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RESUMO

O sistema reprodutivo da espécie Miconia chamissois e aspectos embriologicos de
Miconia albicans (espécie apomitica) ¢ M. chamissois(espécie sexuada) foram estudados. Em
M. chamissois os estudos reprodutivos envolveram polinizagdes controladas, calculo do
indice de auto-incompatibilidade (ISI). viabilidade polinica. analise do crescimento de tubos
polinicos ¢ observagdes sobre o processo de polinizagdo. Apesar de a frutificagdo ocorrer
preferencialmente em flores com poliniza¢do cruzada, a espécie parece ser autocompativel.
Para as analises embrioldgicas, o material botanico foi fixado em FAA modificado ¢ em
glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampio fosfato de sodio 0,1M, pH 7.2 e incluido em
historesina. As sec¢des obtidas em micrétomo foram coradas em Azul de Toluidina. Em
ambas as espécies a formagdo da parede da antera ¢ do tipo Dicotiledoneo. Epiderme,
endotécio, camada média e tapete sdo todos unisseriados. Em M. chamissois, citocineses
simultaneas das células-mie de micrésporos resultam em tétrades tetraédricas. Por outro lado,
em M. albicans a meiose irregular das células-mae de microsporos leva a formagdo de
tétrades andmalas que logo se degeneram, originando anteras maduras sem grdos de polen
viaveis. Nas duas espécies, os Ovulos sdo anatropos, crassinucelados ¢ com dois tegumentos,
que formam a micropila. A megasporogénese em M. chamissois leva a formagdo de uma
tétrade, com o megdsporo calazal originando um saco embrionario do tipo Polygonum. Em M.
albicans, a apomixia € do tipo diplosporica, onde uma meiose anormal parece ser seguida por
replicagdo cromossdmica e formagdo de um saco embriondrio semelhante ao de M
chamissois, porém ndo reduzido, na qual a oosfera origina o embrido ¢ o nicleo secundario o
endosperma, ambos de maneira autdnoma. Como as anteras sdo inférteis, presume-se que nao
h4 fecundagdo para a espécie e, portanto, o endosperma e o embrido sdo autdnomos e tém

origem unicamente materna.

Palavras-chave: apomixia, embriologia, Melastomataceae.



SUMARIO

1. INTRODUGCGAO ..ot e 01
2. MATERIAL E METODOS ...oooiiieieieieieieimiiei st 04
ALEAS Q0 ESTUA rrrvrerrssrseeeseseseseoessesasssssssses b s s 04
ESPECIEs @STUAAAAS 1..ovvrvviiverrrieieiinie e 04
Biologia FePrOQUIIVA ....cvviiiririsieisei it 05
EStudos embIIOIOZICOS 1.vveirreririiiiinmeiississes s e 06
3. RESULTADOS oottt et 07
MCONTA CHUIISS OIS v vveeseeeeeeeesstsessesseesaeseesetesrtsse e s a b e b s e e ea s 07
SISTEMA FEPTOAUIIVO 1.vvvavarieertiteistereres e s 07
Desenvolvimento da antera, microsporogénese € microgametogenese ........oovovvene. 08
Desenvolvimento do megasporangio, megasporogénese € megagametogénese ...... 10
MICOTIA GIPICANS oo eoeoeeeeeeee ettt ettt 11

Desenvolvimento do microsporangio, microsporogénese € microgametogenese ... 11
Desenvolvimento do megasporangio, megasporogénese € megagametogeénese ...... 12
B DISCUSSAOD ...t 14

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cocoooiiiiiiiiniiecisis s 22



1. INTRODUCAO

A familia Melastomataceae ocorre em regides tropicais e subtropicais, com cerca de 4500
espécies que estdo distribuidas em aproximadamente 150 a 166 géneros (Renner 1993,
Clausing & Renner 2001). No Brasil, ocorrem cerca de 08 géneros com aproximadamente
1500 espécies, distribuidas em diversas formagdes vegetais, como: florestas, cerrados e
campos rupestres. No Tridngulo Mineiro, a familia ¢ indicada como um dos principais
componentes da flora (Goodland & Ferri 1979, Romero & Martins 2002).

