. Desta forma, os resultados sao
apresentados em conjunto para estas espécies e as diferencas foram ressaltadas ao longo
do texto.

As espécies apresentam anteras bitecas e tetrasporangiadas (Figs. 1A-B e 2A-B).
Os dois microsporangios de cada teca sao separados por algumas camadas de células
parenquimaticas, que formam o septo interesporangial (Figs. 2A-B). Este septo se rompe
na antera madura, formando um Unico saco polinico em cada teca (Fig. 2B). Idioblastos
com drusas foram observados ao longo do conectivo (Fig. 2C) e na parede da antera (Fig.
2D).

Em estames de botdes jovens, a parede da antera é formada por epiderme,
endotécio, camada média e tapete, todos uniestratificados (Figs. 3A-F). As paredes das
células do endotécio nao desenvolvem qualquer tipo de espessamento. O tapete é do tipo
secretor, com cé€lulas uninucleadas (Figs. 3C-F). A camada média e o tapete se
degeneram apoés a meiose das células-mae de microsporos, restando apenas epiderme e
endotécio na antera madura (Fig. 2D).

No interior da antera jovem, células esporogénicas (Figs. 4A-B) dividem-se e
diferenciam-se em células-mae de microsporos (Figs. 4C-F), que apresentam citoplasma

denso, nucleo proeminente e sdo maiores quando comparadas as células dos estratos
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parietais (Figs. 3C-F). No inicio da meiose ocorre deposicao de calose entre a membrana
celular e a parede original das células-mae de microsporos (Figs. 4E-G).

Nas células-mae de microsporos em meiose foram identificadas as seguintes
figuras meioticas: 1) profase I, com espiralamento dos cromossomos (Figs. 4D e F); 2)
metafase I, com cromossomos alinhados no equador das células e presenca das fibras
do fuso (Fig. 5A); 3) anafase I, com presenca de cromossomos nos dois polos da célula
(Fig. 5B); 4) metafase II, com dois conjuntos de cromossomos alinhados no equador da
célula e presenca de fibras do fuso (Fig. 5C); 5) anafase II, com migracdo dos quatro
conjuntos de cromossomos para os polos das células (Fig. SD); 7); telofase II, com os
quatro nucleos reestruturados, indicando também o final da cariocinese (Fig. SE). A
citocinese € simultanea (Figs. 5A-G), formando tétrades tetraédricas de micrésporos
(Figs. SF-G).

Todas as espécies apresentaram anormalidades durante a meiose, que incluem:
migracdo precoce dos cromossomos na metafase I e II (Figs. SH-J), cromossomos
retardatarios na anafase I (Figs. SK-L), presenca de micronucleo durante a metafase II
(Fig. SM). Além disto, ao final da meiose, pode ocorrer a formacao de mais de quatro
micrésporos, geralmente de tamanhos diferentes (Figs. SN-P). Observou-se também a
presenca de micronucleos em micrésporos (Fig. 5Q).

Apoés a degradacao da calose os microsporos sao liberados (Figs. 6A-D), sendo
caracterizados pela presenca de citoplasma denso e nucleo central proeminente (Figs.
6B-C). Microsporos de diferentes tamanhos foram frequentemente observados (Fig. 6D).

Das espécies investigadas, a microgametogénese se completa apenas em
Clidemia hirta, Leandra aurea e Ossaea confertiflora (Figs. 6E-P), entretanto, sao
produzidos poucos graos de poélen ao final deste processo, quando comparados a grande

quantidade de micrésporos sem contetdo citoplasmatico que sao formados. O processo
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inicia-se com a vacuolizacao dos micrésporos livres e deslocamento de seu nucleo para
a periferia da célula (Figs. 6E, I, M), acarretando uma mitose assimétrica. O produto
desta mitose € o grao de polen bicelular, formado pelas células vegetativa e generativa
(Figs. 6F, J, N). No inicio da gametogénese, a célula generativa ocupa posicao periférica
no grao (Figs. 6F, J, N). Posteriormente, a célula generativa projeta-se para dentro do
citoplasma da célula vegetativa (Figs. 6G, K, O). Nos estadios finais, a célula generativa,
anteriormente esférica, adquire formato fusiforme (Figs. 6H, L, P). Estes graos sao
dispersos em monades, no estadio bicelular (Figs. 6H, L, P).

Em todas as espécies, a maioria dos micréosporos passa pelo processo de
vacuolizacao e migracao do nucleo para a periferia da célula (Figs. 6E, I, M e 7A- B).
Entretanto, a partir deste estadio ocorre degeneracao do citoplasma em grande parte
dos micrésporos (Figs. 7C-D), levando a formacado de microsporos com deposicao de
exina e intina, mas sem nenhum ou com pouco conteudo citoplasmatico, os quais sao
observados em anteras maduras (Figs. 7E-J). Em anteras provenientes de flores ou
botdes em pré-antese, foram observados microsporos e graos de polen imaturos (Figs.7J-
N).

A viabilidade polinica de Leandra melastomoides, Miconia leucocarpa, Ossaea
confertiflora e O. amygdaloides foi nula. A média de graos de polen viaveis foi de 13,62%
(+ 8,7) em L. aurea e 5,69% (+ 7,1) em Clidemia hirta.

Nos experimentos de germinacao polinica in vitro nao foram observados tubos
polinicos em C. hirta, Leandra melastomoides, M. leucocarpa, O. amygdaloides e O.
confertiflora; em L. aurea foi observada a emissao de tubos (Fig. 8A) em 1,5% de um total
de 5349 graos analisados. Na espécie sexuada Leandra regnellii, utilizada como controle,
houve germinacao de grande parte dos graos (Fig. 8B), demonstrando que a técnica

utilizada era apropriada para o material em questao.
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Em Clidemia hirta e Ossaea confertiflora observou-se a germinacao de graos de
polen no estigma e crescimento de tubo polinico no estilete em uma pequena parte das
amostras de flores senescentes (Fig. 9; Tabela 2). Em nenhum dos pistilos analisados os

tubos polinicos alcancaram o ovario.

Tabela 2. Porcentagem de tubos polinicos observados em estiletes das espécies estudadas de

Miconieae.
Espécies in dliv‘:iddeuos :;:?:ti: Estiletes com tubos polinicos (%)
Clidemia hirta 8 37 16,22%
Leandra aurea 3 37 0
Leandra melastomoides 6 26 0
Miconia leucocarpa 6 90 0
Ossaea amygdaloides 6 50 0
Ossaea confertiflora 6 39 2,56%

DISCUSSAO

As anormalidades meibticas sao as principais responsaveis pela alta ou completa
inviabilidade polinica em Clidemia hirta, Leandra aurea, L. melastomoides, Miconia
leucocarpa, Ossaea amygdaloides e O. confertiflora. Embora C. hirta, L. aurea e O.
confertiflora produzam uma pequena quantidade de graos de polen morfologicamente
normais, a viabilidade polinica foi nula ou muito baixa e a germinacao dos graos foi um
evento relativamente raro (in situ ou in vitro), demonstrando que a formacao de
gametofitos viaveis € severamente comprometida e ocorre apenas eventualmente nestas
populacoes. L. melastomoides, M. leucocarpa e O. amygdaloides sao completamente
estéreis.
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A inviabilidade polinica causada por anormalidades meioticas € um evento
recorrente em representantes da tribo Miconieae. Em Clidemia bullosa, C. capitellata
(Melo et al. 1999), Miconia stenostachya (Goldenberg & Shepherd 1998, Cortez et al.
2012) e M. fallax (Caetano et al. 2013b) sao reportadas irregularidades durante a
segregacao cromossOmica - cromossomos retardatarios e migracdo precoce de
cromossomos, além de tétrades com microntucleos, que também indicam problemas
durante a meiose. A relacao entre irregularidades meioticas e inviabilidade polinica ja
foi também observada em diversos outros grupos de plantas, como em linhagens de
milho, espécies de Paspalum e Brachiaria (Poaceae), Brassica napus (Brassicaceae),
Crotalaria (Euphorbiaceae), Eupatorium e Taraxacum (Asteraceae), entre muitos outros
(Nijs & Menken 1996, Pagliarini 2000, Bertasso-Borges & Coleman 2005, Ferreira et al.
2009, Risso-Pascoto et al. 2006).

A divisdo meiébtica € caracterizada pela ocorréncia de varios eventos mecanicos
e quimicos de alta complexidade, que culminam na reducdo do numero cromossémico
(Pagliarini 2000). Cada etapa desta divisao € controlada geneticamente (Baker et al
1976) e a interrupcao na sequéncia normal dos eventos meiéticos resulta em produtos
anormais, impedindo a formacdo de gametas e prejudicando a fertilidade da planta
(Baker et al. 1976, Pagliarini 2000).

Irregularidades meidticas sdo muito comuns em poliploides (Stebbins 1950,
Soltis & Soltis 2000, Soltis et al. 2009, Pagliarini 2000) e a apomixia esta quase sempre
associada a poliploidia, particularmente a alopoliploides, originados apds eventos de
hibridacao (Carmam 1997, 2007, Savidam 2007). Embora nao haja registros do niumero
cromossOmico para nenhuma das espécies analisadas neste estudo, a relacdo entre
anormalidades meioticas, baixa viabilidade polinica, poliploidia e apomixia € apontada

em Miconieae (Goldenberg & Shepherd 1998, Goldenberg & Varassin 2001, Caetano et
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al. 2013b). Na tribo, o numero cromossomico basico € x=17 (Solt & Wurdack 1980,
Almeda & Chuang 1992, Almeda 1997, 2003), mas eventos de poliploidizacao ja foram
reportados (Solt & Wurdack 1980, Almeda 1997, Goldenberg & Shepherd 1998, Caetano
et. al. 2013). Ainda assim reforcamos a necessidade de estudos citogenéticos para
detectar eventos de hidridacdo e poliploidia e esclarecer sua associacao com apomixia
em Miconieae.

As espécies apomiticas da tribo produzem quase sempre muito menos graos de
polen viaveis que seus parentes sexuados (Goldenberg & Shepherd 1998, Caetano et al.
2013a,b). De fato, os apomiticos autonomos, como os estudados em Melastomataceae,
tendem a produzir uma menor quantidade de polen viavel, ocorrendo em muitos casos,
esterilidade masculina (Asker & Jerling 1992, Meirmans et al. 2006, Thompson et al.
2008). A diminuicao da qualidade do pélen pode ser uma consequéncia da evolucao da
assexualidade nestes grupos. Considerando que a polinizacdo ndo é necessaria para o
desenvolvimento da semente nos apomiticos auténomos, a producao de graos de polen
viaveis nao € imprescindivel para assegurar o sucesso reprodutivo destas espécies,
existindo assim, uma menor pressao seletiva para manutencado desta funcao (Mogie
2011).

A esterilidade masculina completa observada em Leandra melastomoides,
Miconia leucocarpa e Ossaea amygdaloides permite caracteriza-las como apomiticas
obrigatoérias. Como nas populacoes estudadas destas espécies ndo ha producao de graos
de podlen viaveis e foi detectada apomixia do tipo gametofitica diplospoérica (ver Cap. 2),
€ praticamente descartada a possibilidade de desenvolvimento de embrides sexuados
nestas espécies, caso o padrao observado se mantenha em diferentes populacoes. Em
Clidemia hirta, L. aurea e O. confertiflora, embora ocorra a formac¢ao de uma pequena

quantidade de graos de polen, também verificou-se a ocorréncia de apomixia do tipo
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gametofitica diplospoérica (ver Cap. 2), sendo, portanto, pouco possivel a ocorréncia de
fecundacao e formacao de um zigoto. Assim, a probabilidade da reproducdo sexuada
ocorrer nas espécies apomiticas de Miconieae analisadas € muito baixa. Este resultado
mostra-se de grande relevancia, ja que a literatura € incerta quanto a existéncia de
apomiticos obrigatorios na natureza (Mogie 1992, Savidam 2007), que parecem ser
frequentes no grupo aqui estudado.

Espécies de Miconieae sdo comuns em areas perturbadas e, geralmente,
desenvolvem densas populacoes nestes locais (Ellison et al. 1993, Baider et al. 1999). A
apomixia acarreta beneficios para estas plantas, ja que elas independem de ambientes
estaveis e polinizadores para assegurar seu sucesso reprodutivo (Richards 1997).
Adicionalmente, a inviabilidade polinica, que neste grupo esta frequentemente associada
a apomixia, também poderia trazer beneficios. Em apomiticas auténomas, a producao
de graos de polen pode ser reduzida ou eliminada, evitando os custos associados a
funcao masculina (Smith 1978, Charlesworth 1980, Mogie 2011). Um estudo recente
com Taraxacum officinale (Asteraceae) indica que linhagens que nao produzem graos de
polen viaveis sdo capazes de realocar recursos para a producdo de sementes (Meirmans
et al. 2000), mas ainda € incerto se este processo pode ocorrer em outras espécies.

Outro aspecto que deve ser evidenciado é a presenca de micrésporos e graos de
polen imaturos em anteras maduras. Estas estruturas ndo sao funcionais e, portanto,
colaboram para a alta ou completa inviabilidade polinica observada nas espécies. Sabe-
se que a apomixia é causada por uma desregulacdo, em tempo e espaco, N0S Processos
de reproducao sexual (Koltunow & Grossniklaus 2003), causando padroes de expressao
heterocronica durante o desenvolvimento dos 6vulos (Grimanelli et al. 2003, Bradley et
al. 2007, Sharbel et al. 2010) e, eventualmente, durante a microsporogénese (Grimanelli

et al. 2003). Neste caso, alteracoes de tempo durante o desenvolvimento dos graos de
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polen, relacionadas a apomixia, poderiam explicar a presenca destas estruturas
polinicas juvenis em anteras maduras. Essa pode ser uma informacao util sobre os
processos celulares de expressao heterocronica durante o desenvolvimento de graos de
polen em apomiticos, ja que existem poucos dados neste sentido.

O presente estudo aponta para a presenca de apomixia obrigatoria em
representantes da tribo Miconieae em Melastomataceae. Anormalidades meidticas
associadas a problemas temporais durante a formacao dos gametoéfitos sdo responsaveis
pela completa ou alta inviabilidade polinica verificada nas espécies estudadas.
Populacoes naturais de apomiticos obrigatorios sao raramente relatadas na literatura e,
neste contexto, o trabalho se mostra interessante ao apontar um grupo de espécies
tropicais, pertencente a uma familia representativa, e que se reproduz majoritariamente

via apomixia.
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ILUSTRACOES



Figura 1. Anatomia da antera de Ossaea confertiflora (A) e Leandra melastomoides (B).
Cortes longitudinal (A) e transversal (B) da antera jovem evidenciam a estrutura geral
da antera. Co: conectivo; Fi: filete; FV: feixe vascular; SP: saco polinico (representado em

B. por estrelas)
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Figura 2. Anatomia da antera de espécies de Miconieae. A. Clidemia hirta. Corte
transversal da antera jovem com septos interesporangiais (estrela de trés pontas); B.
Miconia leucocarpa. Corte transversal da antera madura, com septos interesporangiais
em degeneracao (estrela de trés pontas); C. Ossaea amygdaloides. Corte longitudinal da
antera jovem com cristais de oxalato de calcio nas células do conectivo (setas); D.
Leandra melastomoides. Corte transversal de uma das tecas da antera madura; presenca
de cristais de oxalato de calcio em células do endotécio (setas). Co: conectivo; End:

endotécio; Ep: epiderme.
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Figura 3. Anatomia da antera jovem em espécies de Miconieae. A e B. Cortes transversal
e longitudinal da antera jovem, evidenciando os estratos parietais e células
esporogénicas em Leandra aurea e Miconia leucocarpa, respectivamente; C-F. Cortes
transversais (C e E) e longitudinais (D e F) da antera jovem, evidenciando os estratos
parietais e células-mae de micréosporos em Clidemia hirta (C) Ossaea confertiflora (D), L.
melastomoides (E) e O. amygdaloides (F); observar células tapetais uninucleadas (setas).
CE: células esporogénicas; CM: camada média; CMM: célula-mae de microsporos; End:

endotécio; Ep: epiderme; Ta: tapete.
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Figura 4. Microsporogénese em espécies de Miconieae. A. e B. Anteras jovens com
células esporogénicas, algumas com figuras mitoticas (setas) em Leandra aurea e L.
melastomoides, respectivamente. C. e D. Anteras jovens com células-mae de
microsporos em Clidemia hirta e Ossaea amygdaloides, respectivamente. E-G. Células-
mae de microsporos envoltas por calose, evidenciada pela coloracao esverdeada quando
corada em azul de anilina e observada sob microscopio de fluorescéncia (G). CE: células

esporogénicas; CMM: célula-mae de microsporos; Ta: tapete.
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Figura 5. Microsporogénese em espécies de Miconieae. A. Leandra aurea. Célula-mae
de microsporos em metafase I; B. L. melastomoides. Célula-mae de micréosporos em
anafase [; C e D. L. aurea. Células-mae de microsporos em metafase Il e anafase II,
respectivamente; E. L. melastomoides. Final da teléfase II da célula-mae de microsporos;
F. Ossaea amygdaloides. Tétrade tetraédrica de micrésporos; G. L. melastomoides.
Tétrade tetraédrica de microsporos com calose evidenciada pela coloracdo esverdeada
quando corada em azul de anilina e observada sob microscopio de fluorescéncia; H-J.
Migracao precoce dos cromossomos (setas) na metafase I em Clidemia hirta e O.
confertiflora e na metafase Il em L. aurea, respectivamente; K e L. Cromossomos
retardatarios (setas) na anafase I em L. aurea e L. melastomoides, respectivamente; M.
L. melastomoides. Presenca de micronucleo (seta) ao final da metafase II; N-O. Poliades
formadas ao final da meiose, com mais de quatro micréosporos de diferentes tamanhos
em C. hirta (N), Miconia leucocarpa (0) e O. amygdaloides (quatro microsporos visiveis

no plano de corte) (P). Q. O. confertiflora. Micrésporo com micronucleo.
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Figura 6. Microgametogénese em espécies de Miconieae. Micrésporos livres em Clidemia
hirta (A), Ossaea amygdaloides (B) e Miconia leucocarpa (C); D. Observar a diferenca de
tamanho entre os microsporos em M. leucocarpa; E - K. Microgametogénese em Clidemia
hirta (E-H), Leandra aurea (I-L) e O. confertiflora (M-P): microsporo vacuolado (E, I e M);
grao de polen imaturo formado pelas células vegetativa e generativa (F, J e N); célula
generativa projetando-se para dentro do citoplasma da célula vegetativa (G, K e O); grao
de pélen maduro, bicelular, com célula generativa de formato fusiforme visivel (H, L e

P). CG: célula generativa; CV: célula vegetativa; V: vacuolo.
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Figura 7. Alteracdes na microgametogénese em espécies de Miconieae. Microsporos
vacuolados em Leandra melastomoides (A) e Miconia leucocarpa (B); Microsporos em
degeneracao em M. leucocarpa (C) e Ossaea confertiflora (D); E e F. Corte transversal da
antera madura, evidenciando a presenca de poucos graos de pélen com contetido em O.
confertiflora e auséncia de graos normais em M. leucocarpa, respectivamente; G e H.
Cortes transversal e longitudinal da antera madura em L. melastomoides e O.
amygdaloides, respectivamente, evidenciando a presenca de graos pélen sem conteudo
e presenca de cristais de oxalato de calcio em células do endotécio (setas); I. Detalhe de
microsporo com deposicao de exina e intina, mas sem conteudo citoplasmatico em M.
leucocarpa; J. Microsporos sem contetido citoplasmatico e micrésporos que nao se
desenvolveram (setas), presentes em anteras maduras de O. amygdaloides; K-N.
Microsporos que ndo se desenvolveram, em anteras maduras de Clidemia hirta, M.
leucocarpa, L. melastomoides e L. aurea, respectivamente. End: endotécio; Ep: epiderme;

V: vacuolo.
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Figura 8. Graos de pélen com tubo polinico observados em experimento in vitro, em

Leandra aurea (A) e L. regnellii (B).