Algumas espécies da familia, como a medinila (Medinilla magifica), a quaresmeira
(Tibouchina granulosa) e a orelha de onga (Tibouchina clavaia), destacam-se por seu
potencial ornamental (Souza & Lorenzi 2005). Espécies do género Miconia, produzem frutos
que sdo utilizados por diversas aves frugivoras (Snow 1981). Além disso, a atividade
analgésica de algumas espécies deste género foi verificada, apresentado resultados
significativos (Cunha er al. 2003).

As espécies da familia Melastomataceae sio comumente plantas herbaceas, arbustivas ou
arboreas, com folhas de disposicdo oposta ou oposta cruzada, inteiras, sem estipulas,
curvinérveas, com 3, 5 ou 7 nervuras ou peninérveas. As flores podem ser pequenas ou
grandes e vistosas, ciclicas, hermafroditas, geralmente de simetria radial ¢ diclamideas. A tlor
em geral ¢ pentdmera, com sépalas e pétalas livres. O androceu freqlientemente € formado por
10 estames. e o ovario ¢ semi-infero, comumente pentacarpelar ¢ pentalocular. O fruto € do
tipo baciforme ou capsular loculicida. As sementes sdo pequenas ¢ freqlientemente com testa
ornamentada (Joly 1991).

O género Miconia apresenta 0 maior nimero de espécies da familia, cerca de um quarto.
ocorrendo desde o sul do México até o norte da Argentina e Uruguai. Este género ¢
atualmente reconhecido por suas folhas destituidas de formicarios, intlorescéncias geralmente
terminais e ndo envoltas por bracteas foliosas, hipanto sem constrigdo no dpice, cdlice com
lacinias externas reduzidas, pétalas com édpice arredondado ou emarginado e frutos bacaceos
(Goldenberg 2004).

Na familia Melastomataceae o sistema reprodutivo predominante é o xendgamo, devido a

separagdo espacial nas flores entre o estigma e as anteras ¢ a necessidade de manipulagio



destas anteras poricidas pelos vetores para liberagdo do polen (Goldenberg 2000). Quanto a
biologia reprodutiva, 113 espécies pertencentes a familia foram investigadas at€¢ o momento,
sendo que 25 sdo indicadas como auto-incompativeis ¢ 44 como autocompativeis. Um
numero bastante expressivo, 39 a 44% do total de espécies estudadas, sdo consideradas
apomiticas (Goldenberg & Shepherd 1998, Goldenberg & Werpachowski 2004).

O termo apomixia ¢ atualmente descrito como um processo de formagao assexual de
embrides a partir de tecidos dos 6vulos (Nogler 1984, Koltunow 1993, Bicknell & Koltunow
2004). Os mecanismos apomiticos conhecidos apresentam em comum trés caracteristicas: o
desenvolvimento de uma célula capaz de formar um embrido sem ocorréncia de meiose —
apomeiose; o desenvolvimento do embrido espontaneamente - partenogénese; e a producdo de
endosperma - de forma autonoma ou derivada da fertilizagdo (Koltunow 1993, Koltunow
1995, Carman 1997, Bicknell & Koltunow 2004). Além disso, os embrides apomiticos sdo
geneticamente idénticos a planta mae, exceto na ocorréncia de mutagdes esporadicas
(Koltunow 1993).

De acordo com a origem do embridio, a apomixia pode ser classificada em dois tipos
basicos: esporofitica e gametofitica. Na apomixia esporofitica, ou embrionia adventicia, o
embriio origina-se espontaneamente a partir de células do ovulo, geralmente apos a
maturagdo do mesmo (Nogler 1984, Koltunow 1993, Bicknell & Koltunow 2004). Na
apomixia gametofitica, o desenvolvimento do embrido ocorre a partir de um saco embriondrio
nio reduzido, e o endosperma pode se desenvolver de forma espontdnca ou induzida.
Baseando-se no tipo de célula que origina o saco embrionario, o mecanismo gametofitico €
subdividido em diplosporia e aposporia. Se a célula mae de megasporo origina 0 saco
embriondrio ndo reduzido. tem-se a diplosporia. Porém, se ocorrer a diferenciagdo de uma
célula somatica do 6vulo no saco embrionario no reduzido, ocorre entio a aposporia (Nogler
1984, Koltunow 1993, Bicknell & Koltunow 2004).

As plantas apomiticas apresentam algumas vantagens quando comparadas as plantas
sexuais. Nas apomiticas, gendtipos originados por processos de mutagdo ou hibridagdo podem
ser rapidamente fixados e distribuidos em amplas areas (Stebbins 1983). A apomixia pode
atribuir as espécies uma maior capacidade de colonizagdo, ja que independem de
polinizadores. Espécies sexuadas devem ser muito mais dependentes de habitats estaveis, com
populagdes ativas de abelhas especializadas na polinizagdo, em particular de espécies com
anteras poricidas como ocorre em Melastomataceae (Goldenberg 2000).

Os processos apomiticos sdo amplamente distribuidos entre as angiospermas, sendo

descritos em aproximadamente 400 taxons e distribuidos em 40 familias, sendo mais
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freqlientes em alguns grupos de plantas, como Poaceae, Rosaceae e Asteraceac (Carman 1997,
Goldenberg 2000). Na familia Melastomataceae a ocorréncia de apomixia se concentra na
tribo Miconieae (Goldenberg & Shepherd 1998, Goldenberg 2000). Nesta tribo, uma
proporgdo de 63% das espécies estudadas sdo apomiticas (Goldenberg & Shepherd 1998).
Das espécies sexuadas deste grupo, varias sdo marcadamente auto-incompativeis, com reagdo
de incompatibilidade ocorrendo no nivel do estilete (Goldenberg & Shepherd 1998).
Entretanto. estas informacgdes ndo devem ser generalizadas ja que foram estudadas apenas
cerca de 5% das espécies existentes em Melastomataceae (Renner 1989, Souza-Silva 1997.
Sousa-Silva 2000, Santos 2003, Fracasso & Sazima 2004, Goldenberg & Werpachowski
2004).

Estudos revelam que a familia Melastomataceae pode apresentar espécies com diferentes
tipos de apomixia. Borges (1991) relata em Leandra australis a formacdo de embrides a partir
de sacos embrionarios ndo reduzidos, sugerindo apomixia gametofitica diplosporica. além do
desenvolvimento de embrides adventicios. Em Osbeckia hispidissima ¢ relatada a ocorréncia
de duas tétrades (Subramanyam 1941) ¢ Miconia rubiginosa (Simao & Oliveira 2003) ¢
relatada a ocorréncia de poliembrionia a partir de células do nucelo, sugerindo apomixia
esporofitica.

O presente trabalho teve como objetivo principal comparar as caracteristicas reprodutivas
e embrioldgicas de duas espécies com sistemas de reprodugdo contrastantes: Miconia albicans
(Sw.) Triana, uma espécie tipicamente apomitica, de ampla distribuigdo ¢ comum em
diferentes fisionomias de cerrado (Goldenberg & Shepherd 1998), e Miconia chamissois
Naud, espécie sexuada e auto-incompativel, comum em ambientes de bordas de matas da
regidio (Souza-Silva 1997). Buscou-se ainda discutir o processo de apomixia no genero

Miconia e na familia Melastomataceae de uma maneira geral,



2. MATERIAL E METODOS

Areas de estudo

O estudo foi realizado em remanescentes de vegetagdo nativa no municipio de
Uberlandia-MG. O clima da regido é caracterizado por duas estagdes bem definidas: um verdo
quente e chuvoso ¢ um inverno frio e seco. A média da precipitagéio anual oscila em torno de
1550 mm, e a temperatura média ¢ de cerca de 22°C (Nimer & Branddo 1989).

As coletas foram realizadas para Miconia albicans em cerrados da Reserva Ecologica do
Clube Caca e Pesca Itorord (18°58°357S : 48°17°24”W) ¢ na Fazenda Experimental do Gloria
— UFU (18° 56°44S : 48°13°05"W). As coletas e analise do sistema reprodutivo de Miconia
chamissois foram realizadas em bordas de matas de galeria do Parque do Sabid (18°54°38™ :
48°14°04”W). As exsicatas foram depositadas de maneira convencional no Herbario

Uberlandensis (HUFU - Universidade Federal de Uberlandia).