75



Figura 9. Graos de polen com tubos polinicos germinando no estigma e no estilete em
Clidemia hirta (A-E) e Ossaea confertiflora (F-H). A, C e H: Pistilos nao corados,
observados sob microscopio de luz. B, D, E, F e G: Pistilos corados com azul de anilina

e observados sob microscopio de fluorescéncia.
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CAPITULO 2. APOMIXIA GAMETOFITICA COMO PRINCIPAL MODO DE REPRODUCAO EM

ESPECIES DE MICONIEAE, MELASTOMATACEAE

RESUMO

Em Miconieae, Melastomataceae, a apomixia vem sendo descrita como um
evento frequente, mas os processos relacionados a formacao e ao desenvolvimento dos
embrides apomiticos e a possibilidade de coocorréncia de reproducdo sexuada neste
grupo sao praticamente desconhecidos. Neste contexto, o presente trabalho objetiva
verificar o tipo de apomixia e a ocorréncia de embrides sexuados em seis representantes
apomiticos de Miconieae: Clidemia hirta, Leandra aurea, L. melastomoides, Miconia
leucocarpa, Ossaea amygdaloides e O. confertiflora. Para tal, analises de
megasporogénese, megagametogénese e embriogénese foram realizadas por meio de
técnicas usuais de anatomia. Em todas as espécies ocorre diplosporia, sendo o embriao
formado a partir de um saco embrionario ndo reduzido que é originado diretamente da
célula-mae de megasporos. Adicionalmente, aposporia foi verificada em C. hirta, na qual
o embrido é formado a partir de um saco embrionario nao reduzido, que € originado de
células nucelares. Em L. melastomoides ainda se desenvolvem embrides adventicios a
partir de células nucelares. Em C. hirta e L. melastomoides observou-se poliembrionia.
O desenvolvimento de sacos embrionarios reduzidos e indicios de fecundacao e formacao
de zigoto nao foram observados, indicando que a formacado de embrides sexuados deve
ser um evento raro nas espécies analisadas. Estes dados, adicionados a informacao de
que a formacao de graos de polen viaveis € severamente comprometida, reforcam a ideia

de que este grupo forma um complexo apomitico obrigatério.
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ABSTRACT

Apomixis has been described as a frequent event in Miconieae,
Melastomataceae, but the processes related to the formation and development of
apomictic embryos and the possibility of co-occurrence of sexual reproduction are
practically unknown. This work aims to verify the origin of apomictic embryos and the
occurrence of sexual embryos in six Miconieae apomictic species: Clidemia hirta,
Leandra aurea, Leandra melastomoides, Miconia leucocarpa, Ossaea amygdaloides and
Ossaea confertiflora. Analyses of megasporogenesis, megagametogenesis and
embriogenesis were made using usual methods in anatomy studies. Diplospory was
observed in all studied species, with the embryo formed from an unreduced embryo sac,
which develops directly from a megaspores mother-cell. Additionally, apospory was
detected in C. hirta, with the embryo being formed from an unreduced embryo sac
originated from nucellar cells. In L. melastomoides, adventitious embryos are produced
from nucellar cells. Polyembriony occurs in C. hirta and L. melastomoides. Reduced
embryo sacs and evidences of fertilization and zygote formation were not observed,
indicating the sexual reproduction as a rare event. These results, joint to the severely
compromised production of viable pollen grains observed in the species, reinforces the

hypotesis that this group forms a complex of obligate apomictics.
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INTRODUCAO

A apomixia pode ser brevemente descrita como reproducao assexuada por meio
de sementes (Asker & Jerling 1992, Koltunow & Grossniklaus 2003, Savidan 2007). De
acordo com a origem do embrido apomitico este processo € classificado em: 1) embrionia
adventicia ou apomixia esporofitica — o embrido origina-se por divisdoes de células
nucelares ou tegumentares; e 2) apomixia gametofitica — o embrido origina-se por
partenogénese da oosfera de um saco embrionario nao reduzido. A apomixia gametofitica
pode ainda ser subdivida em diplosporia e aposporia. Na diplosporia o saco embrionario
nao reduzido é formado a partir da célula-mae de megasporos, por supressiao ou
alteracao na meiose; ja na aposporia o saco embrionario nao reduzido desenvolve-se a
partir de mitoses de células nucelares (Asker & Jerling 1992, Koltunow & Grossniklaus
2003). Em espécies de plantas tropicais ou subtropicais a embrionia adventicia € o
principal tipo de apomixia descrito, enquanto a apomixia gametofitica parece ocorrer
principalmente em plantas de regides temperadas (Asker & Jerling 1992, Richards
1997).

A apomixia e a reproducdo sexuada nao sido eventos excludentes e ocorrem em
paralelo nos ditos apomiticos facultativos, que representam a maioria das espécies
apomiticas (Savidan 2007, Whitton et al. 2008). Neste sentido, a ocorréncia de
reproducao sexuada pode garantir a manutencado e aumento da variabilidade genética
em populacdes apomiticas (Whitton et al. 2008). Por outro lado, nos apomiticos
obrigatoérios a reproducdo sexuada ndo ocorre, mas a apomixia como Unico modo de
reproducao parece ser uma excecao na natureza (Nogler 1984, Savidan 2007).

A tribo neotropical Miconieae, Melastomataceae, com cerca de 2200 espécies

(Michelangeli et al. 2004, Goldenberg et al. 2008, Martin et al. 2008), vem se destacando
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pela elevada proporcao de espécies apomiticas, incluindo quase 70% das espécies
analisadas (Sobrevila & Arroyo 1982, Renner 1989, Ramirez & Brito 1990, Borges 1991,
Dent-Acosta & Breckon 1991, Almeda & Chuang 1992, Melo & Machado 1996, Saraiva
et al. 1996, Goldenberg & Shepherd 1998, Melo et al. 1999, Goldenberg & Varassin
2001, Santos et al. 2012). Poucos estudos ja abordaram a origem do embrido apomitico
na tribo, e os dados disponiveis indicam que apomixia gametofitica (Cortez 2007,
Caetano 2010, Caetano et al. 2013) e embrionia adventicia (Subramanyam 1942, 1944,
1948, Borges 1991) podem ocorrer. Entretanto estes dados ainda sado escassos e pouco
esclarecem a respeito deste processo tao frequente no grupo.

Em Miconieae, apesar de a viabilidade polinica ser frequentemente baixa nos
apomiticos, determinadas espécies produzem alguma porcentagem de graos de pdlen
viaveis (Borges 1991, Goldenberg & Shepherd 1998, Goldenberg & Varassin 2001), o
que poderia indicar eventos de reproducdo sexuada nestas espécies. Aparentemente,
apomixia facultativa e obrigatoria podem ocorrer na tribo, mas os dados disponiveis sao
insuficientes e pouco permitem discutir acerca destes processos em Miconieae (Borges
1991, Caetano 2010, Caetano et al. 2013).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho é verificar o tipo de apomixia e a
ocorréncia de embrides sexuados, por meio de analise da megasporogénese,
megagametogénese e embriogénese em seis espécies reconhecidamente apomiticas de

diferentes linhagens de Miconieae, Melastomataceae.

MATERIAL E METODOS

Seis espécies pertencentes a quatro géneros de Miconieae, e definidas como

apomiticas em trabalhos prévios de biologia reprodutiva (Melo et al. 1999, Goldenberg &
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Shepherd 2008, Goldenberg & Varassin 2001), foram investigadas. Estas espécies
pertencem a trés grupos diferentes dentro da tribo Miconieae, de acordo com a filogenia
proposta por Goldenberg et al. 2008: grado Clidemia: Clidemia hirta D.Don; clado
Leandra s.s.: Leandra aurea Cogn., L. melastomoides Radd, Ossaea amygdaloides (DC.)
Triana e O. confertiflora (DC.) Triana; e clado Miconia IV + Ossaea: Miconia leucocarpa
DC.

As coletas foram realizadas entre 2010 e 2014 em diferentes localidades no
Estado de Sao Paulo, Brasil. Clidemia hirta foi coletada em uma regido de mata de
encosta no municipio de Ubatuba; Leandra melastomoides, Ossaea amygdaloides e O.
confertiflora em floresta mesofila semidecidual na serra do Japi, municipio de Jundiai;
L. aurea e Miconia leucocarpa em areas de cerrado campo sujo e cerrado sensu stricto no
municipio de Itirapina.

O material testemunho foi depositado no Herbario UEC da Universidade
Estadual de Campinas, sob os numeros: 178719, 178722 e 178723 (C. hirta), 178709
(L. aurea), A.P.S. Caetano et al. 3 (L. melastomoides), 178732 (M. leucocarpa), 178736 (O.
amygdaloides) e 178730 (O. confertiflora).

Botoes florais, flores e frutos foram fixados em solucao de glutaraldeido 2% e
formaldeido 4% em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8 (modificado de McDowell &
Trump 1976) por 24h. Fissuras com lamina de barbear foram realizadas no material
coletado antes da fixacdo, para melhor penetracdo da solucao fixadora. Durante a
fixacao, o material foi mantido a vacuo por aproximadamente 1h. As amostras foram
lavadas em tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 6,8, desidratadas em série etandlica e
estocadas em etanol 70% (v/v).

O material foi dissecado e incluido em resina Leica. Os cortes de 3,0 a 5,0 pm

de espessura foram obtidos em microtomo rotativo manual Leica com navalha
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descartavel de tungsténio. As secoes foram aderidas a laminas de vidro e,
posteriormente, coradas em azul de toluidina (C.I. 52040) a 0,05% em tampao fosfato,
pH 6,8. As laminas foram montadas no momento da observacao, com agua destilada ou
oleo de imersao e laminula de vidro. As observacoes e fotomicrografias foram obtidas em

microscopio de luz Leica DM 4500 com camera digital acoplada Leica DFC 295.

RESULTADOS

Todas as espécies analisadas apresentam padroes similares quanto a morfologia
e ao desenvolvimento do 6vulo.

Os o6vulos iniciam seu desenvolvimento como protuberancias da placenta,
consistindo em um grupo de células meristematicas recobertas pela protoderme (Fig.
1A). Os tegumentos desenvolvem-se a partir de divisbes de células protodérmicas
localizadas na base do primoérdio do 6vulo (Figs. 1B-C). Ha também participacao de
células subepidérmicas na formacao do tegumento externo do 6vulo (Figs. 1B-C).

Os tegumentos aumentam em ntmero de células em cada camada até cobrirem
completamente o nucelo (Figs. 1B-H). Concomitantemente, as divisoes e o crescimento
de células na regido do funiculo promovem a curvatura do 6vulo até um angulo de 180°
(Figs. 1B-H).

Os ovulos sao anatropos e bitegumentados (Figs. 1G-H). Os tegumentos externo
e interno nao sao vascularizados e sado formados por trés e duas camadas,

[1

respectivamente (Figs. 1G-I). Ambos os tegumentos formam a micropila em “zig-zag”
(Figs. 1H-J).

Um unico feixe vascular sai da placenta, percorre o funiculo e a rafe e termina

na hipéstase, localizada na regidao calazal do 6vulo, onde se encontram células
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compactas de citoplasma denso, nucleo proeminente e sem indicios de lignificacao nas
paredes (Figs. 1G-H).

Nos primérdios de 6vulos ocorre a diferenciacao de uma célula subepidérmica,
denominada célula arquesporial (Fig. 2A). Esta célula divide-se formando a célula
parietal primaria e uma célula esporogénica (Figs. 2B-C). A célula esporogénica
diferencia-se em uma célula-mae de megasporos, caracterizada por um citoplasma
denso, nucleo evidente e maior volume celular quando comparada as demais células do
nucelo (Figs. 2D-F). A célula parietal primaria e as outras células subepidérmicas
dividem-se e formam as diversas camadas que separam a epiderme nucelar da célula-
mae de megasporos, caracterizando o évulo como crassinucelado (Fig. 2D-F).

Padroes de desenvolvimento semelhantes durante a formacdo do saco
embrionario foram observados nas espécies Clidemia hirta, Leandra aurea (Figs. 3A-J),
L. melastomoides (Figs. 4A-J), Miconia leucocarpa, Ossaea amygdaloides (Figs. SA-G) e
O. confertiflora (Figs. 6A-I). Nestas espécies, a meiose € suprimida e a célula-mae de
megasporos passa por um aumento em volume celular e se torna polarizada pela
presenca de um vacuolo calazal e outro micropilar (Figs. 3B, 4B, 5C, 6C). Esta célula
polarizada passa diretamente por uma mitose acitocinética, dando origem a um saco
embrionario formado dois nucleos, que se afastam em direcdo aos polos a medida que
um vacuolo se forma entre eles (Figs. 3C, 4C-D, 5D-E, 6D). A segunda mitose
acitocinética ocorre formando um saco embrionario tetranucleado (Figs. 3D, 4E-F, 5F-
G, 6E-F). Por ultimo, a terceira mitose seguida por citocinese resulta em um saco
embrionario com sete células e oito nucleos, com desenvolvimento do tipo Antennaria
(Figs. 3F-J, 4G-J, 6G-I).

Em Clidemia hirta e Miconia leucocarpa, além do desenvolvimento do saco

embrionario do tipo Antennaria, com supressao da meiose, outro tipo de evento pode
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ocorrer. Eventualmente, a célula-mae de megasporos inicia a meiose (Figs. 7A-B) e da
origem a uma diade (Fig. 7C). A célula calazal da diade se diferencia, tornando-se
polarizada devido a presenca de dois vacuolos (Fig. 7C). Enquanto a célula micropilar da
diade se degenera, a célula calazal passa pela primeira mitose acitocinética, formando
um saco embrionario binucleado (Fig. 7D). Cada um dos nucleos move-se para um dos
polos do saco embrionario, a medida que um vacuolo central € formado (Figs. 7E-F). Em
seguida, a segunda mitose acitocinética da origem a um saco embrionario tetranucleado
(Figs. 7F-G). Finalmente, com a terceira mitose, seguida por citocinese, € formado um
saco embrionario com sete células e oito nucleos, com desenvolvimento do tipo
Taraxacum (Figs. 7TH-K).

Em todas as espécies o saco embrionario maduro contém trés antipodas no polo
calazal (Figs. 3F-G, 4H, 7H), uma célula média com dois nucleos polares (Figs. 3F e H,
4H e I, 61, 71), e o aparato oosférico, localizado no polo micropilar e formado por duas
sinérgides e a oosfera (Figs 3I-J, 4G e J, SH, 6G-H, 7J-K). A oosfera € evidenciada pela
presenca do nucleo e grande parte do citoplasma localizados no polo calazal da célula e
um vacuolo no polo micropilar da célula (Figs. 31-J, 4G e J, 6G, 7J-K). Grande parte dos
ovulos de flores em antese apresentou sacos embrionarios imaturos. Existe uma
assincronia entre os 6vulos de uma mesma flor que, frequentemente, estdo em diferentes
estadios de desenvolvimento.

Adicionalmente, em alguns ovulos de Clidemia hirta, células nucelares
denominadas iniciais aposporicas, adjacentes a célula-mae de megasporos, a diade, ou
ao saco embrionario em desenvolvimento, diferenciam-se, passando por um aumento no
volume celular e apresentando citoplasma denso e nucleo conspicuo (Figs. 7L-N). Apos
trés mitoses consecutivas as iniciais aposporicas dao origem a sacos embrionarios

adicionais (Fig. 70), do tipo Hieracium. De um total de 49 o6vulos observados
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provenientes de flores em antese, 61,23% apresentaram dois ou trés sacos embrionarios
em desenvolvimento, enquanto 38,77% apresentaram apenas um.

A oosfera do saco embrionario diplosporico e/ou apospoérico divide-se e da
origem ao embrido apomitico em Clidemia hirta (Figs. 8A-J e 9A-F), Leandra aurea (Figs.
10A-G), L. melastomoides, Miconia leucocarpa (Figs. 11A-F), Ossaea amygdaloides
(Figs.12A-G) e O. confertiflora (Figs. 13A-J).

Uma divisao transversal assimétrica da oosfera resulta em um proembrido com
duas células sobrepostas: uma pequena célula apical e uma célula maior, a célula basal
(Figs. 8A-D, 9A-C, 10A-C, 11A, 12A- B e 13A-C). A célula basal passa por uma divisao
transversal (Figs. 8E, 9C-D, 12C e 13D), enquanto a célula apical passa por uma divisao
longitudinal (Figs. 8F-G, 9D, 10D, 11C, 12D, 13E), originando um proembrido com
quatro células em formato de “T” (Figs. 8F-G, 9D, 10D, 12D). Posteriormente, foram
observados embrioes nos estadios globular (Figs. 11D-E e 12F), cordiforme (Fig. 12G),
torpedo inicial (Figs. 8H, 9E e 10E) e torpedo tardio (Figs. 8I-J, 9F, 10F-G, 12G e 13I-J).

Em Clidemia hirta verificou-se o desenvolvimento de sementes poliembridnicas
a partir da partenogénese da oosfera em 6vulos com mais de um saco embrionario (Figs.
9A-F). Nestas sementes, o padrao de desenvolvimento dos embrides € idéntico ao
observado em sementes monoembrionicas.

Em Leandra melastomoides, embrioes também podem ser formados a partir de
células nucelares (Figs. 14A-J). Nas sementes em inicio de desenvolvimento células
nucelares adjacentes ao saco embrionario se diferenciam, sendo caracterizadas pela
presenca de vacuolos nos polos da célula, citoplasma denso e nucleo conspicuo (Figs.
14A-B). Estas células denominadas precursoras do embrido adventicio passam por

divisoes e originam embrides adventicios, observados no estadio globular (Figs. 14 C-I).
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Sementes poliembridonicas, com mais de um embridao adventicio, podem ser formadas
nesta espécie (Fig. 14D).

Em todas as espécies foram observados nucleos do endosperma em proliferacao
durante as fases iniciais de desenvolvimento embrionario (Figs. 8G, 10B-C e E, 11A, C
eD, 12B,DeF, 13B, C, Fe G e 14J). O endosperma é do tipo nuclear e a celularizacao
dos nucleos parece nao ocorrer, ja que estes permanecem livres até serem totalmente
consumidos pelo embrido em desenvolvimento (Figs. 8G, 10B, Ce E, 11A e C-D, 12B e
D-F, 13B-C e F-G). Células do nucelo acumulam algum tipo de contetido citoplasmatico
de reserva (Figs. 8H, 11E e 13I), provavelmente carboidratos, que sao consumidos pelo
embrido em desenvolvimento.

Os resultados relacionados a formacdo do saco embrionario e do embrido
apomitico obtidos para as seis espécies de Miconieae analisadas estao compilados na

tabela 1.
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Tabelal. Dados sobre a origem do saco embrionario e do embrido apomitico e o tipo de apomixia

nas espécies de Miconieae estudadas.

Origem do saco
embrionario

Origem do
embriiao

Tipo de apomixia

Clidemia hirta

1. Célula-mae de
megasporos: supressao ou
alteracdo na meiose;

2. Células nucelares;

Partenogénese da
oosfera

Apomixia gametofitica:
diplosporia e aposporia

Leandra aurea

Célula-mae de megasporos:
supressao da meiose;

Partenogénese da
oosfera

Apomixia gametofitica:
diplosporia

1. Partenogénese

1. Apomixia

A 5 4 . da oosfera; . . .
Leandra Célula-mae de megasporos: gametofitica: diplosporia
melastomoides supressao da meiose; 2. Células
2. Embrionia adventicia
nucelares
. . Célula-mae de R .. .
Miconia ) _ Partenogénese da Apomixia gametofitica:
megasporos: supressao ou X .
leucocarpa - . oosfera diplosporia
alteracéo na meiose;
Célula-mae de .. .
Ossaea ) - Partenogénese da Apomixia gametofitica:
. megasporos: supresséo da X .
amygdaloides . oosfera diplosporia
meiose;
Célula-mae de .. .
Ossaea . - Partenogénese da Apomixia gametofitica:
) megasporos: supresséo da X .
confertiflora ; oosfera diplosporia
meiose;
DIscussAo

Nossos dados revelam uma diversidade de mecanismos apomiticos atuando em

Miconieae, uma vez que diplosporia, aposporia e embrionia adventicia foram relatados.

Estes sao os trés tipos de apomixia descritos na literatura (Nogler 1984, Asker e

Jerling 1992) e todos ja haviam sido observados em espécies de Melastomataceae (Tabela

2) (Subramanyam 1942, 1944, 1948, Borges 1991, Caetano 2010, Caetano et al. 2013),

indicando que diferentes processos podem levar a formacao de embrides apomiticos na

familia. Contudo, algumas tendéncias parecem existir: apomixia gametofitica € o
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processo predominante em Miconieae, enquanto fora da tribo, somente embrionia
adventicia é relatada (Tabela 2). Apomixia gametofitica (diplosporia e/ou aposporia) e
embrionia adventicia também podem coocorrer em diversas outras espécies, como em
Allium (Amaryllidaceae), Hieracium (Asteraceae), Malus e Pyrus (Rosaceae), Ochna
(Ochnaceae), alguns géneros de Poaceae (Naumova 1992, Koltunow & Grossniklaus
2003, Naumova 2008), entre outros (consultar “Apomixis Database”: http://www.uni-

goettingen.de/en/433689.html).

Tabela 2. Tipos de apomixia descritos em espécies de Melastomataceae.

Tribos Clados/Grados Espécies Tipo de apomixia Fonte
Clidemia Clidemia hirta Diplosporia e aposporia 1
Leandra aurea Diplosporia 1
Leandra s.s. + Leandra australis Diplosporia e embrionia adventicia 2
Pleiochiton Leandra melastomoides Diplosporia e embrionia adventicia 1
Ossaea amygdaloides Diplosporia 1
Miconieae . . .
Ossaea confertiflora Diplosporia 1
Miconia albicans Diplosporia 3
Miconia IV + Miconia discolor Aposporia e embrionia adventicia 2
Ossaea Miconia fallax Aposporia e embrionia adventicia 4
Miconia leucocarpa Diplosporia 1
Dissochateae + Sonerileae Sonerila wallichii Embrionia adventicia 5
Melastoma malabathricum  Embrionia adventicia 6
Melastomeae o L i
Osbeckia hispidissima Embrionia adventicia 7

1. Neste estudo; 2. Borges 1991; 3. Caetano et al. 2013; 4. Caetano 2010; 5. Subramanyam
1944; 6. Subramanyam 1948; 7.Subramanyam 1942.

Assim como em Clidemia hirta e Leandra melastomoides, outras espécies de
Miconieae apresentam mais de um tipo de apomixia (Borges 1991, Caetano 2010), e
aparentemente este ndo € um evento incomum. Aposporia, diplosporia e embrionia
adventicia coexistem em espécies de Beta (Amaranthaceae) (Jassem 1990), Sorbus e

Potentilla (Rosaceae) (Nybom 1988); aposporia e embrionia adventicia coocorrem em
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algumas espécies de gramineas, Citrus e Hieracium (Naumova 1992, Koltunow 2000,
Koltunow & Grossniklaus 2003).

Nas espécies analisadas o saco embrionario origina-se diretamente da célula-
mae de megasporos. Esse tipo de desenvolvimento € denominado Antennaria e €
caracterizado pela completa omissdo da meiose (Nogler 1984, Asker & Jerling 1992,
Koltunow 1993), sendo o tipo mais comumente relatado entre as espécies diplosporicas
(Nogler 1984, Koltunow 1993). Neste caso, por haver supressao da meiose, os nucleos
das células do saco embrionario maduro sao diploides. Exemplos ocorrem em
Antennaria, Erigeron, Eupatorium, Hieracium e Parthenium (Asteraceae), Burmannia
(Burmanniaceae), Calamagrostis, Nardus e Poa (Poaceae), Cooperia (Liliaceae) e
Zephyranthes (Amaryllidaceae) (Nogler 1984).

Ainda, eventualmente em Clidemia hirta e Miconia leucocarpa, ha formacao de
um saco embrionario do tipo Taraxacum. Neste tipo de desenvolvimento, ha uma
alteracao durante a meiose: a célula-mae de megasporos entra em profase meibdtica, mas
a primeira “divisdo” resulta em restituicdo nuclear, e a segunda continua com um
numero cromossomico nao reduzido, resultando em uma diade de células somaticas
apos a citocinese (Nogler 1984). Geralmente, € a célula calazal que passa por trés
mitoses, dando origem a um saco embrionario formado por células com nucleos
diploides (Nogler 1984). E interessante ressaltar a possibilidade de ocorrer recombinacao
cromossOmica durante a meiose I, gerando alguma variabilidade genética na progénie
(Van Baarlen et al. 2000), o que pode ser interessante para C. hirta e M.leucocarpa, ja
que a reproducao sexuada parece nao ocorrer nas populacdes estudadas. Entre os
géneros com esse tipo de desenvolvimento destacam-se Chondrilla, Erigeron e Taraxacum

(Asteraceae), Arabis (Brassicaceae), Agropyron e Paspalum (Poaceae) (Nogler 1984).
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Semelhantemente ao que ocorre em Clidemia hirta e M. leucocarpa, o
desenvolvimento do saco embrionario do tipo Antennaria e Taraxacum pode coocorrer
em espécies de Tripsacum (Poaceae) (LeBlanc et al. 1995). Acredita-se que estes dois
tipos de desenvolvimento sao muito similares e a mudanca de uma forma para outra
pode até mesmo ser influenciada pelo ambiente (Nogler 1984, LeBlanc et al. 1995).

O desenvolvimento do saco embrionario do tipo Antennaria, observado nas
espécies estudadas, € morfologicamente muito semelhante ao do tipo Adoxa (Fig. 15 A).
Entretanto, neste ultimo ocorre meiose e os quatro nucleos formados participam da
formacdo do saco embrionario, que exibe portanto, nucleos haploides (Rutishauser
1982) (Fig. 15A). Ainda, o desenvolvimento do saco embrionario do tipo Taraxacum,
observado eventualmente em Clidemia hirta e Miconia leucocarpa, assemelha-se ao tipo
Allium (Rutishauser 1982) (Fig. 15B). Contudo, no tipo Allium a meiose | € reducional,
formando uma diade de megasporos haploides e consequentemente, um saco
embrionario de células com niimero cromossoémico reduzido a metade (Fig. 15B).

Apesar de ndao mensurarmos a ploidia das células do saco embrionario maduro,
acreditamos que as etapas observadas nas espécies analisadas de fato se referem a
formacéao de um saco embrionario apomitico (tipo Antennaria e Taraxacum), formado por
células com nucleo diploide, ja que verificamos a origem partenogenética do embrido a
partir da oosfera e os experimentos de biologia reprodutiva asseguram que estas espécies
formam sementes viaveis na auséncia de polinizacao (Melo et al. 1999, Goldenberg &
Shepherd 2008, Goldenberg & Varassin 2001). Além disso, ndao ha na literatura
informacoes sobre a formacdo de saco embrionario do tipo Adoxa ou Allium em
Melastomataceae ou Myrtales (Tobe & Raven 1983).

Em Clidemia hirta, sacos embrionarios aposporicos do tipo Hieracium foram

identificados por sua origem a partir de células somaticas do nucelo. Este € o tipo mais
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comum de saco embrionario aposporico, descrito em espécies dos géneros Crepis e
Hieracium (Asteraceae), Beta (Amaranthaceae), Elatostema (Urticaceae), Hypericum
(Hypericaceae), Hierochloé e Poa (Poaceae), Ranunculus (Ranunculaceae) e, muito
frequentemente em espécies da subfamilia Panicoideae (Poaceae) (Nogler 1984).

A assincronia observada durante o desenvolvimento de sacos embrionarios nao
reduzidos provenientes de 6vulos de um mesmo ovario parece ser um evento comum em
outras espécies apomiticas, como representantes de Hieracium e Panicum, mas uma
condicdo incomum em espécies sexuais (Nogler 1984). A apomixia € reconhecidamente
causada por uma desregulacao, em tempo e espaco, nos processos de reproducao sexual
(Koltunow & Grossniklaus 2003), e € marcada por padroes de expressado heterocronica
durante o desenvolvimento em ovulos (Grimanelli et al. 2003, Bradley et al. 2007,
Sharbel et al. 2010). Aparentemente, em espécies apomiticas de Miconieae, essa
alteracao no tempo afeta a sincronia na formacao dos sacos embrionarios aposporicos e
diplospoéricos, explicando o evento observado.

A embrionia adventicia, aqui registrada em Leandra melastomoides, € o tipo mais
comum de apomixia na natureza, e ocorre em aproximadamente 57 familias de
angiospermas, incluindo géneros de importancia taxonomica, como Citrus, Mangifera,
Ribes, Beta e Alnus (Naumova 2008). Cabe ressaltar, entretanto, que diferente do
observado em L. melastomoides, a embrionia adventicia é frequentemente associada a
reproducao sexuada (Asker & Jerling 1992, Richards 1997, Koltunow & Grossniklaus
2003, Mendes-Rodrigues et al. 2005, Bittencourt & Moraes 2010, Sampaio et al. 2013).
E muito comum que nestas espécies a polinizacdo seguida pela dupla fecundacdo dé
origem ao embrido e ao endosperma, que podem servir como estimulo ao
desenvolvimento de embrides nucelares (Asker & Jerling 1992, Koltunow 1993, Richards

1997), como descrito em Handroanthus (Costa et al. 2004; Bittencourt Junior & Moraes
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2010), Anemopaegma acutifolium (Sampaio et al. 2013) e Eriotheca pubescens (Oliveira
et al. 1992; Mendes-Rodrigues et al. 2005). Em L. melastomoides nao ha formacao de
graos de polen (Cap. 1) nem de sacos embrionarios reduzidos, o que torna muito pouco
provavel a ocorréncia de reproducao sexuada na espécie. Na literatura, de todas as
espécies que exibem embrionia adventicia, o desenvolvimento embrionario e a formacéao
de sementes poliembridnicas viaveis na auséncia de graos de polen férteis sao
reconhecidos apenas em Sarcococca humilis (Buxaceae) (Naumova 2008), podendo L.
melastomoides representar outra excecao na natureza.

O desenvolvimento de embrides a partir de sacos embrionarios diplosporicos e
aposporicos em um mesmo o6vulo leva a formacado de sementes poliembrionicas em
Clidemia hirta. Em Leandra melastomoides, a ocorréncia de diplosporia e embrionia
adventicia também leva a poliembrionia, definida pela ocorréncia de dois ou mais
embrides em uma Unica semente (Batygina & Vinogradova 2007). Este fendmeno pode
ser explicado por diferentes processos, como: 1. fusdo de dois ou mais o6vulos; 2.
presenca de mais de um saco embrionario em um mesmo 6vulo; 3. mais de uma célula
do saco embrionario desenvolvendo-se em embrides; ou 4. divisdes do proembriao
(Lakshmanan & Ambegaokar 1984). Em espécies apomiticas com embrionia adventicia
€ comum a ocorréncia de poliembrionia, devido ao desenvolvimento de multiplos
embrides adventicios em uma Unica semente, ou ainda, a partir do desenvolvimento
paralelo de embrides adventicios e zigotico (Lakshmanan & Ambegaokar 1984, Asker &
Jerling 1992). Entretanto, apesar de menos comum, a poliembrionia também pode estar
relacionada a aposporia (Asker & Jerling 1992, Koltunow & Grossniklaus 2003), como
descrito em C. hirta e relatado em espécies de Pennisetum (Wen et al. 1998) Hieracium

(Tucker et al. 2001) e Brachiaria (Araujo et al. 2000).

102



Clidemia hirta e Leandra aurea, espécies utilizadas neste estudo, foram
anteriormente apontadas como poliembridonicas (Mendes-Rodrigues & Oliveira 2012).
Em C. hirta a porcentagem de sementes poliembrionicas variou entre 3,93% e 24,08%
(Mendes-Rodrigues & Oliveira 2012). Em duas populacoes investigadas de L. aurea, uma
apresentou apenas sementes monoembridonicas e a outra exibiu uma proporcao baixa
de sementes poliembridnicas (1,29%). Estes dados demonstram que em L. aurea
diferentes populac¢des podem diferir quanto a ocorréncia de sementes poliembrionicas e
que a poliembrionia deve ser um fendmeno incomum na espécie. Em Melastomataceae,
parece existir uma estreita relacao entre apomixia e poliembrionia (Mendes-Rodrigues &
Oliveira 2012). Este evento poderia representar uma vantagem evolutiva em espécies
apomiticas da familia, ja que pode aumentar as chances de sobrevivéncia de pelo menos
uma das plantulas em sementes poliembridnicas (Mendes-Rodrigues et al. 2012).

A formacao autonoma do endosperma, como tem sido observado em Miconieae
(neste estudo, Caetano et al. 2013), € um evento quase que exclusivamente relatado em
Asteraceae (Nogler 1984, Horandl et al. 2008). O endosperma autéonomo € derivado dos
nucleos polares nao reduzidos da célula média e os apomiticos auténomos independem
de polinizacdo para se reproduzirem via semente (Nogler 1984). A garantia do sucesso
reprodutivo independente da polinizacdo confere vantagens a estas plantas,
principalmente em ambientes de condi¢cdoes extremas, onde a oferta de polinizadores
pode ser pequena (Richards 1997). Essa vantagem ecologica contribui, entre outros
fatores, para o fenémeno de partenogénese geografica, em que espécies apomiticas
apresentam distribuicao geografica mais ampla que seus parentes sexuados (Hérandl
2006, Horandl et al. 2008), e que de forma similar parece ocorrer em Melastomataceae

(Santos et al. 2012).
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A infrequéncia no desenvolvimento autonomo do endosperma em apomiticos
pode ser explicada por limitacoes funcionais (Hérandl et al. 2008). Em geral, a razao
entre o genoma materno e paterno (m:p) no endosperma tem que permanecer na
proporcao 2:1, mas em espécies apomiticas esse balanco € alterado (Koltunow &
Grossniklaus 2003). Em geral, mudancas na razao 2m:1p levam ao aborto da semente
(Haig & Westoby 1991, Koltunow & Grossniklaus 2003). Aparentemente, as espécies
apomiticas pseudogamicas desenvolveram mecanismos para manter essa proporcao,
enquanto as autdonomas parecem ser insensiveis a alteracoes nessa razao (Koltunow &
Grossniklaus 2003, Hérandl et al. 2008). A importancia da razao 2m:1p pode variar em
algumas espécies, dependendo também do papel do endosperma no desenvolvimento da
semente (Messing & Grossniklaus 1999, Koltunow & Grossniklaus 2003).

Em Melastomataceae células do nucelo com conteudo podem contribuir com a
nutricao do embridao e o endosperma nuclear e pouco difuso € totalmente consumido
durante o desenvolvimento da semente (neste estudo, Johri et al. 1992, Caetano et al.
2013). De forma semelhante, em Asteraceae, o endosperma em geral € pouco
desenvolvido (Noyes 2007, Hérandl et al. 2008). E notéria a predisposicdo destas duas
familias a ocorréncia de apomixia autonoma, uma vez que fora destes grupos este
fendbmeno é reportado apenas esporadicamente em representantes de Alchemilla
(Rosaceae), Burmannia (Burmanniaceae), Calamagrostis e Cortaderia (Poaceae) (Nogler
1984). As caracteristicas do endosperma em Melastomataceae e Asteraceae devem
contribuir para uma menor sensibilidade a alteracoes na razdao 2m:1p e pode ter sido
importante a manutencao da apomixia auténoma nestes grupos (neste estudo, Hoérandl
et al. 2008).

Nossos dados indicam que a formacado de sacos embrionarios reduzidos é

improvavel nas espécies analisadas. Este fato adicionado ao severo comprometimento
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na formacao de graos de pdlen viaveis (ver Cap. 1) revelam que o processo sexual deve
ser um evento pouco provavel no grupo em questao, cuja reproducao por sementes deve
ser garantida predominantemente por meio de apomixia. Na natureza, apomiticos
obrigatorios parecem ser pouco comuns, tornando estas espécies de Miconieae um
modelo bastante interessante. Além disso, a apomixia, que tem se mostrado frequente
em membros desta tribo, nao pode ter sua importancia negligenciada frente ao enorme
sucesso reprodutivo do grupo, que apresenta cerca de 2200 espécies, muitas de ampla

distribuicao e reconhecidamente comuns em ambientes perturbados.
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ILUSTRACOES



Figura 1. Desenvolvimento e morfologia do 6vulo em espécies de Miconieae. A-C.
Leandra aurea. A. Primoérdio de o6vulo com células meristematicas recobertas pela
protoderme; B e C. Primordio de 6vulo com tegumentos em inicio de desenvolvimento
(setas). Observar a participacao de células subepidérmicas na formacao do tegumento
externo (C) (estrela); D-F. Miconia leucocarpa. Ovulos em diferentes estadios de
desenvolvimento. Observar o crescimento dos tegumentos e curvatura do 6vulo; G.
Ovulo maduro em M. leucocarpa; H-J. Ossaea amygdaloides H. Ovulo maduro em corte
longitudinal; I. Ovulo maduro em corte transversal; J. Detalhe da micrépila delineada.
FV: feixe vascular; Hi: hipostase; Mi: micrépila; Nu: nucelo; TE: tegumento externo; TI:

tegumento interno.
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Figura 2. Megasporogénese em espécies de Miconieae. A. Leandra aurea. Célula
arquesporial; B. L. aurea. Divisdo da célula arquesporial para formacdo da célula
esporogénica e célula parietal (seta); C. Ossaea amygdaloides. Célula esporogénica; D.

e E. Miconia leucocarpa. Célula mae de megasporos (seta na figura D); F. O. confertiflora.
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Figura 3. Desenvolvimento do saco embrionario diplosporico em Leandra aurea. A.
Célula-mae de megasporos; B. Saco embrionario diplosporico mononucleado; C. Saco
embrionario diplospérico binucleado (setas); D. Saco embrionario diplospoérico
tetranucleado (setas); E. Saco embrionario diplospérico com quatro nucleos no polo
calazal (trés em evidéncia - setas) e mais dois nucleos no polo micropilar (setas); F-H.
Saco embrionario diplospérico maduro: visao geral (F), detalhe das antipodas (G) e dos
nucleos polares da célula média (H); I. Detalhe do aparato oosférico de um saco
embrionario diplosporico maduro; J. Detalhe de uma oosfera de um saco embrionario
diplospérico maduro. As: Antipodas; CMM: célula-mae de megasporos; NPs: nucleos

polares; O: oosfera; S: sinérgide; SE: saco embrionario.
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Figura 4. Desenvolvimento do saco embrionario diplosporico em Leandra
melastomoides. A. Célula-mae de megasporo; B. Saco embrionario diplospoérico
mononucleado; C. e D. Saco embrionario diplosporico binucleado (setas) logo apos a
primeira mitose (C) e com os dois nucleos bem separados por um grande vacuolo (D); E.
Nucleos calazal e micropilar de um saco embrionario diplosporico binucleado em
metafase (setas); F. Saco embrionario diplospérico tetranucleado (setas); G-J. Saco
embrionario diplosporico maduro: visdao geral (G), detalhe de duas das antipodas e de
um nucleo polar (H), detalhe dos ntcleos polares da célula média (I) e detalhe da oosfera
e de uma sinérgide (J). As: antipodas; CMM: célula-mae de megasporos; NP: nucleo

polar; O: oosfera; S: sinérgide; SE: saco embrionario.
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Figura 5. Desenvolvimento do saco embrionario diplosporico em Ossaea amygdaloides.
A. e B. Célula-mae de megasporo em inicio de desenvolvimento (A) e ja bem diferenciada
(B); C. Saco embrionario diplospérico mononucleado; D. e E. Saco embrionario
diplospérico binucleado (setas) logo apos a primeira mitose (D) e com os dois nucleos
bem separados por um grande vacuolo (E); F. Nucleos calazal e micropilar de um saco
embrionario diplosporico binucleado em anafase (setas); G. Saco embrionario
diplospérico tetranucleado (setas). H. Saco embrionario diplospoérico com oosfera

evidenciada CMM: célula-mae de megasporos; O: oosfera.
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Figura 6. Desenvolvimento do saco embrionario diplosporico em Ossaea confertiflora. A.
e B. Célula-mae de megasporo em inicio de desenvolvimento (A) e ja bem diferenciada
(B); C. Saco embrionario diplospérico mononucleado; D. Saco embrionario diplospérico
binucleado (setas). E. Nucleos calazal e micropilar de um saco embrionario diplosporico
binucleado em metafase e anafase, respectivamente (setas); F. Saco embrionario
diplospoérico tetranucleado (setas) — imagem montada a partir de duas fotos de um
mesmo saco embrionario, porém em planos diferentes; G-I. Detalhe do aparato oosférico
(G), oosfera (H) e nucleos polares da célula média (I) (setas) de um saco embrionario
diplospérico maduro. CMM: célula-mae de megasporos; O: oosfera; S: sinérgide; SE: saco