Espécies estudadas

Miconia albicans (figuras 1 e 2) é um arbusto com 3.0 a 7,0 metros de altura. Floresce de
setembro a novembro. Apresenta ramos, peciolos, face abaxial das folhas, inflorescéncias ¢
hipanto densamente revestidos por tricomas. As inflorescéncias sao do tipo paniculas
escorpidides. As flores sdo pentdmeras com hipanto, célice persistente ¢ pétalas brancas. 0]
androceu possui 10 estames levemente dimorfos, anteras brancas, uniporosas e conectivo com
apéndice basal amplo. continuo da regido ventral a dorsal ou com um calcar dorsal alargado e
duas auriculas ventrais. O ovario ¢é trilocular, glabro, com estilete alargado no 4pice e estigma
truncado. O fruto é do tipo baga, apresentando coloragdo rosada quando imaturo e verde-jade
quando maduro (Goldenberg 2004).

Miconia chamissois (figuras 3 e 4) ¢ um arbusto com 2,0 a 5,0 metros de altura, glabro ¢
com inflorescéncias do tipo paniculas, terminais. A floragéo inicia-se em margo e estende-se
até o més de junho. As flores sdo pentdmeras, com hipanto, cdlice persistente e pétalas
brancas. O androceu possui 10 estames em dois verticilos ligeiramente diferentes, anteras
brancas, uniporosas e conectivo prolongado abaixo das tecas. O ovario ¢ tri ou pentalocular,

glabro, com estilete levemente espessado no apice e estigma truncado a arredondado. O fruto



Figuras 1 a 4: Habito e inflorescéncias das espécies estudadas: Miconia albicans e
Miconia chamissois.

Figura 1. Detalhe da inflorescéncia de M. albicans.
Figura 2. Ramo com flores e alguns frutos em inicio de desenvolvimento de M. alhicans.
Figura 3. Arbusto de M. chamissois.

Figura 4. Ramo com botdes e flores — M. chamissois.



é do tipo baga, de coloragio verde quando imaturo e enegrecido quando maduro (Goldenberg

2004).

Sistema Reprodutivo

Analises sobre o sistema reprodutivo de Miconia chamissois foram realizadas a fim de se
complementar estudos feitos anteriormente (Souza-Silva 1997). Os estudos sobre o sistema de
reproducdo de Miconia albicans revelam que esta ¢ uma espécie comprovadamente apomitica
e praticamente estéril quanto a produgdo de pdlen (Renner 1989, Goldenberg & Shepherd
1998). Desta forma. investigagdes sobre o sistema de reprodugdo desta espécie ndo foram
feitas.

Os estudos realizados em M. chamissois envolveram poliniza¢des controladas, calculo do
indice de auto-incompatibilidade (ISI), viabilidade polinica e observagdes sobre crescimento
de tubos polinicos, além de observagdes gerais sobre o processo de polinizagdo ¢
comportamento dos polinizadores.

Para as polinizagdes controladas foram realizados cinco tratamentos em cinco individuos
diferentes, com todos os tratamentos realizados em cada individuo. Para cada tratamento
utilizou-se 15 flores, totalizando 75 flores por tratamento. Os tratamentos realizados foram:
controle (flores apenas marcadas, nio ensacadas); apomixia (botdes com estiletes e anteras
cortados); polinizagdo cruzada (flores polinizadas com polen de outros individuos,
inflorescéncias ensacadas), autopolinizagio (flores polinizadas com polen proveniente do
proprio individuo, inflorescéncias ensacadas), e autopoliniza¢do espontdnea (inflorescéncias
apenas ensacadas). A frutificagdo foi acompanhada at€¢ um més apos as polinizagdes, o que
possibilitou o cdlculo da porcentagem de frutos formados em cada tratamento (Goldenberg &
Varassin 2001).

O indice de auto-incompatibilidade (ISI, sensu Bullock 1985) foi calculado dividindo-se o
nimero total de frutos formados em flores tratadas com autopolinizagdo manual pelo numero
de frutos formados em flores tratadas com polinizagdo cruzada.