embrionario.
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Figura 7. Desenvolvimento do saco embrionario diplosporico (A-O) e aposporico (L-O)
em Clidemia hirta. A. e B. Célula-mae de megasporo diferenciada (A) e em metafase (B);
C. Células calazal (seta preta) e micropilar (seta vermelha) de uma diade; D. Saco
embrionario diplosporico binucleado (setas pretas) e célula micropilar da diade em
degeneracao (seta vermelha); E. Saco embrionario diplospodrico binucleado (setas); F.
Saco embrionario diplosporico binucleado com nucleos em metafase (setas); G. Saco
embrionario diplospérico tetranucleado (setas); H-K. Saco embrionario diplosporico
maduro: detalhe das antipodas (H), nucleos polares (setas) da célula média (I), aparato
oosférico (J) e oosfera (K); L. Célula-mae megasporos e células nucelares adjacentes bem
diferenciadas (setas); M. Saco embrionario binucleado (setas) e células nucelares
adjacentes diferenciadas (estrelas); N. Dois sacos embrionarios binucleados (setas) e
célula adjacente diferenciada (estrela); O. Dois sacos embrionarios com oosferas em
evidéncia (setas). CMM: célula-mae de megasporos; O: oosfera; S: sinérgide; SE: saco

embrionario.
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Figura 8. Desenvolvimento do embrido apomitico em sementes monoembrionicas de
Clidemia hirta. A. Corte longitudinal de uma semente em inicio de desenvolvimento; B.
Detalhe da figura anterior, oosfera em evidéncia; C. Divisao transversal da oosfera:
metafase; D. Proembrido bicelular; E. Proembrido apés divisdo transversal da célula
basal; F. e G. Proembridao apos divisdo transversal da célula basal e longitudinal da
célula apical, nucleos do endosperma evidentes (setas); H-J. Corte longitudinal de
sementes em sucessivos estadios de desenvolvimento: embrido em estadio de torpedo
inicial (H) e torpedo tardio com eixo hipocétilo-radicular e cotilédones visiveis (I-J);
células nucelares acumulam conteudo citoplasmatico de reserva (H) (setas vermelhas).
C: cotilédone; CA: célula apical; CB: célula basal; MAC: meristema apical caulinar; MAR:

meristema apical radicular; P: procambio.
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Figura 9. Desenvolvimento do embrido apomitico em sementes poliembridénicas em
Clidemia hirta. A. Corte longitudinal de uma semente em inicio de desenvolvimento com
dois sacos embrionarios evidentes; B. Detalhe da figura anterior, com oosfera em
evidéncia; C. Dois sacos embrionarios com proembrides em estadio bicelular (seta preta)
e proembrido apods divisdo transversal da célula basal (seta vermelha); D. Dois sacos
embrionarios com proembrioes apos primeira divisao da célula basal (seta preta) e apos
divisoes longitudinais da célula apical (seta vermelha). E e F. Corte longitudinal de
sementes poliembridnicas em sucessivos estadios de desenvolvimento: embrido em

estadio de torpedo inicial (E) e torpedo tardio (F). CA: célula apical; CB: célula basal.
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Figura 10. Desenvolvimento do embrido apomitico em Leandra aurea. A. Corte
longitudinal de uma semente em inicio de desenvolvimento; B. Detalhe de A,
evidenciando a oosfera quiescente e nucleo do endosperma (seta); C. Proembrido apos
divisdo transversal da oosfera e nucleo do endosperma (seta); D. Detalhe de um
proembrido logo apods divisdo longitudinal da célula apical; E. Embrido em estadio
torpedo inicial e nucleos do endosperma em evidéncia (setas); F. e G. Sementes em
sucessivos estadios de desenvolvimento: embrido com eixo hipocoétilo-radicular e
cotilédones visiveis. C: cotilédone; CA: célula apical; CB: célula basal; MAC: meristema

apical caulinar; MAR: meristema apical radicular; O: oosfera; P: procambio.
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Figura 11. Desenvolvimento do embrido apomitico em Miconia leucocarpa. A. Oosfera e
nucleo do endosperma (seta); B. Corte longitudinal da semente com proembrido; C.
Detalhe da figura anterior, com proembrido e ntcleo do endosperma (seta) evidenciados;
D. e E. Embrido em estadio globular e nticleos do endosperma (setas); células nucelares
acumulam conteuido citoplasmatico de reserva (setas vermelhas); F. Semente madura
com eixo hipocoétilo-radicular e cotilédones visiveis. C: cotilédone; MAR: meristema

apical radicular; O: oosfera; P: procambio.
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Figura 12. Desenvolvimento do embrido apomitico em Ossaea amygdaloides. A. Corte
longitudinal da semente com proembrido (seta vermelha) e nticleo do endosperma (seta
preta); B. Proembridao apos divisdo transversal da oosfera e nucleo do endosperma
evidente (seta); C. Proembrido apos divisdo transversal da célula basal; D. Proembriao
apos divisao longitudinal da célula apical e ntcleo do endosperma (seta); E. Proembrido:
detalhe; F. Proembrido e nucleos do endosperma em proliferacao (setas); G. Semente
madura com eixo hipocoétilo-radicular e cotilédones visiveis. C: cotilédone; CA: célula
apical; CB: célula basal; MAC: meristema apical caulinar; MAR: meristema apical

radicular; P: procambio.
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Figura 13. Desenvolvimento do embrido apomitico em Ossaea confertiflora. A. Corte
longitudinal da semente em inicio de desenvolvimento; B. Oosfera e nucleo do
endosperma (seta); C. Proembrido apos divisdo transversal da oosfera e nucleo do
endosperma evidente (seta); D. Detalhe do proembrido apoés divisdo transversal da célula
basal; E. Proembridao apoés divisdo longitudinal da célula apical; F. Embridao em estadio
globular e nucleos do endosperma em proliferacao (setas); G. Embrido em estadio
cordiforme e nucleos do endosperma (setas); H. Embrido em estadio torpedo inicial; I e
J. Sementes em estadios sucessivos de desenvolvimento: embrido em estadio torpedo
tardio com eixo hipocoétilo-radicular e cotilédones visiveis; células nucelares acumulam
conteuido citoplasmatico de reserva (setas vermelhas). C: cotilédone; CA: célula apical,
CB: célula basal; MAC: meristema apical caulinar; MAR: meristema apical radicular; O:

oosfera; P: procambio.
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Figura 14. Desenvolvimento do embrido adventicio em Leandra melastomoides. A. Corte
longitudinal da semente em inicio de desenvolvimento; B. Detalhe da figura anterior com
células precursoras do embriao adventicio em diferenciacao (*); C. Corte longitudinal da
semente com embrido adventicio; D. Detalhe da figura anterior evidenciando embrides
adventicios em inicio de desenvolvimento (setas); E-I: Sementes com embrides
adventicios em inicio de desenvolvimento: visdo geral da semente com embrides
sinalizados (setas) (E, G, e I); detalhes dos embrides adventicios (F, H e J); K. Oosfera e

nucleo do endosperma (seta) em uma semente jovem. O: oosfera.
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Figura 15. Representacdo esquematica para evidenciar as diferencas na formacao de
sacos embrionarios apomiticos diplosporicos e sexuados com etapas de desenvolvimento
semelhantes. A. Etapas do desenvolvimento de um saco embrionario do tipo Antennaria
(apomitico) e Adoxa (sexuado). B. Etapas do desenvolvimento de um saco embrionario

do tipo Taraxacum (apomitico) e Allium (sexuado).
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CAPITULO 3. CRYSTALS IN THE ANTHER WALL PROVIDES MORPHOLOGICAL MARKERS

WITH POTENTIAL USE FOR MELASTOMATACEAE SYSTEMATICS

ABSTRACT

Calcium oxalate crystals are highly insoluble salts widespread among plant
tissues. The morphology and distribution of the crystals provide conservative characters
with taxonomic value for some taxa, as observed in Melastomataceae. In this family, the
crystals, usually of the druse-type, are reported for leaves and floral organs, including
the anther wall, connective and intersporangial septum. The main goal of this study was
to verify the crystal occurrence in the anther wall from 180 species and 64 genera of
Melastomataceae and to test the taxonomic value for this character. All tribes of the
family were sampled. Mature anthers were processed using anatomical routine
techniques. Druses on the anther wall layers were observed in 89 species from seven of
the 15 tribes analyzed, as a condition that has probably evolved multiple times inside
the family. Apparently, this character-state could be used to distinguish Henrietteeae
from Astronieae, its sister group. In Blakeeae, the character seems to separate Blakea
and Topobea from its sister group, Huilaea. In Miconieae, specifically in the “Caribbean
+ Conostegia” clade, the druses in the anther wall can be considered a synapomorphy
for the clade formed by Conostegia and Miconia species, separating this group from its
sister group and from the related Caribbean species.

Keywords: calcium oxalate crystals; druses; anther wall; endothecium; middle layer.
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INTRODUCTION

Calcium oxalates are salts highly insoluble formed from oxalic acid and calcium
(Franceschi & Nakata 2005). This kind of crystals is present in all photosynthetic
organisms, with special abundance in gymnosperms and angiosperms (Franceschi &
Horner 1980, Franceschi & Nakata 2005). The diversity of both shape and size, and the
pattern of topological distribution of the crystals among plant tissues lead to several
hypotheses about their role in plants, either regulating the calcium level or ionic balance,
or acting as protection against herbivory, as detoxification or tissue support (Franceschi
& Horner 1980, Finley 1999, Nakata 2003, Franceschi & Nakata 2005), among others
functions.

Virtually all plant tissues can contain calcium oxalate crystals (Franceschi &
Horner 1980, Nakata 2003, Coté 2009), and their distribution among species is highly
variable (Franceschi & Nakata 2005). Based on the shape and grouping, they are
classified as sand, raphide, druse, styloid and prismatic (Nakata 2003, Franceschi &
Nakata 2005). Crystal occurrence and type along with its distribution are characters
considered as conservative in plants (Nakata 2003), and of taxonomic value (Prychid &
Rudall 1999, Lersten & Horner 2000, Molano-Flores 2001, Franceschi & Nakata 2005).

The occurrence of calcium oxalate crystals in the anther wall layers was already
reported for the tapetum and the endothecium in species of Asteraceae (Horner 1977,
Meric & Dane 2004, Meric 2009a, b), for the tapetum in species of Fabaceae and
Commelinales (Buss & Lersten 1972, Prychid et al. 2003) and for the hypodermal
stomium in species of Solanaceae and Ericaceae (Horner Jr & Wagner 1980, 1992,

Lersten 2004, D’arcy et al. 1996).
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Melastomataceae Juss. is an angiosperm group in which the occurrence and
type of calcium oxalate crystals seem to be of taxonomic value (Ter Welle & Mennega
1977, Baas 1981, Judd 1989, Penneys et al. 2010). The most common reports for this
family are druses in leaves (Metcalfe & Chalk 1950, Costa 1977, Baumgratz & Ferreira
1980, Baas 1981, Baumgratz & Ferreira 1984, Mentink & Baas 1992, Souza & Marquete
2000, Reis et al. 2005, Gardoni et al. 2007), and in floral organs (Eyde & Teeri 1967,
Clausing et al. 2000, Goldenberg et al. 2003, Puglissi 2007, Garcia 2009, Fernandes
2011), including the anther connective, the intersporangial septum and the anther wall
layers (Goldenberg et al. 2003, Caetano 2010, Fernandes 2011, Cortez et al. 2014).

This family is monophyletic, but intrafamilial relationships are still under debate
(Clausing & Renner 2001, Fritsch et al. 2004, Penneys et al. 2010, Michelangeli et al.
2011, Goldenberg et al. 2012, Michelangeli et al. 2013). One of the problems assessing
systematic approaches in the family is the lack of synapomorphies for clades in all levels.
The crystal occurrence, type and distribution in the anther wall from a large number of
species systematically chosen and the available phylogenies can be used as a tool to
elucidate some unresolved questions on the systematics of this tropical diverse group.
Thus, the main goal of this study is to verify the occurrence of crystals in the anther wall
of several lineages of Melastomataceae in a phylogenetic context in order to test the value

of this character for systematics studies in the family.

MATERIAL AND METHODS

A total of 180 species, belonging to 64 genera distributed in 15 groups currently
recognized in Melastomataceae (Clausing & Renner 2001, Stone 2006, Goldenberg et al.

2008, Amorim et al. 2009, Penneys et al. 2010, Reginato et al. 2010, Mendoza-Cifuentes
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& Fernandez-Alonso 2011, Penneys & Judd 2013, Goldenberg et al. 2012, Kriebel 2014,
Michelangeli et al. 2013) were sampled. The mature anthers used in this study came
from both materials preserved in alcohol and from herbarium specimens (see appendix
for details); anthers from herbarium specimens were rehydrated prior to the embedding
process (Smith & Smith 1942).

All samples were embedded in historesin (Leica and Heraeus Kulzer GmbH,
Germany) and mainly longitudinally sectioned using a rotary microtome with blade steel.
The 5.0 pm thick sections were adhered to glass slides and stained with Toluidine Blue
(C.I. 52040) solution (0.05% in phosphate buffer 0.01 M and pH 6.8). The anther sections
were observed using a light microscope equipped with light polarization system (DM
5000 and DM 4500, Leica, Germany). Digital images were taken using a digital camera

(DFC 295 and DFC 490, Leica, Germany) coupled to the light microscope.

RESULTS

Most species showed epidermis and endothecium in the mature anther wall (Fig.
1A), but anthers from open flowers can exhibit only the epidermis (Fig. 1B). In addition,
approximately 30 species from all tribes except Astronieae, Dissochateae + Sonerileae,
Bertolonieae 2 and Rhexieae, presented one or more layers below the endothecium,
probably corresponding to the middle layer. This multilayered anther wall was observed,
for example, in Mouriri acutiflora (Olisbeoideae), Pternandra echineta (Kibessieae),
Bellucia aequiloba and Loreya mespiloides (Henrietteeae), Blakea gracilis (Blakeeae),
Microlicia fasciculata and Rhynchanthera grandiflora (Microlicieae) (Figs. 1C-E), among

others.
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Secondary wall thickenings in the endothecium were observed only in
Memecylon, Mouriri and Votomita species (Olisbeoideae) (Figs. 1E-F). All other groups
lack members with a lignified endothecial cells.

Druses were observed in the anther wall in 89 species from seven of the 15
groups studied: Henrietteeae, Blakeeae, Microlicieae, Melastomeae, Cyphostyleae,
Merianieae and Miconieae (Fig. 2). Druses were almost always found in the endothecium
cell layer (Fig. 1A), but 11 species showed druses in the layers below the endothecium:
Bellucia aequiloba (Fig. 1D), Henriettea ramiflora, Loreya mespiloides, Blakea gracilis, B.
schlimii, Wurdastom ecuadorense, Rhynchanthera grandiflora, Microlicia euphorbioides,
M. fasciculata, Melastoma denticulatum and Tococa capitata. The data for druses
occurrence in the anther wall layers were synthesized in the table 1.

In Henrietteeae, species of Bellucia, Henriettea and Loreya exhibited druses in
the anther wall (Figs.3 A-C) (table 1). Megastyloids were found only in the connective in
Henrietteeae members (Fig. 3D) and in Astronia candolleana (Astronieae) (Fig. 3E).

In Blakeeae druses in the anther wall were observed in species of Blakea and
Topobea (Figs. 3F-G), but they were not present in species from Huilaea (Fig. 3H) (table
1).

In Microlicieae druses in the anther wall occurred in species of Microlicia and
Rhynchanthera (Figs. 3 I-J) but not in species of Lavoisiera (Fig. 3K) (table 1).

Melastoma denticulatum (Melastomeae) (Fig. 3L), Wurdastom ecuadorense
(Cyphostyleae) (Fig. 3M) and Centronia laurifolia (Merianieae) (Fig. 3N) (table 1) were the
only species in each of these tribes to present druses in the anther wall layers.

In Miconieae, druses in the anther wall were found in all the analyzed species of
the “Miconia 1I” (Figs. 4A-C), “Miconia 1I” (Fig. 4D), “Leandra + Ossaea” (Figs. 4E-F),

“Tococa” (Fig. 4G), “Mecranium + Anaectocalyx” (Figs. 4H-I), “Leandra s.s. + Pleiochiton”
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clades (Figs. 4J-0O) and of the “Clidemia” grade (Figs. 4P-R). No druses were found in
Eriocnema. The occurrence of druses is variable in the “Caribbean + Conostegia” (Figs.
SA-C), “Miconia III” (Figs. SD-F), “Miconia IV + Ossaea” clades (Figs. 5G-I) and in the

“Miconia V” grade (Figs. 5J-L).
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Table 1. continued

Table 1. Occurrence (+ = present; - = absent) of druses in the mature anther wall layers in

Melastomataceae species.

Druses

Tribes/species
Occurrence

Ludwigia sp -
External groups: Myrtales
Syzygium jambos -

Memecylon lateriflorum (G. Don) Bremek. -
Mouriri acutiflora Naudin -
Olisbeoideae Mouriri guianensis Aubl. -
Mouriri sp. -

Votomita guianensis Aubl. -

Pternandra echinata Jack -
Kibessieae
Pternandra coerulescens Jack -

Astronieae Astronia candolleana Cogn. -

Bellucia aequiloba Pilg. +

Bellucia grossularioides (L.) Triana +

Henriettea ramiflora (Sw.) DC. +
Henrietteeae

Henriettea saldanhaei Cogn. +

Henriettea succosa (Aubl.) DC. +

Loreya mespiloides Miq. +

Bertolonia mosenii Cogn. -
Bertolonieae (1)
Phainantha laxiflora (Triana) Gleason -

Amphiblemma mildbraedii Gilg ex Engl. -
Dissochateae + Sonerileae
Boyania ayangannae Wurdack -

Diplectria divaricata (Willd.) Kuntze -

Blakea gracilis Hemsl. +
Blakea schlimii (Naudin) Triana +
Blakeeae Blakea portentosa Wurdack +
Huilaea ecuadorensis Wurdack -

Topobea multiflora (D. Don) Triana +

Allomaieta grandiflora Gleason -
Cyphostyleae
Wurdastom ecuadorense (Wurdack) B. Walln. +

Diplarpea paleacea Triana -

Monolena primuliflora Hook. f. -
Bertolonieae (2)

Triolena amazonica (Pilg.) Wurdack -

Triolena obliqua (Triana) Wurdack -
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Table 1. continued

Druses

Tribes/species
P Occurrence

Behuria glutinosa Cogn. -
Cambessedesia espora (A. St.-Hil. ex Bonpl.) DC. -
Dolichoura spiritusanctensis Brade -
Merianthera & allies Huberia consimilis Baumgratz -
Huberia ovalifolia DC. -
Merianthera bullata R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana -

Merianthera parvifolia R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana -

Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don -
Rhexieae
Rhexia virginica L. -

Rhynchanthera grandiflora (Aubl.) DC. +

Lavoisiera cordata Cogn.
Microlicieae . o

Microlicia euphorbioides Mart.

Microlicia fasciculata Mart. ex Naudin

Comolia microphylla Benth.

Ernestia glandulosa Gleason
Marcetia

alliance Macairea radula (Bonpl.) DC.

Marcetia taxifolia (A. St.-Hil.) DC. -

Nepsera aquatica (Aubl.) Naudin

Brachyotum ledifolium (Desr.) Triana -
Castratella piloselloides (Bonpl.)Naudin -
Desmocelis villosa Naudin -
Dissotis rotundifolia (Sm.) Triana -
Melastomeae Heterocentron elegans (Schltdl.) Kuntze -

Melastoma denticulatum Labill. +

Core

Monochaetum calcaratum (DC.) Triana -
Melastomeae

Monochaetum meridense (Klotzsch ex H.Karst.) Naudin -
Osbeckia chinensis L. -
Pterolepis glomerata (Rottb.) Miq. -
Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack -
Tibouchina clinopodifolia (DC.) Cogn. -

Tibouchina urvilleana (DC.) Cogn. -
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Table 1. continued

. . Druses
Trib
ribes/species Occurrence
Axinaea grandifolia (Naudin) Triana -
Centronia laurifolia D. Don +
Graffenrieda gracilis (Triana) L.O. Williams -
Graffenrieda harlingii Wurdack -
Graffenrieda latifolia (Naudin) Triana -
Merianieae
Macrocentrum cristatum (DC.) Triana -
Meriania macrophylla (Benth.) Triana -
Meriania subumbellata Cogn. -
Meriania tomentosa (Cogn.) Wurdack -
Meriania urceolata Triana -
Eriocnema acaulis Triana B
Eriocnema fulva Naudin -
Miconia dodecandra Cogn. +
Miconia I Miconia mirabilis (Aubl.) L.O.Williams +
Miconia superba Ule +
Miconia centrodesma Naudin +
Miconia II o . +
Miconia duckei Cogn.
Leandra + Leandra reversa (DC.) Cong. +
Ossaea Ossaea capillaris (D. Don) Cogn. +
Tococa capitata Traill ex Cogn. +
Tococa . . +
Tococa guianensis Aubl.
Charianthus alpinus (Sw.) R.A. Howard -
Miconieae
Charianthus nodosus (Desr.) Triana -
Caribbean . o
Tetrazygia crotonifolia (Desr.) DC. -
Tetrazygia elaegnoides (Sw.) DC. -
Clidemia mortoniana Standl. -
Clidemia spectabilis Gleason -
Conostegia icosandra (Sw. ex Wikstr.) Urb. +
Conostegia bigibbosa Cogn. +
Conostegia Conostegia monteleagreana Cogn. +
Conostegia speciosa Naudin +
Conostegia subcrustulata (Beurl.) Triana +
Conostegia tenuifolia Donn. Sm. +
Conostegia xalapensis (Bonpl.) D. Don ex DC. +
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Table 1. continued

Tribes/species Druses
Occurrence
Miconia friedmaniorum Almeda & Umafa +
Conostegia Miconia ligulata Almeda +
Miconia schlimii Triana +
Mecranium, Mecranium acuminatum (DC.) Skean +
Anaectocalyx 1. .onium latifolium (Cogn.) Skean +
Miconia ciliata (Rich.) DC. +
Leandra subseriata (Naudin) Cogn. +
Miconia corymbiformis Cogn. +
Miconia crocea (Desr.) Naudin +
Miconia III
Miconia denticulata Naudin +
Miconia goniostigma Triana +
Miconia papillosa (Desr.) Naudin -
Miconia stenobotrys (Rich.) Naudin +
Miconia theaezans Cogn. +
Miconia albicans (Sw.) Steud. -
Miconia cabucu Hoehne -
Miconieae Miconia capixaba R.Goldenb. -
Miconia cercophora Wurdack +
Miconia chartacea Triana -
Miconia cinerascens Miq. -
Miconia collatata Wurdack -
Miconia cubatanensis Hoehne -
Miconia donaeana Naudin +
Miconia fallax DC. -
Miconia IV +  Miconia fasciculata Gardner *
Ossaea Miconia hyemalis A.St.-Hil. & Naudin -
Miconia laevigata (L.) DC. -
Miconia latecrenata (DC.) Naudin -
Miconia minutiflora (Bonpl.) DC. -
Miconia octopetala Cogn. -
Miconia pepericarpa DC. -
Miconia rufescens (Aubl.) DC. -
+

Miconia serrulata (DC.) Naudin
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Table 1. continued

Tribes/species Druses
Occurrence

Miconia stenostachya DC.

Miconia IV +  Ossaea macrophylla (Benth.) Cogn. +
Ossaea Ossaea micrantha (Sw.) Macfad. ex Cogn. +
Ossaea robusta (Triana) Cogn. +

Leandra rufescens (DC.) Cogn. +

Miconia calvescens DC. B

Miconia ceramicarpa (DC.) Cogn. +

Miconia chamissois Naudin -

Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana -

Miconia jucunda (DC.) Triana -

Miconia V Miconia paniculata (DC.) Naudin -
Miconia prasina (Sw.) DC. -

Miconia pusilliflora (DC.) Naudin -

Miconia rugosa Triana -

Miconia sellowiana Naudin B

Miconieae

Miconia tomentosa (Rich.) D.Don ex DC. +

Miconia tristis Spring -

Clidemia hirta (L.) D. Don +

Clidemia octona (Bonpl.) L.O. Williams +

Clidemia rubra (Aubl.) Mart. +

Clidemia sericea D. Don +

Clidemia Clidemia strigillosa (Sw.) DC. +
Clidemia urceolata DC. +

Leandra clidemioides (Naudin) Wurdack +

Maieta guianensis Aubl. +

Maieta poeppigii Mart. ex Cogn. +

Clidemia blepharodes DC. +

+

Leandra amplexicaulis DC.

Leam'ira S-S* Leandra aurea (Cham.) Cogn. +
+ Pleiochiton

Leandra australis (Cham.) Cogn.

Leandra carassana (DC.) Cogn. +
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Table 1. continued

Tribes/species Druses
Occurrence
Leandra dasytricha (A. Gray) Cogn. +
Leandra echinata Cogn. +
Leandra fragilis Cogn. +
Leandra humilis (Cogn.) Wurdack +
Leandra ionopogon (Mart.) Cogn. +
Leandra itatiaiae (Wawra) Cogn. +
Leandra melastomoides Raddi +
Leandra purpurascens (DC.) Cogn. +
Leandra quinquedentata (DC.) Cogn. +
Leandra refracta Cogn. +
Miconieae feanflra ss Leandra regnellii (Triana) Cogn. +
Pleiochiton
Leandra salicina (Ser. ex DC.) Cogn. +
Leandra sulfurea (Naudin) Cogn. +
Leandra xanthocoma (Naudin) Cogn. +
Leandra xanthostachya Cogn. +
Ossaea congestiflora Cogn. +
Ossaea sanguine Cogn. +
Pleiochiton blepharodes (DC.) Reginato, R.Goldenb. & +
Baumgratz
Pleiochiton ebracteatum Triana +
+

Pleiochiton micranthum Cogn.
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DISCUSSION

This is the first record for druses in the anther wall layers in a great number of
species of Melastomataceae. The presence of crystals in the anther wall seems to be an
apomorfic character-state in this family, which seems to have arisen independently in
Henrietteeae, Blakeeae, Microlicieae, Melastomeae, Cyphostyleae, Merianieae and
Miconieae. Crystals have never been observed in species of Myrtales, including two
species observed in this study, Ludwigia sp. (Onagraceae) and Syzygium jambos
(Myrtaceae).

The tribe Henrietteeae, whose members have druses and megastyloids in the
anther, is monophyletic and seems to represent an early-divergent lineage within
Melastomataceae (Penneys et al. 2010). Tribe Astronieae, which includes Astronia
candolleana, a species with only megastyloid crystals in the connective, has already been
considered as the sister group of Henrietteeae (Goldenberg et al. 2012). The megastyloids
reported in vegetative organs (Baas 1981, Judd et al. 2008) and here, in reproductive
ones, along with the anomocytic type of stomata (Baas 1981) observed in species of
Henrietteeae and Astronieae, reinforce their close relationship and suggest these two
character states as a synapomorphy for these groups. The druses present only in the
Henrietteeae anther wall layers may be used as a distinctive character between
Henrietteeae and Astronieae.

The occurrence of druses in the anther wall layers was a variable character in
Blakeeae, since it is present only in species of Blakea and Topobea. The presence of
druses in the anther wall may be used to distinguish the clade Blakea + Topobea from

its sister group Huilaea.
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In Microlicieae, Melastomeae, Cyphostyleae and Merianieae we were not able to
make taxonomic inferences. In Microliceae and Cyphostyleae the relative low number of
samples did not indicate the taxonomic use for druses. In Melastomeae, the variation
was detected only in Melastoma denticulatum, a species from the Old World group,
which, in turn, was also poorly sampled. In Merianieae, the confused relationship within
the group, complicate the taxonomic analysis of tribe.

In Miconieae druses seem to have arisen in the first ramification of the tribe,
after the divergence of its sister group, Eriocnema. Some reversions, from presence to
absence may have occurred in the “Caribbean + Conostegia”, “Miconia III”, “Miconia IV +
Ossaea” clades, and in the “Miconia V” grade. Within these groups, except for “Miconia
II1” clade, new reversions from absence to presence had occurred.

In the “Caribbean + Conostegia” clade, the Caribbean group shares the absence
of anther druses with a basal group inside the “Conostegia s.1.” group, here represented
by Clidemia. Druses are already present in the first ramification of “Conostegia s.1.” and,
in this case, the occurrence of druses in the anther may be useful to delimit this subclade
formed by species in Conostegia and Miconia, and separating it from its sister group and
from the related Caribbean species.

No systematics considerations were made regarding the use of druse occurrence
in the anther in the “Miconia III” clade given that Miconia papillosa, the only species
studied here showed only one reversion, from presence to absence. In the “Miconia IV +
Ossaea” clade and in the “Miconia V” grade, the analyzed character-state seems not to
have systematic value, despite the reversions from presence to absence of druse crystals
had occurred in a big species block.

Crystals in the anthers are commonly associated to the pollen release

mechanisms (Horner Jr & Wagner 1980, 1992, Lersten 2004), and to enhance pollinator
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attraction through visual stimuli (D’arcy et al. 1996), both particularly studied in species
of Solanaceae and Ericaceae. Melastomataceae species usually have poricidal anther
dehiscence (Renner 1993), that seems to be related to the absence of cuticle in the pore
region but not with druses in the anther (Cortez et al. 2014). Apparently, druses
crystalline material is visible in ultraviolet light and it may be detected by some groups
of insects (Chase & Peacor 1987, D’arcy et al. 1996). Since the pollen grains are the
almost only resource to the bees and the buzz-pollination is widespread in
Melastomataceae (Renner 1989), the function and influence of druses in anther in
pollinator attraction should be investigated in this group. Furthermore, the presence of
crystals in endothecium, middle layer and/or tapetum cells in species of
Melastomataecea (this study, Cortez et al. 2014) indicates that the relationship between
crystals and pollen development deserves more attention, since they may be associated

to the microsporogenesis and the microgametogenesis control (Meric & Dane 2004).
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FIGURES
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Figure 1. Longitudinal (A, D, E e F) and transversal (B e C) sections of the mature anther
wall in Melastomataceae species. A. The anther wall formed by epidermis and
endothecium in Leandra xanthocoma (arrows indicate druses); B. The anther wall
consists only of epidermis in Miconia minutiflora; C-D. Multilayered anther wall in
Rhynchanthera grandiflora (C) and Bellucia aequiloba (D) (arrows indicate druses); E-F.
The anther wall in Mouriri acutifolia (E), with secondary wall thickenings in the
endothecium, evidenced in polarized light (F). End: endothecium; Ep: epidermis; ML:

middle layer.
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Figure 2. Diagram of phylogenetic relationships of Melastomataceae based on available
molecular analyses (Clausing & Renner 2001, Stone 2006, Goldenberg et al. 2008,
Amorim et al. 2009, Penneys et al. 2010, Reginato et al. 2010, Mendoza-Cifuentes &
Fernandez-Alonso 2011, Penneys & Judd 2013, Goldenberg et al. 2012, Kriebel 2014,
Michelangeli et al. 2013). The diagram shows the taxonomic position of the tribes, clades
and species analyzed and the presence/absence of druses in the anther wall layers in

these taxa.
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Figure 3. Longitudinal sections of the mature anther wall in Melastomataceae species.
A-D. Henrietteeae: Bellucia arquiloba (A), Henriettea saldanhaei (B) and Loreya
mespiloides (C); Megastyloid crystals in the anther connective cells in Henriettea
saldanhaei (D) and Astronia candolleana (E), indicated by stars; F-H. Blakeeae: The
anther wall layer in: Blakea schlimii (F), Topobea multiflora (G) and Huilaea ecuadorensis
(H); I-K. Microlicieae: Microlicia fasciculata (I), Rhynchanthera grandiflora (J) and
Lavoisiera cordata (K); L. Melastomeae: Melastoma denticulatum; M. Cyphostyleae:
Wurdastom ecuadorense. N. Merianieae: Centronia laurifolia. Arrows indicate druse

crystals. SP: saco polinico; Co: conectivo.
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Figure 4. Longitudinal sections of the mature anther wall with druse crystals in
Miconieae species: Miconia dodecandra (A), M. mirabilis (B) and M. superba (C) (“Miconia
I”); M. centrodesma (D) (“Miconia 1I); Leandra reversa (E) and Ossaea capillaris (F)
(“Leandra + Ossaea”); Tococa capitata (G) (“Tococa”); Mecranium latifolium (H) and
Miconia ciliata (I) (“Mecranium + Anaectocalyx”); Clidemia blepharodes (J), L. australis
(K), L. equinata (L), L. itatiaiae (M), L. quinquedentata (N) and L. xanthocoma (O)
(“Leandra s.s. + Pleichiton”); Clidemia strigillosa (P), Leandra clidemioides (Q) and Maieta

guianensis (R) (“Clidemia”). Arrows indicate druse crystals.

168



169



Figure 5. Longitudinal sections of the mature anther wall with druse crystals in
Miconieae species: Conostegia tenuifolia (A), Conostegia xalapensis (B) and Miconia
friedmaniorum (C) (“Conostegia’); Leandra subseriata (D), M. crocea (E) and M.
denticulata (F) (“Miconia II1”); M. cercophora (G), Ossaea macrophyllia (H) and O. robusta
(I) (“Miconia IV + Ossaea’); L. rufescens (J), M. ceramicarpa (K) and M. tomentosa (L).

Arrows indicate druse crystals.
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APPENDIX

List of Melastomataceae species with information about collector, voucher and sample origin (alcohol samples: AS;

herbarium specimens: HS; FCFRP: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto; NYBG: New York Botanical Garden).

Species Collector number or Sample
voucher provenance

Olisbeoideae Memecylon lateriflorum (G. Don) Bremek. A.A.Enti 639 HS

Mouriri acutiflora Naudin AS

Mouriri guianensis Aubl. UPCB 34109 HS

Mouriri sp. AS (FCFRP)

Votomita guianensis Aubl. NYBG 1654101 HS
Kibessieae Pternandra echinata Jack Chih-Hua Tsou 1987 HS

Pternandra coerulescens Jack NYBG HS
Astronieae Astronia candolleana Cogn. NYBG 45549 HS
Henrietteeae Bellucia aequiloba Pilg. UPCB 66633 HS

Bellucia grossularioides (L.) Triana UPCB 68280 HS

Henriettea ramiflora (Sw.) DC. S.A. Mori 19212 AS (NYBG)

Henriettea saldanhaei Cogn. J.P.Basso-Alves AS (FCFRP)

Henriettea succosa (Aubl.) DC. F.A.Michelangeli 685 AS (NYBG)

Loreya mespiloides Miq. S.A.Mori 18327 AS (NYBG)
Bertolonieae (1) Bertolonia mosenii Cogn. UPCB 67838 HS

Phainantha laxiflora (Triana) Gleason NYBG 43994 HS
Dissochateae + Sonerileae Amphiblemma mildbraedii Gilg ex Engl. NYBG Carvalho 2617 HS

Boyania ayangannae Wurdack NYBG 45000 HS

Diplectria divaricata (Willd.) Kuntze T.N.Roque (1926) AS (NYBG)
Blakeeae Blakea gracilis Hemsl. NYBG A.Molina (1951) HS

Blakea schlimii (Naudin) Triana F.A.Michelangeli 726 AS (NYBG)

Blakea portentosa Wurdack J.Homeier 3593 AS (NYBG)
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APPENDIX Continued

Species Collector number or Sample
voucher provenance
Huilaea ecuadorensis Wurdack D.S.Penneys 1589 AS (NYBG)
Blakeeae . .
Topobea multiflora (D. Don) Triana UPCB 18658 HS
Allomaieta grandiflora Gleason NYBG 1127326 HS
Cyphostyleae
Wurdastom ecuadorense (Wurdack) B. Walln. NYBG 1855864 HS
Diplarpea paleacea Triana NYBG 88740 HS
Monolena primuliflora Hook. f. NYBG 84556 HS
Bertolonieae (2) . . .
Triolena amazonica (Pilg.) Wurdack NYBG 710043 HS
Triolena obliqua (Triana) Wurdack J.Homeier 2112 AS (NYBG)
Behuria glutinosa Cogn. UPCB 71781 HS
Cambessedesia espora (A. St.-Hil. ex Bonpl.) DC. UPCB 55194 HS
Dolichoura spiritusanctensis Brade UPCB 71760 HS
Merianthera & allies Huberia consimilis Baumgratz F.A.Michelangeli 1618 AS (NYBG)
Huberia ovalifolia DC. UPCB 70972 HS
Merianthera bullata R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana A.P. Fontana et al. 3331 AS (FCFRP)
Merianthera parvifolia R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana A.P. Fontana et al. 1548 AS (FCFRP)
Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don F.A.Michelangeli 740 AS (NYBG)
Rhexieae L
Rhexia virginica L. NYBG H.E.Ahles 84421 HS
Rhynchanthera grandiflora (Aubl.) DC. J.P.Basso-Alves AS (FCFRP)
Lavoisiera cordata Cogn. UPCB 45773 HS
Microlicieae . o .
Microlicia euphorbioides Mart. J.P.Basso-Alves AS (FCFRP)
Microlicia fasciculata Mart. ex Naudin UPCB 70953 HS
Comolia microphylla Benth. NYBG 1289618 HS
Ernestia glandulosa Gleason C.V.Martin 435 AS (NYBG)
Melastomeae gﬁ;‘:l"ct;“ Macairea radula (Bonpl.) DC. UPCB 63856 HS
Marcetia taxifolia (A. St.-Hil.) DC. F.A.Michelangeli 680 AS (NYBG)
Nepsera aquatica (Aubl.) Naudin C.V.Martin 420 AS (NYBG)
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APPENDIX Continued

Species Collector number or Sample
voucher provenance
Brachyotum ledifolium (Desr.) Triana F.A.Michelangeli 1886 AS (NYBG)
Castratella piloselloides (Bonpl.)Naudin NYBG F.R.Fosberg 20849 HS
Desmocelis villosa Naudin UPCB 47372 HS
Dissotis rotundifolia (Sm.) Triana NYBG 190426 HS
Heterocentron elegans (Schltdl.) Kuntze NYBG E.K.Balls 84736 HS
Melastoma denticulatum Labill. M.P.Simmons 1832 AS (NYBG)
Melastomeae Core Monochaetum calcaratum (DC.) Triana NYBG V.W.Steinmanny & J.M.Porter 4108 HS
Melastomeae
Monochaetum meridense (Klotzsch ex H.Karst.) Naudin = F.A.Michelangeli 1241 AS (NYBG)
Osbeckia chinensis L. NYBG HS
Pterolepis glomerata (Rottb.) Miq. UPCB 37973 HS
Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack UEC 178712 AS (FCFRP)
Tibouchina clinopodifolia (DC.) Cogn. UEC 178713 AS (FCFRP)
Tibouchina urvilleana (DC.) Cogn. UPCB 68214 HS
Axinaea grandifolia (Naudin) Triana F.A.Michelangeli 650 AS (NYBG)
Centronia laurifolia D. Don C.Ulloa Ulloa 1780 AS (NYBG)
Graffenrieda gracilis (Triana) L.O. Williams UPCB 60222 HS
Graffenrieda harlingii Wurdack C.Ulloa Ulloa 1843 AS (NYBG)
Graffenrieda latifolia (Naudin) Triana NYBG 1264275 HS
Merianieae . . .
Macrocentrum cristatum (DC.) Triana S.A. Mori 24554 HS
Meriania macrophylla (Benth.) Triana NYBG 61415 HS
Meriania subumbellata Cogn. F.A.Michelangeli 819 AS (NYBG)
Meriania tomentosa (Cogn.) Wurdack D.S.Penneys 1621 AS (NYBG)
Meriania urceolata Triana F.A.Michelangeli 462 AS (NYBG)
Eriocnema acaulis Triana UEC 104906 HS
Eriocnema fulva Naudin UPCB 64095 HS
Miconieae Physeterostemon thomasii Amorim, F.A. Michelangeli & R. Goldenb. AS (FCFRP)
Miconia dodecandra Cogn. UEC 178711 AS (FCFRP)
Miconia I Miconia mirabilis (Aubl.) L.O.Williams NYBG 559373 HS
Miconia superba Ule F.A.Michelangeli 452 AS (NYBG)
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APPENDIX Continued