A viabilidade polinica foi estimada utilizando-se flores coletadas de cinco individuos
diferentes, fixadas em &lcool 70%. Os graos de polen foram retirados de cinco anteras de cada
flor, corados com carmim acético ¢ observados em microscopio 6tico para contagem. Foram
contados campos ao acaso até o total de 300 grdos em cada lamina (Goldenberg & Varassin
2001).

A analise do desenvolvimento dos tubos polinicos foi feita a partir de material fixado em

alcool 70%., utilizando-se a técnica de fluorescéncia (Martin 1959). Foram utilizados pistilos



dos tratamentos de autopolinizagdo e de polinizagdo cruzada com intervalos de 24, 48 ¢ 72

horas apos a polinizagao.

Estudos embriologicos

Para o estudo do desenvolvimento dos esporangios, esporos e gametéfitos masculinos e
femininos e embrides, foram coletados nas duas espécies, botdes florais em varias fases de
desenvolvimento até antese, flores abertas e frutos jovens. As diferentes fases do
desenvolvimento foram definidas de acordo com o tamanho do botdo floral ou do fruto.

As amostras foram fixadas em FAA modificado (Lersten & Curtis 1988) por 24 horas e, a
seguir, transferidas para alcool 70%. Utilizou-se também solugdo de glutaraldeido 1% ¢
formaldeido 4% em tampéo fosfato de sodio 0,1M, pH 7.2 (McDowell & Trump 1976) para
fixacdo de algumas amostras. Apds a fixagdo, as amostras foram submetidas a bomba de
véacuo por, pelo menos, duas horas. O material selecionado foi submetido ao processo de
desidratagio em série etilica (Johansen 1940) e incluido em glicol-metacrilato (Kraus &
Arduin 1997, Castro 1998). O material foi seccionado em microtomo rotatorio Leica RM2135,
com espessura de 5,0 a 7.0um. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina 0,05% (Feder
& O’Brien 1968), ¢ examinados em microscopio de luz. As fotomicrogratias foram realizadas
no microscépio Zeiss Axioplan.

Algumas laminas do laminario permanente foram tratadas com azul de anilina e
observadas em microscopia de fluorescéncia (adaptado de Martin 1959) para verificar a

deposi¢do de calose (Rodkiewicz 1970, Kapil & Tiwari 1978, Sniezko & Harte 1984).



3. RESULTADOS

Miconia chamissois
Sistema reprodutivo

Durante a abertura da flor, que ocorre logo no inicio da manha, as flores exalam um odor
adocicado bem caracteristico e sdo visitadas e polinizadas por pequenas abelhas que vibram as
flores para coleta de polen. A flor aberta apresenta geralmente calice arroxeado, pétalas e
verticilos reprodutivos brancos. As anteras possuem duas tecas que se abrem por meio de
poros. Os 10 estames apresentam-se em duas séries alternadas, envolvendo o estilete, sendo
que o estigma encontra-se a frente dos poros das anteras.

Nio houve diferenca marcante na viabilidade polinica entre os dois verticilos de estames.
sendo as estimativas de viabilidade altas em ambos os casos (95,20% a 98,73%). A
receptividade estigmatica foi associada a umidade decorrente da formagdo de um exudado
presente na superficie do estigma. A flor dura cerca de dois dias. Ndo ha presenga de nectarios,
sendo que a espécie oferece apenas polen como recurso floral a seus visitantes.

A formagio de frutos na espécie ocorre preferencialmente através de poliniza¢des
cruzadas (90.67%). Entretanto, verificou-se também frutificagdo de flores oriundas de
autopolinizagdo manual (26.67%) ¢ de autopolinizagdo espontanea (6,67%). A taxa de
formagdo de frutos a partir de polinizagdes cruzadas (90.67%) foi proxima a taxa de frutos
formados naturalmente (controle - 84%). Houve uma porcentagem muito baixa de frutos
formados por apomixia (Tabela 1). O indice de auto-incompatibilidade (ISI) foi de 0,29.