Species Collector number or Sample
P voucher provenance
L Miconia centrodesma Naudin UEC 106832 HS
Miconia I1
Miconia duckei Cogn. NYBG 1722237 HS
Leandra + Leandra reversa (DC.) Cong. UEC 106822 HS
Ossaea Ossaea capillaris (D. Don) Cogn. UPCB 66632 HS
Tococa Tococa capitata Traill ex Cogn. F.A.Michelangeli 506 AS (NYBG)
Tococa guianensis Aubl. UEC 143688 HS
Charianthus alpinus (Sw.) R.A. Howard D.S.Penneys 1314 AS (NYBG)
. Charianthus nodosus (Desr.) Triana D.S.Penneys 1275 AS (NYBG)
Caribbean . .
Tetrazygia crotonifolia (Desr.) DC. F.A.Michelangeli 2012 AS (NYBG)
Tetrazygia elaegnoides (Sw.) DC. F.A.Michelangeli 1997 AS (NYBG)
Clidemia mortoniana Standl. R.Kriebel 5341 AS (NYBG)
Clidemia spectabilis Gleason R.Kriebel 5646 AS (NYBG)
Conostegia icosandra (Sw. ex Wikstr.) Urb. UPCB 63927 HS
Conostegia bigibbosa Cogn. R.Kriebel 5522 AS (NYBG)
Conostegia brenesii Standl. R.Kriebel 5631 AS (NYBG)
Conostegia lasiopoda Benth. R.Kriebel 5651 AS (NYBG)
. Conostegia monteleagreana Cogn. R.Kriebel 5354 AS (NYBG)
Conostegia .
Conostegia speciosa Naudin R.Kriebel 5489 AS (NYBG)
Conostegia subcrustulata (Beurl.) Triana R.Kriebel 5653 AS (NYBG)
Conostegia tenuifolia Donn. Sm. R.Kriebel 5773 AS (NYBG)
Conostegia xalapensis (Bonpl.) D. Don ex DC. R.Kriebel 5619 AS (NYBG)
Miconia friedmaniorum Almeda & Umana R.Kriebel 5641 AS (NYBG)
Miconia ligulata Almeda R.Kriebel 5726 AS (NYBG)
Miconia schlimii Triana R.Kriebel 5604 AS (NYBG)
] Mecranium acuminatum (DC.) Skean NYBG 854620 HS
Mecranium, ; ifoli F.A.Michelangeli 2001 AS (NYBG)
Anaectocalyx Mecranium latifolium (Cogn.) Skean A g
Miconia ciliata (Rich.) DC. UEC 155696 HS
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APPENDIX Continued

Species Collector number or Sample
voucher provenance

Leandra subseriata (Naudin) Cogn. UPCB 18652 HS
Miconia corymbiformis Cogn. NYBG 1722207 HS

Miconia crocea (Desr.) Naudin C.Ulloa Ulloa 1870 AS (NYBG)
Miconia III Miconia denticulata Naudin NYBG 1596619 HS

Miconia goniostigma Triana R.Kriebel 5695 AS (NYBG)
Miconia papillosa (Desr.) Naudin NYBG 44239 HS
Miconia stenobotrys (Rich.) Naudin UEC 676935 HS
Miconia theaezans Cogn. UEC122369-UPCB 56156 HS
Miconia albicans (Sw.) Steud. UEC 162376 HS
Miconia cabucu Hoehne UEC 149910 HS
Miconia capixaba R.Goldenb. NYBG 1015412 HS
Miconia cercophora Wurdack NYBG 1599170 HS
Miconia chartacea Triana UEC 135846 HS
Miconieae Miconia cinerascens Miq. UEC 30608 HS
Miconia collatata Wurdack UEC 155696 HS
Miconia cubatanensis Hoehne UEC 38558UPCB 54513 HS

Miconia donaeana Naudin F.A.Michelangeli 727 AS (NYBG)

Miconia IV Miconia fallax DC. UEC 150450 AS (FCFRP)
Miconia fasciculata Gardner UEC 58209 HS
Miconia hyemalis A.St.-Hil. & Naudin UEC 157487 HS
Miconia laevigata (L.) DC. UEC 94916 HS
Miconia latecrenata (DC.) Naudin UEC 071717 HS
Miconia minutiflora (Bonpl.) DC. UEC 10788 HS
Miconia octopetala Cogn. UEC 83025 HS
Miconia pepericarpa DC. UEC 150451 AS (FCFRP)

Miconia rufescens (Aubl.) DC. UPCB 37834 HS
UEC 95013 HS

Miconia serrulata (DC.) Naudin
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APPENDIX Continued

Species Collector number or Sample
voucher provenance
Miconia stenostachya DC. UEC 162382 AS (FCFRP)
Miconia IV Ossaea macrophylla (Benth.) Cogn. UEC 064256 HS
Ossaea micrantha (Sw.) Macfad. ex Cogn. UEC 81399 HS
Ossaea robusta (Triana) Cogn. R.Kriebel 5703 AS (NYBG)
Leandra rufescens (DC.) Cogn. UPCB 63762 HS
Miconia calvescens DC. UEC 94504 HS
Miconia ceramicarpa (DC.) Cogn. NYBG 987221 HS
Miconia chamissois Naudin UEC 178717 AS (FCFRP)
Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana UEC 85820/ UPCB 46762 HS
Miconia jucunda (DC.) Triana UEC 81350 HS
Miconia V Miconia paniculata (DC.) Naudin UEC 162490 HS
Miconia prasina (Sw.) DC. IPCB 46237 HS
Miconia pusilliflora (DC.) Naudin UEC 178734 AS (FCFRP)
. Miconia rugosa Triana UPCB 70855 HS
Miconieae
Miconia sellowiana Naudin UEC 79582 HS
Miconia tomentosa (Rich.) D.Don ex DC. UEC 50602 HS
Miconia tristis Spring NYBG 522168 HS
Clidemia hirta (L.) D. Don UEC 178722 AS (FCFRP)
Clidemia octona (Bonpl.) L.O. Williams UEC 92217 HS
Clidemia rubra (Aubl.) Mart. UEC 100190 HS
Clidemia sericea D. Don UEC 81400 HS
Clidemia Clidemia strigillosa (Sw.) DC. UEC 42699 HS
Clidemia urceolata DC. UEC 117202 HS
Leandra clidemioides (Naudin) Wurdack NYBG 522818 HS
Maieta guianensis Aubl. NYBG J.M.Cruxent 1951 HS
Maieta poeppigii Mart. ex Cogn. NYBG 5637 HS
Lea.ndrt.z S:S. *  Clidemia blepharodes DC. UEC 067925 HS
Pleiochiton
UEC 96394 HS

Leandra amplexicaulis DC.
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APPENDIX Continued

Species Collector number or Sample
voucher provenance

Leandra aurea (Cham.) Cogn. UEC 178709 AS (FCFRP)

Leandra australis (Cham.) Cogn. UEC 178710 AS ( FCFRP)
Leandra carassana (DC.) Cogn. UEC 158613 HS
Leandra dasytricha (A. Gray) Cogn. UEC 057419 HS
Leandra echinata Cogn. UEC 070117 HS
Leandra fragilis Cogn. UEC 162493 HS
Leandra humilis (Cogn.) Wurdack UEC 111948 HS
Leandra ionopogon (Mart.) Cogn. UEC 107495 HS
Leandra itatiaiae (Wawra) Cogn. UEC 144468 HS

Leandra melastomoides Raddi A.P.S. Caetano 03 AS (FCFRP)

Leandra purpurascens (DC.) Cogn. UEC 178729 AS (FCFRP)
Miconieae gf:i::?}:?t;: T Leandra quinquedentata (DC.) Cogn. UEC 157463 HS
Leandra refracta Cogn. UEC 146737 HS

Leandra regnellii (Triana) Cogn. UEC 178726 AS (FCFRP)
Leandra salicina (Ser. ex DC.) Cogn. UEC 135845 HS
Leandra sulfurea (Naudin) Cogn. UEC 120270 HS

Leandra xanthocoma (Naudin) Cogn. A.P.S.Caetano 26 AS (FCFRP)
Leandra xanthostachya Cogn. UEC 26147 HS
Ossaea congestiflora Cogn. UEC 136830 HS
Ossaea sanguine Cogn. UEC 067843 HS
Pleiochiton blepharodes (DC.) Reginato, R.Goldenb. & Baumg. UPCB 72934 HS

Pleiochiton ebracteatum Triana UEC 178718 AS (FCFRP)
UPCB 67721 HS

Pleiochiton micranthum Cogn.
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CAPITULO 4: O TEGUMENTO EXTERNO DO OVULO E SEU VALOR NA SISTEMATICA DE

MELASTOMATACEAE

RESUMO

Apesar do monofiletismo evidente de Melastomataceae, a circunscricao e as
relacoes das tribos e de muitos grupos dentro da familia ainda nao foram totalmente
esclarecidas e estdo em debate. Por serem relativamente constantes nos taxons, os
caracteres do ovulo sao de grande interesse na sistematica em angiospermas. A
espessura do tegumento externo do 6vulo varia em Melastomataceae, mas o pequeno
volume de dados disponiveis ndo permite a utilizacao destes caracteres na delimitacao
ou compreensao das relacoes entre os grupos da familia. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi analisar o nimero de camadas no tegumento externo do 6vulo em espécies
de diferentes linhagens de Melastomataceae, a fim de se avaliar seu valor sistematico
para a familia. Amostras de espécimes herborizadas ou preservadas em alcool foram
incluidas em historresina, seccionadas transversal e longitudinalmente e posteriormente
observadas e fotografadas. Os dados obtidos de 144 espécies apontam que o carater
analisado € relativamente estavel e a maioria das tribos e grupos amostrados apresenta
tegumento externo formado por duas camadas. Variacdoes sao observadas em
Melastomeae, Merianieae e Miconieae, e parecem possuir valores sistematico e
adaptativo para estes grupos. Em Melastomeae, o clado “Marcetia & allies” pode ser
caracterizado por apresentar 6vulos com tegumento externo formado por trés camadas.
Em Merianieae, devido a variacdo na espessura do tegumento externo e a auséncia de
estudos filogenéticos com boa representatividade, nenhuma consideracdo taxonémica
pode ser feita. Em Miconieae, a ocorréncia de trés ou mais camadas no tegumento

externo pode estar relacionada a presenca de frutos endozoocorios. O género
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Physeterostemon e um subclado dentro de “Conostegia s.l.” sao delimitados pela
ocorréncia de duas camadas no tegumento externo. No clado “Miconia IV” o surgimento
de mais de trés camadas de células no tegumento externo parece ter sido um evento
selecionado em linhagens com sementes grandes. Os dados obtidos evidenciam a

importancia sistematica deste carater embriologico para a familia.
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ABSTRACT

Melastomataceae is resolved as a monophyletic group but internal relationships
within the family are not yet fully resolved. Ovule characters are relatively constant in
the angiosperms and for this, of a great interest to systematic analyses. The outer
integument thickness and the curvature of the ovule are not constant in
Melastomataceae but the limited available data do not assist in elucidating the
relationships among groups within this family. Thus, this study aims to analyze the
number of ovule outer integument layers in species from different lineages of
Melastomataceae in order to evaluate the systematic value of this character for the
family. Herborized or alcohol-preserved samples from 144 species belonging to 14 tribes
were embedded in historesin and transversally and longitudinally sectioned. Samples
from herbarium specimens were rehydrated prior to embedding. Data obtained show
that the character is relatively stable, with most of the tribes and sampled groups
presenting a bi-layered outer integument. Variations are observed in Melastomeae,
Merianieae and Miconieae, possibly with systematic and adaptive. In Melastomeae, the
clade “Marcetia & allies” can be characterized by a tri-layered outer integument.
Considering the thickness outer integument variation in Merianieae and the absence of
phylogenetic studies with a good sampling, no systematics considerations can be made
regarding the use of analyzed character in this group. Most species in Miconieae exhibit
three or more layers in the outer integument and it seems to be related to endozoochoric
fruits. The genus Physeterostemon and a subclade in “Conostegia s.1.” are delimited by
the occurrence of two layers in the outer integument. More than three layers in the outer
integument of “Miconia IV” occurs strictly in the “Miconia discolor subclade” members

and it appears to be an event that was selected in the lineages with large seeds. Our
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data highlight the systematic value of the outer integument thickness and hypothesize

some functional significance for this embryologic character in Melastomataceae.
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INTRODUCAO

Melastomataceae Juss., com cerca de 4500 espécies e 170 géneros, € a maior
familia da ordem Myrtales e uma das maiores entre as angiospermas, com riqueza
notavel de espécies no Novo Mundo, com ca. 2950 (Renner 1993, Conti et al. 1996, APG
111 2009).

Apesar do monofiletismo evidente (Clausing & Renner 2001), a circunscricao e
as relacoes dentro de Melastomataceae nao estao totalmente compreendidas e ainda
passam por mudancas (Clausing & Renner 2001, Fritsch et al. 2004, Michelangeli et al.
2004, Penneys et al. 2010, Goldenberg et al. 2012, Michelangeli et al. 2013). Embora a
ultima revisao reconheca 12 tribos para a familia (Clausing & Renner 2001), trabalhos
recentes propuseram a criacao de duas novas tribos: Henrietteeae (Penneys et al. 2010)
e Cyphostyleae (Michelangeli et al. 2011), além de mudancas consideraveis na
delimitacao de outras (Fritsch et al. 2004, Michelangeli et al. 2004, Goldenberg et al.
2008, Amorim et al. 2009, Penneys & Judd 2011, Goldenberg et al. 2012, Michelangeli
et al. 2013, Penneys & Judd 2013).

Caracteres embriologicos sao tradicionalmente utilizados na sistematica como
auxilio para a compreensdo das posicoes e delimitacdo de grupos de angiospermas
(Davis 1966, Tobe 1989). Entre estes caracteres, destacam-se os relacionados aos
ovulos, que podem apresentar variacdes quanto a sua posicao no ovario, a espessura do
nucelo, ao numero e a espessura dos tegumentos, ao grau e a direcao da curvatura e as
diferenciacoes histologicas (Endress 2011).

Por serem relativamente constantes nos taxons, os caracteres do 6vulo sao
reconhecidamente de grande interesse na sistematica (Davis 1966; Endress 2011). Em

angiospermas, muitos clados podem ser caracterizados pelas caracteristicas de seus
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ovulos (Endress 2011), como na ordem Myrtales, embriologicamente reconhecida por
apresentar 6vulos crassinucelados, tegumento interno formado por duas camadas de
células e micropila formada por ambos os tegumentos (Tobe & Raven 1983).

Particularmente em Melastomataceae, apesar dos estados de carater
conservados compartilhados pelos representantes de Myrtales, a espessura do
tegumento externo € variavel, podendo ser formada por duas ou mais camadas de células
(Ziegler 1925, Subramanyam 1942, 1944, 1948, 1951, Etheridge & Herr 1968, Tobe &
Raven 1983, Medeiros & Morretes 1996, Caetano et al. 2013).

Apesar da importancia das caracteristicas do ovulo na sistematica de
angiospermas, em Melastomataceae os dados disponiveis sdo escassos, o que impede
sua utilizacao na delimitacdo e/ou compreensao de relacdes entre os grupos da familia.
Assim, o objetivo deste trabalho é levantar informacodes referentes ao numero de
camadas no tegumento externo do 6vulo em um grande nimero de espécies de diferentes

linhagens em Melastomataceae, a fim de avaliar seu valor sistematico para a familia.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 144 espécies pertencentes a 14 das 15 tribos ou grupos
atualmente reconhecidos em Melastomataceae (exceto Astronieae) (Clausing & Renner
2001, Stone 2006, Goldenberg et al. 2008, Amorim et al. 2009, Penneys et al. 2010,
Reginato et al. 2010, Mendoza-Cifuentes & Fernandez-Alonso 2011, Penneys & Judd
2013, Goldenberg et al. 2012, Kriebel 2014, Michelangeli et al. 2013). Dados de 21
espécies disponiveis na literatura também foram utilizados na comparacao dos

resultados. (Tabela 1).
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Ovulos de flores ou de botées em pré-antese foram amostrados. Essas amostras
foram obtidas de materiais fixados e, posteriormente, preservados em alcool, ou de
espécimes herborizados (detalhes no apéndice), que foram reidratados segundo Smith &
Smith (1942).

As amostras selecionadas foram embebidas em resina (Leica e Heraeus Kulzer
GmbH, Germany) e seccionadas transversal e longitudinalmente usando um micrétomo
rotativo com lamina de aco. As seccdes obtidas com aproximadamente 5,0 ym foram
aderidas a laminas de vidro e coradas em solucao de azul de toluidina (C.I. 52040) 0,05%
em tampao fostato de so6dio 0,01M e pH 6,8. As observacoes e fotomicrografias foram
realizadas em microscopio de luz (DM 5000 e DM 4500, Leica, Germany) com camera
digital acoplada (DFC 295 e DFC 490, Leica, Germany).

Os resultados aqui obtidos e os dados disponiveis na literatura foram plotados
em uma arvore filogenética com informacoes recentemente publicadas para a familia, de
forma a comparar os dados das tribos e grupos que atualmente sdo reconhecidos em

Melastomataceae.

RESULTADOS

Todos os representantes analisados de 11 dos 14 grupos amostrados
apresentam o6vulos com tegumento externo formado por duas camadas de células
(Tabela 1, Fig. 1): Olisbeoideae, Kibessieae (Fig. 2A), Henrietteeae (Figs. 2B-D),
Bertolonieae 1 (Fig. 2E), Dissochateae + Sonerileae, Blakeeae (Fig. 2F), Cyphostyleae,
Bertolonieae 2 (Fig. 2G), Merianthera & allies (Fig. 2H), Rhexieae (Figs. 3A-B) e

Microlicieae (Fig. 3C).
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A ocorréncia de 6vulos com tegumento externo formado por duas, trés, ou
eventualmente mais de trés camadas de células foi observada em espécies de
Melastomeae (Figs. 4 e 5), Merianieae (Fig. 6) e Miconieae (Figs. 7 e 8) (Tabela 1, Fig. 1).

Em Melastomeae, os representantes analisados de “Marcetia & allies”
apresentam tegumento externo formado por trés camadas de células (Figs. 4A-G),
enquanto nos do “Core Melastomeae” sao observadas duas camadas (Figs. SA-E).

Em Merianieae a espessura do tegumento externo de um mesmo 6vulo varia
entre duas e trés camadas de células em Axinaea dentata (Fig. 6A), A. grandifolia, A.
minutiflora e Meriania urceolata (Fig. 6B). Em Axinaea sp. (Fig. 6C), M. sclerophylla (Fig.
6D) e M. subumbellata o tegumento externo é formado por trés camadas, enquanto em
Graffenrieda gracilis, G. harlingii (Fig. 6E), G. latifolia (Fig. 6F) e Macrocentrum repens
(Fig. 6G) esta camada ¢ biestratificada.

Em Miconieae, grande parte das espécies apresenta tegumento externo do 6vulo
formado por trés camadas celulares (Figs. 7A-F). Entretanto, variacoes foram observadas
em espécies dos clados “Eriocnema + Physeterostemon”, “Caribbean”, “Conostegia s.1.” e
“Miconia IV” e no grado “Miconia V”.

No clado “Eriocnema + Physeterostemon”, enquanto Physeterostemon thomasii
apresenta duas camadas de células formando o tegumento externo (Fig. 8A), Eriocnema
acaulis (Fig. 8B) e E. fulva apresentam trés.

No clado “Caribbean”, em Charianthus alpinus (Fig. 8C) e C. nodosus o
tegumento externo é formado por duas camadas celulares. Trés camadas foram
observadas em Tetrazygia crotonifolia (Fig. 8D) e T. elaegnoides.

No clado “Conostegia s.1.”, em representantes de Conostegia e Miconia foram
observados 6vulos com tegumento externo formado por duas camadas celulares (Figs.

8E-G), mas trés camadas ocorrem em Clidemia mortoniana (Fig. 8H) e C. spectabilis.
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Em “Miconia IV’ ha uma grande variacdo em relacao ao carater analisado. O
tegumento externo do 6vulo pode ser formado por trés, quatro (Figs. 9A-D) ou mais
camadas. Eventualmente, um mesmo 6vulo pode apresentar variacoes: trés a quatro ou
seis a sete camadas celulares no tegumento externo.

Em “Miconia V” a maior parte das espécies exibe tegumento externo do 6vulo
formado por trés camadas; no entanto, duas camadas foram observadas em M.
ceramicarpa (Fig. 9E), e trés a quatro em M. sellowiana (Fig. 9F).

O tegumento interno do 6vulo é formado por duas camadas de células em todas

as espécies analisadas (Figs. 2-9).
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Tabela 1. Listagem das espécies de Melastomataceae estudadas com o nimero de camadas no tegumento externo do 6vulo e a fonte

dos dados apresentados.

N° de camadas
Espécies do tegumento Fonte
externo do 6vulo

Memecylon heyneanum Benth. ex Wight & Arn. Subramanyam 1942

Tribo Olisbeoideae

Memecylon umbellatum Burm. f.

Corner 1976

Tribo Kibessieae

Pternandra coerulescens Jack
Pternandra azurea (Bl.) Burk

Neste estudo
Corner 1976

Tribo Henrietteeae

Bellucia grossularioides (L.) Triana
Henriettea ramiflora (Sw.) DC.
Henriettea saldanhaei Cogn.
Henriettea succosa (Aubl.) DC.

Loreya mespiloides Miq.

Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo

Tribo Bertolonieae (1)

Bertolonia mosenii Cogn.

Phainantha laxiflora (Triana) Gleason

Neste estudo
Neste estudo

Tribo Rhexieae

Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don
Rhexia mariana L.

Neste estudo

Etheridge & Herr 1968

Tribo Microlicieae

Microlicia euphorbioides Mart.
Rhynchanthera grandiflora (Aubl.) DC.

Neste estudo

Neste estudo

Tribo Marcetia &
Melastomeae allies

Acanthella sprucei Hook.f.
Aciotis purpurascens (Aubl.) Triana
Aciotis fragilis (DC.) Cogn.

Acisanthera hedyotoidea (C.Presl) Triana

Appendicularia sp

Comolia microphylla Benth.
Comolia sp

Ernestia glandulosa Gleason
Macairea radula (Bonpl.) DC.

Marcetia taxifolia (A. St.-Hil.) DC.
Nepsera aquatica (Aubl.) Naudin

Sandemania hoehnei (Cogn.) Wurdack

Siphanthera hostmannii Cogn.

W W W W W W W W WWwWwWwWwWNNINDNDINDNNINDDNDDNDNDNDNDININDNDINDN

Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo

Neste estudo



http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=264533
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=401993
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=380886
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=388452
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=380743
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=380928
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=389065
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=390868
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=381247

Espécies

N° de camadas do

tegumento

externo do 6vulo

Fonte

Tribo
Melastomeae

Core
Melastomeae

Brachyotum ledifolium (Desr.) Triana
Desmocelis villosa (Aubl.) Naud.
Heterocentron elegans (Schltdl.) Kuntze
Melastoma malabatricum L.
Monochaetum calcaratum (DC.) Triana
Monochaetum ensiferum Naudin
Monochaetum meridense Naudin
Osbeckia cupularis D.Don ex Wight & Arn.
Osbeckia wightiana Benth. ex Wall.
Osbeckia hispidissima Wight

Pterolepis glomerata (Rottb.) Miq.
Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack

Tibouchina clinopodifolia (DC.) Cogn.

Tibouchina semidecandra (Schranck & Mart. ex DC.) Cogn.

Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Subramanyam 1948
Neste estudo
Ziegler 1925
Neste estudo
Subramanyam 1942
Subramanyam 1942
Subramanyam 1942
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Ziegler 1925

Tribo Cyphostyleae

Allomaieta grandiflora Gleason

Neste estudo

Tribo Bertolonieae (2)

Diplarpea paleacea Triana
Triolena amazonica (Pilg.) Wurdack

Triolena obliqua (Triana) Wurdack

Neste estudo
Neste estudo

Neste estudo

Tribo Merianthera & allies

Behuria glutinosa Cogn.

Cambessedesia espora (A.ST.Hil. ex Bonpl.) DC.
Dolichoura spiritusanctensis Brade

Huberia consimilis Baumgratz

Merianthera bullata R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana
Merianthera parvifolia R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana

N N N N N NN N DNDDNIINDNDNDDNDNDDNDNDDNDNDDNDNDNDNDNNDNN

Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo

Neste estudo
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http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=383197
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=382135
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=383989
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=383174
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=382650
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=389693
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=386000
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=124820
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=124822

N° de camadas
do tegumento
externo do 6vulo

Espécies Fonte

Blakea trinervia L. 2 Corner 1976
. Huilaea calyptrata Penneys & M. E. Morales 2 Neste estudo
Tribo Blakeeae . .
Huilaea ecuadorensis Wurdack 2 Neste estudo
Topobea multiflora (D.Don) Triana 2 Neste estudo
Diplectria divaricata (Willd.) Kuntze 2 Neste estudo
Tribo Dissochateae + Sonerileae Oxyspora paniculata (D.Don) DC. 2 Subramanyan 1951
Sonerila wallichii Benn. 2 Subramanyan 1944
Axinaea dentata 2-3 Neste estudo
Axinaea grandifolia (Naudin) Triana 2-3 Neste estudo
Axinaea minutiflora 2-3 Neste estudo
Axinaea sp 3 Neste estudo
Graffenrieda gracilis (Triana) L.O.Williams 2 Neste estudo
Tribo Merianieae Graffenrieda harlingii Wurdack 2 Neste estudo
Graffenrieda latifolia (Naudin) Triana 2 Neste estudo
Macrocentrum repens (Gleason) Wurdack 2 Neste estudo
Meriania sclerophylla (Naudin) Triana 3 Neste estudo
Meriania subumbellata Cogn. 3 Neste estudo
Meriania urceolata Triana 2-3 Neste estudo
. Eriocnema acaulis Triana 3 Neste estudo
ﬁ;;’:;:i;’:; t+emon Eriocnema fulva Naudin 3 Neste estudo
Physeterostemon thomasii Amorim, Michelangeli & Goldenb. 2 Neste estudo
Tribo . . Miconia dodecandra Cogn. 3 Neste estudo
Miconieae Miconia 1 Miconia superba Ule 3 Neste estudo
Miconia II Miconia centrodesma Naudin 3 Neste estudo
Leandra + Leandra reversa (DC.) Cogn. 3 Neste estudo
Ossaea Ossaea capillaris (D.Don) Cogn. 3 Neste estudo
Tococa Tococa formicaria Mart. 3 Siméao 2006
. Charianthus alpinus (Sw.) R.A.Howard 2 Neste estudo
1D;Il;1¢l:):nieae Caribbean Charianthus nodosus (Desr.) Triana 2 Neste estudo
Tetrazygia crotonifolia (Desr.) DC. 3 Neste estudo
Tetrazygia elaegnoides (Sw.) DC. 3 Neste estudo
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Espécies

N° de camadas
do tegumento
externo do 6vulo

Fonte

Tribo
Miconieae

Conostegia
s.l.

Clidemia mortoniana Standl.

Clidemia spectabilis Gleason

Conostegia bigibbosa Cogn.

Conostegia brenesii Standl.

Conostegia icosandra (Sw. ex Wikstr.) Urb.
Conostegia lasiopoda Benth.

Conostegia monteleagreana Cogn.
Conostegia speciosa Naudin

Conostegia subcrustulata (Beurl.) Triana

Conostegia xalapensis (Bonpl.) D. Don ex DC.

Miconia friedmaniorum Almeda & Umana
Miconia ligulata Almeda
Miconia schlimii Triana

Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo

Mecranium,

Anaectocalyx

Mecranium acuminatum (DC.) Skean
Mecranium latifolium (Cogn.) Skean
Miconia ciliata (Rich.) DC.

Tococa platyphylla Benth.

Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo

Neste estudo

Miconia III

Leandra subseriata (Naudin) Cogn.
Miconia crocea (Desr.) Naudin
Miconia denticulata Naudin
Miconia goniostigma Triana
Miconia papillosa (Desr.) Naudin
Miconia stenobotrys (Rich.) Naudin
Miconia theaezans (Bonpl.) Cogn.

W W W W W WwWwWwwWwWwWINNNMNNMNMNDNMNDNDNDNDDNDDNDWO®

Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo

199



N° de camadas
Espécies do tegumento Fonte
externo do 6vulo

Miconia budlejoides Triana 3 Neste estudo
Miconia cabucu Hoehne 6a’7 Medeiros & Morretes 1996
Miconia capixaba R. Goldenb. 3-4 Neste estudo
Miconia castaneiflora Naudin 4 Neste estudo
Miconia cercophora Wurdack 3 Neste estudo
Miconia chartacea Triana 3-4 Neste estudo
Subclado Miconia cinerascens Migq. 4 Neste estudo
“Miconia Miconia cubatanensis Hoehne ) Neste estudo
discolor”  priconiq discolor DC. 3 Neste estudo
Miconia fasciculata Gardner 3 Neste estudo
Miconia hyemalis A.St.-Hil. & Naudin 3-4 Neste estudo
Miconia IV Miconia lymanii Wurdack 4 Neste estudo
Miconia pepericarpa Mart. ex DC. 3-4 Neste estudo
Miconia rufescens (Aubl.) DC. 3 Neste estudo
Miconia sclerophylla Triana 4 Neste estudo
Miconia albicans (Sw.) Steud. 3 Caetano et al. 2013
Miconia donaeana Naudin 3 Neste estudo
Miconia fallax DC. 3 Neste estudo
Miconia laevigata (L.) DC. 3 Neste estudo
outros . . .
Miconia latecrenata DC. Naudin 3 Neste estudo
Miconia minutiflora (Bonpl.) DC. 3 Neste estudo
Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC. 3 Simao 2006
Miconia serrulata (DC.) Naudin 3 Neste estudo
Leandra rufescens (DC.) Cogn. 3 Neste estudo
Miconia ceramicarpa (DC.) Cogn. 2 Neste estudo
Miconia chamissois Naudin 3 Caetano et al.2013
. . Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana 3 Neste estudo
Miconia V . :
Miconia nervosa (Sm.) Triana 3 Neste estudo
Miconia prasina (Sw.) DC. 3 Neste estudo
Miconia rugosa Triana 3 Neste estudo
Miconia sellowiana Naudin 3-4 Neste estudo
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Espécies

N° de camadas
do tegumento
externo do 6vulo

Fonte

Tribo
Miconieae

Clidemia

Clidemia hirta (L.) D.Don

Neste estudo

Leandra s.s. +
Pleiochiton

Leandra cordifolia (Naud.) Cogn.
Leandra melastomoides Raddi
Ossaea amygdaloides (DC.) Triana
Ossaea confertiflora (DC.) Triana
Pleiochiton ebracteatum Triana

W W W w w|w

Subramanyam 1942
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
Neste estudo
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DISCUSSAO

O presente estudo apresenta dados referentes a um carater embriolégico que se
revelou importante na sistematica de Melastomataceae. A espessura do tegumento
externo do 6vulo foi verificada em um grande ntiimero de espécies de diferentes linhagens
da familia e sua importancia sistematica é destacada.

Ovulos com tegumento externo formado por duas camadas celulares ocorrem
nos grupos basais e em grande parte das tribos de Melastomataceae, sendo
possivelmente o estado de carater plesiomoérfico no grupo. Em Myrtales, apesar de haver
variacoes quanto ao numero de camadas no tegumento externo do 6vulo, a ocorréncia
de duas camadas € o estado de carater mais frequente entre as espécies de praticamente

todas as familias ja analisadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Compilacado de dados referente ao nimero de camadas presente no tegumento

externo do 6vulo em espécies de familias pertencentes a Myrtales.

MYRTALES

Familias Nimero de camadas no tegumento externo do 6vulo Referéncias
Combretaceae 2 na maioria das espécies; 3: Bucida e Terminalia; 1
2 na maioria das espécies; 2-3: Calylophus, Camissonia
serrulatus, Gaura longiflora; Ludwigia peploides; 2-4:
Onagraceae . . o 1,2,3,
Gaura coccinea e Stenosiphon linifolius; 2-5: Hauya,
Oenothera; 3-4: Lopezia; 3-5: Circaea, 3-6: Fuchsia;
2 na maioria das espécies; 4: Punica; 4-8: Lagerstroemia e
Lytraceae ) ) 1,4,5,6,7,8,9
Punica; 5: Cuphea; massivo: Trapa;
2 na maioria das espécies; 2-4 varios géneros; 3: 1, 10,11, 12, 13, 14,
Myrtaceae
Eucalyptus stellulata; 3-4: Angophora; 15, 16, 17, 18
2 na maioria das espécies; 2-3: Axinaea e Meriania; 3:
Melastomataceae Marcetia & allies, Macrocentrum, Meriania e Miconieae; 3 1,19
ou mais: Miconieae;
2 Crypteronia paniculata; Axinandra zeylanica - 2: inicio
Crypteroniaceae do desenvolvimento e 3: final do desenvolvimento; 2-3: 20, 21, 22
Dactylocladus stenostachys
Alzatea verticillata: 2 - inicio do desenvolvimento e 2-4:
Alzateaceae ) 23
final do desenvolvimento;
Penaeaceae 2 maioria das espécies; 3: Olinia; 24,25, 26

1. Tobe & Raven 1983a; 2. Tobe & Raven 1985; 3. Tobe & Raven 1986; 4. Joshi & Venkateswarlu
1935a; 5. Joshi & Venkateswarlu 1935b; 6. Joshi & Venkateswarlu 1936; 7. Venkateswarlu 1937,
8. King 1947; 9. Ghosh 1954; 10. Prakash 1969a; 11. Prakash 1969b; 12. Prakash 1969c 13.
Davis 1968; 14. Davis 1969; 15. Roy 1955; 16. Roy 1960; 17. Tobe & Raven 1987a; 18. Tobe &
Raven 1990; 19. Neste estudo; 20. Tobe & Raven 1983b; 21. Tobe & Raven 1987b; 22. Tobe &
Raven 1987c; 23. Tobe & Raven 1984a; 24. Tobe & Raven 1984b; 25. Tobe & Raven 1984c; 26.
Tobe & Raven 1984d.

O tegumento externo do 6vulo formado por trés ou mais camadas, surgiu em

pelo menos trés tribos de Melastomataceae: Melastomeae, Merianieae e Miconieae.

Em Melastomeae, a ocorréncia de trés camadas celulares no tegumento externo

do 6vulo deve ser uma sinapomorfia para o clado “Marcetia & allies”, uma vez que duas

camadas foram observadas em espécies do clado “core Melastomeae” e das tribos

proximamente relacionadas Rhexieae e Microlicieae.
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Microlicieae, Rhexieae, “Marcetia & allies” e “core Melastomeae” formam um
grande grupo monofilético em Melastomataceae e compartilham entre si a presenca de
anteras com pedoconectivos bem desenvolvidos e frutos do tipo capsula, mas suas
relacoes ainda estao sob discussao (Michelangeli et al. 2013). Particularmente, o clado
“Marcetia & allies” € caracterizado pela presenca de flores tetrameras (com algumas
excecoes), auséncia de apéndices no ovario (Michelangeli et al. 2013) e ocorréncia de trés
camadas de células no tegumento externo do 6vulo (neste estudo). O grupo,
tradicionalmente inserido em Melastomeae pode, futuramente, ser reconhecido como
uma nova tribo em Melastomataceae (R. Goldenberg & F.A. Michelangeli, comunicacao
pessoal).

Considerando a variacdo ampla da espessura do tegumento externo em
Merianieae, somada a auséncia de uma filogenia com boa amostragem e suporte para a
tribo, nao foi possivel inferir sobre a utilizacao deste carater na sistematica do grupo.
Entretanto, reforcamos a necessidade da ampliacao dos estudos embriolégicos, que
podem fornecer dados importantes na delimitacdo de clados e na compreensao das
relacoes infragenéricas em Merianieae.

Em Miconieae, grande parte das espécies analisadas apresenta trés camadas
celulares no tegumento externo do 6vulo e a partir deste estado de carater surgiu uma
nova condicdo, com o tegumento externo formado por mais de trés camadas de células.

Os membros de Miconieae sao conhecidos por produzirem frutos carnosos
(Clausing et al. 2000, Michelangeli et al. 2004) com dispersao endozoocorica realizada
principalmente por passaros (Renner 1989, Ellison et al. 1993, Stiles & Rosselli 1993,
Maruyama et al. 2013). Uma vez que em Melastomataceae a testa da semente é a camada
mecanica responsavel pela protecao do embrido (Corner 1976, Cortez & Guerreiro 2008),

a presenca de uma ou mais camadas no tegumento externo do 6vulo em Miconieae pode
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corresponder a uma ou mais camadas esclerificadas na testa da semente, conferindo-
lhe maior rigidez e espessura. Em Miconia albicans, por exemplo, as trés camadas do
tegumento externo do 6vulo se diferenciam no envoltério da semente, composto por uma
exotesta de células esclerificadas em palicadas, seguida pela meso e endotesta,
constituida por células esclerificadas cubéides (Cortez & Guerreiro 2008). Na literatura
a endozoocoria € frequentemente relacionada com um envoltério resistente na semente
(Baskin & Baskin 1998), responsavel pela protecao do embrido e de outros componentes
seminais (Boesewinkel & Bouman 1984, Mohamed-Yasseen et al 1994). Assim, a
presenca de camadas adicionais no tegumento externo do 6vulo pode ter sido um passo
evolutivo importante em uma tribo como Miconieae, com frutos endozooéricos.

E valido ressaltar que frutos carnosos evoluiram independentemente também
em Blakeeae, Dissochaeteae, Henrietteeae e Olisbeoideae (Renner 1989, Clausing et al.
2000, Penneys et al. 2010). Em Memecylom e Mouriri (Olisbeoideae), a presenca de uma
testa multiplicativa confere as sementes um envoltorio bastante espesso (Corner 1976).
Por outro lado, em Blakea, a testa da semente ndo é multiplicativa, sendo composta por
apenas duas camadas celulares (Corner 1976). Nao ha informacdes anatémicas da
estrutura da semente para membros de Dissochaeteae e Henrietteeae.

Ainda em Miconieae, no clado “Eriocnema + Physeterostemon”, os dois géneros
parecem ser delimitados pelo nuimero de camadas no tegumento externo: duas em
Physeterostemon e trés em Eriocnema.

No clado “Caribbean”, embora Charianthus e Tetrazygia também apresentem
diferencas quanto ao numero de camadas no tegumento externo do 6vulo, o polifiletismo
de Tetrazygia (Goldenberg et al. 2008) impossibilita o uso do carater analisado na
delimitacdo dos géneros analisados. Uma amostragem mais ampla deste clado deve ser

realizada para avaliar a utilizacao sistematica deste carater.
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No clado “Conostegia s.1.” a ocorréncia de duas camadas celulares no tegumento
externo do 6vulo delimita um subclado bem apoiado, formado por espécies de Conostegia
e Miconia, embriologicamente distinto de seu grupo irmao, aqui amostrado por Clidemia
mortoniana e C. spectabilis, que apresentam tegumento externo formado por trés
camadas de células.

Uma nova condicao em Miconieae, representada pela ocorréncia de mais de trés
camadas no tegumento externo do 6vulo surge no clado “Miconia IV” e no grado “Miconia
V”. Em “Miconia IV”, este estado de carater é observado exclusivamente em espécies
pertencentes ao subclado “Miconia discolor’, notavel por apresentar frutos com poucas
sementes grandes (Caddah 2013), que diferem dos frutos com muitas sementes
diminutas comumente observadas em Melastomataceae (Corner 1976). Nas espécies
analisadas, o surgimento de 6vulos com mais de trés camadas no tegumento externo
parece estar relacionado com sementes grandes, que devem apresentar a testa mais
espessa. A Unica espécie em “Miconia V” (M. sellowiana) com ovulos de tegumento
externo formado por mais de trés camadas também apresenta fruto com poucas
sementes grandes, reforcando essa relacao.

O tegumento interno biestratificado observado em todas as espécies analisadas
€ um resultado esperado, ja que este estado de carater vem sendo utilizado na
delimitacdo embriologica de Myrtales (Tobe & Raven 1983a, Conti et al. 1997).

Concluindo, o presente trabalho é pioneiro por apresentar dados de nimero de
camadas no tegumento externo do o6vulo em um grande numero de espécies de
Melastomataceae. Embora a importancia sistematica deste carater seja reconhecida e
destacada, seu uso na familia foi até entdo ignorado devido a escassez de dados

disponiveis na literatura. Nossos resultados apontam que o carater é relativamente
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estavel na familia, mas as variacoes observadas em Melastomeae, Merianieae e

Miconieae, podem apresentar valores sistematico e adaptativo para estes grupos.
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FIGURAS



Figura 1. Diagrama das relacoes filogenéticas de Melastomataceae baseado em analises
moleculares publicadas (Clausing & Renner 2001; Stone 2006; Goldenberg et al. 2008;
Amorim et al. 2009; Penneys et al. 2010; Reginato et al. 2010; Mendoza-Cifuentes &
Fernandez-Alonso 2011; Penneys & Judd 2013; Goldenberg et al. 2012; Caddah 2013,
Michelangeli et al. 2013; Kriebel 2014). O diagrama exibe a distribuicdo do nimero de

camadas no tegumento externo do 6vulo em diferentes taxa da familia.
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Figura 2. Cortes transversais de 6vulos de espécies de Melastomataceae posicionadas
em tribos que apresentam tegumento externo formado por duas camadas celulares. A.
Pternandra coerulescens (Kibessieae); B. Henriettea succosa (Henrietteeae); C. Henriettea
ramiflora (Henrietteeae); D. Loreya mespiloides (Henrietteeae); E. Bertolonia monsenii
(Bertolonieae 1); F. Huilaea ecuadorensis (Blakeeae); G. Triolena obliqua (Bertolonieae
2); H. Merianthera bullata (“Merianthera & allies”). Camadas de células do tegumento
externo sao indicadas por estrelas pretas e do tegumento interno por estrelas vermelhas.

FV: feixe vascular.
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Figura 3. Cortes longitudinal (A) e transversais (B e C) de o6vulos de espécies de
Melastomataceae posicionadas em tribos que apresentam tegumento externo formado
por duas camadas celulares. Arthrostemma ciliatum (Rhexieae): corte longitudinal (A) e
transversal (B); C. Microlicia (Microlicieae). Camadas de células do tegumento externo
sdo indicadas por estrelas pretas e do tegumento interno por estrelas vermelhas. FV:

feixe vascular.
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Figura 4. Ovulos em cortes transversais (A, B, C, E e F) e longitudinais (D e G) de
espécies do clado “Marcetia & allies” (Melastomeae), caracterizado por apresentar
tegumento externo formado por trés camadas celulares. A. Aciotis fragilis; B. Acisanthera
hedyotoidea; C. Appendicularia sp.; D. Ernestia glandulosa; E. Marcetia taxifolia; F.
Nepsera aquatica; G. Detalhe da foto anterior. Camadas de células do tegumento externo
sdo indicadas por estrelas pretas e do tegumento interno por estrelas vermelhas. FV:

feixe vascular.
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Figura 5. Ovulos em cortes transversais (A, B, D e E) e longitudinal (C) de espécies do
clado “core Melastomeae” (Melastomeae), que apresentam tegumento externo sempre
formado por duas camadas celulares. A. Brachyotum ledifolium; B. Monochaetum
meridense; C. Heterocentrun elegans; D. Tibouchina clinopodifolia; E. Tibouchina clavata.
Camadas de células do tegumento externo sao indicadas por estrelas pretas e do

tegumento interno por estrelas vermelhas. FV: feixe vascular.
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Figura 6. Ovulos em cortes tramsversais (A, C, D, E e F) e longitudinais (B e G) em
espécies de Merianieae. A. Axinaea dentata; B. Meriania urceolata; C. Axinaea sp.; D. M.
sclerophylla; E. Graffenrieda harlingii; F. G. latifolia; G. Macrocentrum repens. Regioes do
tegumento externo onde ocorrem trés camadas celulares sdo indicadas por estrelas e
setas pretas; e onde ocorrem duas camadas por estrelas e setas amarelas. O tegumento

interno € indicado por estrelas vermelhas. FV: feixe vascular.
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Figura 7. Ovulos em cortes longitudinais (A, B e F) e transversais (C, D e E) em espécies
de Miconieae com tegumento externo formado por trés camadas celulares. A. Clidemia
hirta, B. Leandra melastomoides; C. Miconia ciliata; D. M. dodecandra; E. Pleiochiton
ebracteatum; F. M. leucocarpa. Camadas de células do tegumento externo sdo indicadas

por estrelas pretas e do tegumento interno por estrelas vermelhas. FV: feixe vascular.
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Figura 8. Ovulos em cortes longitudinal (A) e transversais (B, C, D, E, F, G ¢ H) em
espécies de Miconieae pertencentes a um clado de divergéncia mais antiga e clados nos
quais ocorrem variagcoes quanto ao numero de camadas observadas no tegumento
externo. A. Physeterostemon thomasii (basal); B. Eriocnema acaulis (basal); C.
Charianthus alpinus (“Caribbean”); D. Tetrazygia -crotonifolia (“Caribbean”); E.
Conostegia brenesii (“Conostegia s.1.”); F. C. lasiopoda (“Conostegia s.1.”); G. Miconia
friedmaniorum (“Conostegia s.1.”); H. Clidemia mortoniana (“Conostegia s.l.”). Camadas
de células do tegumento externo sao indicadas por estrelas pretas e do tegumento

interno por estrelas vermelhas. FV: feixe vascular.

224



225



Figura 9. Cortes transversais (A, C e E) e longitudinais (B, D e F) de 6vulos em espécies
de Miconieae pertencentes a clado/grado em que ocorrem variagées quanto ao nimero
de camadas observadas no tegumento externo. Clado Miconia IV: Miconia cercophora (A);
M. sclerophyllia (B); M. castaneiflora (C) e M. cubatanensis (D). Grado Miconia V: M.
ceramicarpa (E) e M. sellowiana (F); Camadas de células do tegumento externo sao
indicadas por estrelas pretas e amarelas; e camadas do tegumento interno por estrelas

vermelhas. FV: feixe vascular.
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APENDICE

Listagem das espécies de Melastomataceae utilizadas e informacoes sobre n° coletor/voucher e origem das amostras.

Espécies N° coletor ou voucher Origem da
amostra
Tribo Kibessieae Pternandra coerulescens Jack NYBG Herborizada
Bellucia grossularioides (L.) Triana UPCB 68280 Herborizada

Tribo Henrietteeae

Henriettea ramiflora (Sw.) DC.
Henriettea saldanhaei Cogn.
Henriettea succosa (Aubl.) DC.

S.A. Mori 19212

J.P. Basso-Alves
F.A. Michelangeli 685

Fixada (NYBG)
Fixada (FCFRP)
Fixada (NYBG)

Loreya mespiloides Miq. S.A. Mori 18327 Fixada (NYBG)
. . Bertolonia mosenii Cogn. UPCB 67838 Herborizada
Tribo Bertolonieae (1) . . . .
Phainantha laxiflora (Triana) Gleason NYBG 43994 Herborizada
Tribo Rhexieae Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don F.A. Michelangeli 740 Fixada (NYBG)

Tribo Microlicieae

Microlicia euphorbioides Mart.
Rhynchanthera grandiflora (Aubl.) DC.

J.P. Basso-Alves
J.P. Basso-Alves

Fixada (FCFRP)
Fixada (FCFRP)

Tribo

Melastomeae .
allies

Marcetia &

Acanthella sprucei Hook.f.

Aciotis purpurascens (Aubl.) Triana
Aciotis fragilis (DC.) Cogn.
Acisanthera hedyotoidea (C.Presl) Triana
Appendicularia sp

Comolia microphylla Benth.

Comolia sp

Ernestia glandulosa Gleason

Macairea radula (Bonpl.) DC.

Marcetia taxifolia (A. St.-Hil.) DC.
Nepsera aquatica (Aubl.) Naudin
Sandemania hoehnei (Cogn.) Wurdack

Siphanthera hostmannii Cogn.

NYBG G.A. Romero 1967
C.V. Martin 422

C.V. Martin 445

F.A. Michelangeli 822
F.A. Michelangeli
F.A. Michelangeli
F.A. Michelangeli
C.V. Martin 435
UPCB 63856

F.A. Michelangeli 680
C.V. Martin 420
NYBG 01290882

F.A. Michelangeli

Herborizada

Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBQ)
Fixada (NYBG)
Herborizada

Fixada (NYBQ)
Fixada (NYBG)
Herborizada

Fixada (NYBQG)



http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=401993
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=380886
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=388452
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=380743
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=380928
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=389065
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=390868
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=381247

APENDICE - continuacao

Espécies N° coletor ou voucher o::g:::r:a
Brachyotum ledifolium (Desr.) Triana F.A. Michelangeli 1886 Fixada (NYBG)
Desmocelis villosa (Aubl.) Naud. UPCB 47372 Herborizada
. Heterocentron elegans (Schltdl.) Kuntze NYBG E.K. Balls 84736 Herborizada
'Il\;Ireﬂl:aos tomeae COTe Monochaetum calcaratum (DC.) Triana NYBG V.W. Steinmanny et al. 4108 Herborizada
Melastomeae )onochaetum meridense Naudin F.A. Michelangeli 1241 Fixada (NYBG)
Pterolepis glomerata (Rottb.) Miq. UPCB 37973 Herborizada
Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack UEC 178712 Fixada (NYBG)
Tibouchina clinopodifolia (DC.) Cogn. UEC 178713 Fixada (FCFRP)
Tribo Cyphostyleae Allomaieta grandiflora Gleason NYBG 1127326 Herborizada
Diplarpea paleacea Triana NYBG 88740 Herborizada
Tribo Bertolonieae (2) Triolena amazonica (Pilg.) Wurdack NYBG 84556 Herborizada
Triolena obliqua (Triana) Wurdack J. Homeier 2112 Fixada (NYBG)
Behuria glutinosa Cogn. UPCB 71781 Herborizada
Cambessedesia espora (A.St.Hil. ex Bonpl.) DC. UPCB 55194 Herborizada
] . . Dolichoura spiritusanctensis Brade UPCB 71760 Herborizada
Tribo Merianthera & allies . o . . .
Huberia consimilis Baumgratz F.A. Michelangeli 1618 Fixada (NYBG)

Merianthera bullata R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana
Merianthera parvifolia R. Goldenb., Fraga & A.P. Fontana

A.P. Fontana et al. 3331
A.P. Fontana et al. 1548

Fixada (FCFRP)

Fixada (FCFRP)

Tribo Blakeeae

Diplectria divaricata (Willd.) Kuntze
Huilaea calyptrata Penneys & M. E. Morales

Huilaea ecuadorensis Wurdack

T.N. Roque 1926
D.S. Penneys 1892
D.S. Penneys 1589

Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)

Topobea multiflora (D.Don) Triana UPCB 18658 Herborizada
Tribo Dissochateae + Sonerileae Diplectria divaricata (Willd.) Kuntze T.N. Roque 1926 Fixada (NYBG)
Axinaea dentata J. Homeier 1624 Fixada (NYBG)
Axinaea grandifolia (Naudin) Triana F.A. Michelangeli 650P. Fixada (NYBG)
Axinaea minutiflora P. Pedraza-Penalosa 2203 Fixada (NYBG)
Axinaea sp F.A. Michelangeli 1981 Fixada (NYBG)
Tribo Merianieae . e . s .
Graffenrieda gracilis (Triana) L.O.Williams UPCB 60222 Herborizada
Graffenrieda harlingii Wurdack C. Ulloa Ulloa 1843 Fixada (NYBG)
Graffenrieda latifolia (Naudin) Triana NYBG 1264275 Herborizada
Macrocentrum repens (Gleason) Wurdack NYBG J.J. Pipoly 10777 Herborizada
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http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=383197
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=382135
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=383989
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=383174
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=382650
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=389693
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=390200
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=386000
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=124820
http://www.melastomataceae.net/MELnames/MELnames_Details.jsp?NameID=124822

APENDICE - continuacao

Espécies N° coletor ou voucher 0::5:::1.:3.
Meriania sclerophylla (Naudin) Triana K.M. Redden 1229 Fixada (NYBG)
Tribo Merianieae Meriania subumbellata Cogn. F.A. Michelangeli 819 Fixada (NYBG)
Meriania urceolata Triana F.A. Michelangeli 462 Fixada (NYBG)
. Eriocnema acaulis Triana NYBG 909906 Herborizada
IE,ZZ’:;Z::; t+emon Eriocnema fulva Naudin UPCB 64095 Herborizada
Physeterostemon thomasii Amorim, Michelangeli & Goldenb. R. Goldenberg Fixada (FCFRP)
Miconia I Miconia dodecandra Cogn. UEC 17871 1 . Fixada (FCFRP)
Miconia superba Ule F.A. Michelangeli 452 Fixada (NYBG)
Miconia II Miconia centrodesma Naudin UEC 106832 Herborizada
Leandra + Leandra reversa (DC.) Cogn. UEC 106822 Herborizada
Ossaea Ossaea capillaris (D.Don) Cogn. UPCB 66632 Herborizada
Charianthus alpinus (Sw.) R.A.Howard D.S. Penneys 1314 Fixada (NYBG)
. Charianthus nodosus (Desr.) Triana D.S. Penneys 1275 Fixada (NYBG)
Caribbean

Tribo
Miconieae

Tetrazygia crotonifolia (Desr.) DC.
Tetrazygia elaegnoides (Sw.) DC.

F.A. Michelangeli 2012
F.A. Michelangeli 1997

Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)

Conostegia s.l.

Clidemia mortoniana Standl.

Clidemia spectabilis Gleason

Conostegia bigibbosa Cogn.

Conostegia brenesii Standl.

Conostegia icosandra (Sw. ex Wikstr.) Urb.
Conostegia lasiopoda Benth.

Conostegia monteleagreana Cogn.
Conostegia speciosa Naudin

Conostegia subcrustulata (Beurl.) Triana

Conostegia xalapensis (Bonpl.) D. Don ex DC.

Miconia friedmaniorum Almeda & Umana
Miconia ligulata Almeda
Miconia schlimii Triana

R. Kriebel 5341
R. Kriebel 5646
R. Kriebel 5522
R.Kriebel 5631
UPCB 63927

R. Kriebel 5651

. Kriebel 5354
. Kriebel 5489

. Kriebel 5653
. Kriebel 5619
. Kriebel 5641
. Kriebel 5726
. Kriebel 5604

AA X AADM AR

Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG
Herborizada

Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)

Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)

Fixada (NYBG)
Fixada (NYBG)
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APENDICE - continuacao

Espécies N° coletor ou voucher O:E:::r:a

Mecranium acuminatum (DC.) Skean NYBG 854620 Herborizada

Mecranium, Mecranium latifolium (Cogn.) Skean F.A. Michelangeli 2001 Fixada (NYBG)
Anaectocalyx Miconia ciliata (Rich.) DC. UEC 155696 Herborizada

Tococa platyphylla Benth. P. Pedraza-Penalosa 2091 Fixada (NYBG)
Leandra subseriata (Naudin) Cogn. UPCB 18652 Herborizada

Miconia crocea (Desr.) Naudin C. Ulloa Ulloa 1870 Fixada (NYBG)
Miconia denticulata Naudin NYBG 1596619 Herborizada

Miconia III Miconia goniostigma Triana F.A. Michelangeli 1848 Fixada (NYBG)
Miconia papillosa (Desr.) Naudin NYBG 44239 Herborizada
Miconia stenobotrys (Rich.) Naudin UEC 676935 Herborizada
Miconia theaezans (Bonpl.) Cogn. UPCB 56156 Herborizada

Miconia budlejoides Triana R. Goldenberg 722 Fixada (NYBG)
Miconia capixaba R. Goldenb. NYBG 1015412 Herborizada
Tribo Miconia castaneiflora Naudin NYBG 1081547 Herborizada
Miconieae Miconia cercophora Wurdack NYBG 1599170 Herborizada
Miconia chartacea Triana NYBG 629574 Herborizada
Miconia cinerascens Miq. NYBG 071394 Herborizada
Miconia cubatanensis Hoehne NYBG 558045 Herborizada
Miconia discolor DC. NYBG 162480 Herborizada

Miconia IV

Miconia donaeana Naudin
Miconia fallax DC.
Miconia fasciculata Gardner

Miconia hyemalis A.St.-Hil. & Naudin

Miconia laevigata (L.) DC.
Miconia latecrenata DC. Naudin
Miconia lymanii Wurdack
Miconia minutiflora (Bonpl.) DC.
Miconia rufescens (Aubl.) DC.

F.A. Michelangeli 727
UEC 150450

NYBG 058209
NYBG 104274
UEC 94916
UEC 071717
NYBG 87843
UEC 10788
UPCB 37834

Fixada (NYBG)
Fixada (FCFRP)
Herborizada
Herborizada
Herborizada
Fixada (FCFRP)
Herborizada
Fixada (FCFRP)
Herborizada
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APENDICE - continuacao

Espécies N° coletor ou voucher O:E:::r:a
. ] Miconia serrulata (DC.) Naudin UEC 95013 Herborizada
Miconia IV .. . .
Miconia sclerophylla Triana NYBG 143406 Herborizada
Leandra rufescens (DC.) Cogn. UPCB 63762 Herborizada
Miconia ceramicarpa (DC.) Cogn. C.V. Martin 457 Fixada
Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana UPCB46762 Herborizada
Miconia V Miconia nervosa (Sm.) Triana UEC 178716 Fixada (FCFRP)
Tribo Miconia prasina (Sw.) DC. IPCB 46237 Herborizada
Miconieae Miconia rugosa Triana UPCB 70855 Herborizada
Miconia sellowiana Naudin UEC 79582 Herborizada
Clidemia Clidemia hirta (L.) D.Don UEC 178722 Fixada (FCFRP)
Leandra melastomoides Raddi A.P.S. Caetano 03 Fixada (FCFRP)
Leandra s.s. Ossaea amygdaloides (DC.) Triana UEC 178736 Fixada (FCFRP)
+ Pleiochiton  Ossaea confertiflora (DC.) Triana UEC 178730 Fixada (FCFRP)
Pleiochiton ebracteatum Triana UEC 178718 Fixada (FCFRP)
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresenta dados que contribuem efetivamente para
elucidar o modo de reproducdo em um grupo de espécies apomiticas de Miconieae,
Melastomataceae. Ainda, o estudo comparativo de caracteres anatémicos da antera e do
ovulo em diferentes tribos fornece informacées importantes para a sistematica do grupo,

subsidiando futuras discussoes sobre a evolucao de caracteres embriologicos na familia.

O comprometimento no desenvolvimento de graos de pdlen viaveis e sacos
embrionarios reduzidos nas apomiticas Clidemia hirta, Leandra aurea, L. melastomoides,
Miconia leucocarpa, Ossaea amygdaloides e O. confertiflora indica que a reproducao
sexuada deve ser um evento incomum e que a apomixia deve garantir a reproducao via
sementes nestas espécies, apomiticas obrigatorias. Este € um evento aparentemente
infrequente em populacoes naturais e que deve ser cuidadosamente avaliado quanto a
seu papel ecologico e evolutivo em uma tribo tdo complexa e diversa quanto Miconieae.
Estudos de genética de populacdo seriam interessantes para avaliar a diversidade
genética intra e inter-populacional em espécies apomiticas, ampliando o entendimento

da estratégia reprodutiva no grupo amostrado.

Além disso, destacamos a ocorréncia de diferentes mecanismos apomiticos
atuando na tribo: apomixia gametofitica, com a formacao de embrides a partir de sacos
embrionarios nao reduzidos; e esporofitica (embrionia adventicia), onde embrides se
desenvolvem a partir de células nucelares. E possivel que a combinacdo de eventos de
hibridacdo e poliploidia, aparentemente comuns em Miconieae, juntamente com a
formacao de sementes com endosperma pouco profuso, pode ter contribuido e gerado

condicoes favoraveis a ocorréncia e manutencao da apomixia na tribo.
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Muitas espécies de Miconieae sao conhecidas por sua ampla distribuicao e
presenca em ambientes perturbados, como € o caso de Miconia albicans e Clidemia hirta,
ambas apomiticas. A independéncia de polinizadores somada aos beneficios da
reproducao por sementes devem determinar uma vantagem evolutiva destas espécies em

cenarios de degradacao ambiental, cada vez mais frequentes em biomas brasileiros.

Além de colaborarem para o entendimento do processo apomitico, os dados
embriologicos disponibilizados neste trabalho fornecem uma grande quantidade de
informacoes comparativas de caracteres que se mostraram uteis para sistematica de

Melastomataceae.

Cristais do tipo drusa na parede da antera madura foram observados em
praticamente metade dos representantes analisados (89 de 180), e também
apresentaram valor sistematico em Melastomataceae. A ocorréncia destes cristais parece
distinguir o clado Blakea + Topobea (Blakeeae), a tribo Henrietteeae e um subclado
dentro de “Conostegia s.1.” (Miconieae) de grupos proximamente relacionados. O papel
das drusas na parede da antera nao foi testado, mas uma funcao hipotética, relacionada

a atracao de polinizadores é apresentada.

A importancia sistematica e adaptativa da espessura do tegumento externo
do ovulo foi verificada para as tribos Melastomeae e Miconieae. Em “Marcetia & allies”
(Melastomeae) a ocorréncia de 6vulos com tegumento externo formado por trés camadas
de células € apontada como uma sinapomorfia para o grupo. Em Miconieae, a presenca
de trés camadas no tegumento externo do 6vulo € amplamente difundida, mas um evento
derivado, com tegumento externo formado por mais de trés camadas, foi descrito e
parece ter sido selecionado em linhagens com sementes grandes. Na tribo, a espessura

do tegumento externo parece estar relacionada a presenca de frutos endozooéricos. Ainda
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em Miconieae, o género Physeterostemon e um subclado dentro de “Conostegia s.1.”

foram delimitados pela ocorréncia de duas camadas no tegumento externo do 6vulo.

Ressaltamos que frente a escassez de caracteres morfologicos que possam ser
utilizados em conjunto com dados moleculares na delimitacao de clados em
Melastomataceae, as informacoes disponibilizadas devem de fato contribuir para
estudos de classificacéo e compreensao das relacoes dentro de um grupo tao diverso nos

neotropicos.
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