Os tubos polinicos atingem as micropilas dos 6vulos cerca de 48 horas apos a polinizagdo,
tanto em pistilos oriundos de tratamentos de autopolinizagdo (figura 5) quanto de polinizag¢do
cruzada (figura 6). Ndo foram encontrados sitios de auto-incompatibilidade. Observou-s¢ a
penetragdo do tubo polinico tanto em ovulos de flores autopolinizadas quanto em 6vulos de

flores tratadas com polinizagdo cruzada (figuras 7 e 8).



Figuras 5 a 8: Crescimento do tubo polinico em flores de Miconia chamissois sob tratamento

de autopoliniza¢iio e polinizac¢iio cruzada.

Figura 5: Crescimento do tbo polinico ao longo do estilete em flores de M. chamissois

autopolinizadas. Apos 48 horas, o tubo polinico jd havia chegado & regido do ovario. Escala: 50 um

Figura 6: Crescimento do tubo polinico ao longo do estilete em flores de M. chamissois submetidas
ao tratamento de polinizaglo cruzada. Cerca de 48 horas apds o tratamento, o tubo polinico ja

encontra-se na regido do ovario. Escala: 50 um.
Figura 7: Ovulos 72 horas apos o tratamento de autopolinizacdo. Escala: 25 um.

Figura 8. Ovulo cerca de 48 horas ap6s o tratamento de polinizagdo cruzada. Neste ovulo observa-

se a penetragdo do tubo polinico. Escala: 25 um



Tabela 1. Resultado dos testes sobre os sistemas de reprodugdo de Miconia chamissois: namero de flores
testadas, nimero de frutos obtidos e porcentagens de frutificagdo.

. . Porcentagem
Numero de Niumero de g

Tratamento flores fru.tos frutigzaqﬁo
testadas obtidos
Apomixia 75 3 4%
Controle 75 63 84%
Polinizagio Cruzada 75 68 90,67%
Autopoliniza¢cdo manual 75 20 26,67%
Autopoliniza¢io espontinea 75 5 6,67%

Desenvolvimento da antera, microsporogénese e microgametogenese

Os dez estames apresentam anteras bitecas e tetrasporangidas. O feixe vascular, colateral
na regido do conectivo, é envolto por células parenquimaticas relativamente grandes e
vacuoladas (figura 9). Os dois microsporangios de cada teca estdo separados por
aproximadamente quatro camadas de células parenquimaticas, que formam o septo
interesporangial.

Na antera jovem, a protoderme envolve na face ventral, células meristemadticas e. na face
dorsal, as células do conectivo. Em um estagio posterior, células meristematicas, por meio de
divisdes periclinais, originam a camada parietal primaria externamente, ¢ a camada
esporogénica primdria internamente. Células da camada parietal primaria, por sua vez,
dividem-se periclinalmente formando a camada parietal secunddria externa, voltada para a
epiderme, e a camada parietal secunddria interna, voltada para o tecido esporogénico primdrio
(figura 10). A camada parietal secunddria externa, por meio de divisdes periclinais origina o
endotécio e a camada média, enquanto a camada parietal secundaria interna diferencia-se
diretamente no tapete (figuras 10 e 11). Portanto, de acordo com sua origem, a formag¢do da
parede da antera ¢ do tipo dicotiledoneo (sensu Davis 1966).

As células esporogénicas primarias sofrem divisdes mitoticas e se diferenciam em células

esporogénicas, que sdo mais volumosas e apresentam citoplasma denso e nucleo evidente



Figuras 9 4 24 — Desenvolvimento do microsporingio, microsporogénese e
microgametogénese em Miconia chamissois.

Figura 9. Secgdo transversal da antera em um botdo floral ja com o0s microsporos formados. co:
conectivo. Escala: 100pm.

Figura 10. Detalhe da teca em inicio de desenvolvimento, em secgdo transversal. ep: epiderme;
cpp: camada parietal primaria; cep: células esporogénicas primarias; cps,: camada parietal
secundaria externa; cps,: camada parietal secundaria interna. Escala: 50um.

Figura 11. Detalhe de um microsporangio da antera com tecido esporogénico (te) na regido central
em processo de diferenciagdo. ep: epiderme; en: endotécio; cm: camada media; t: tapete. Escala:

25um.

Figura 12. Secgdo longitudinal da antera com detalhe da epiderme (ep), endotécio (en), camada
média (cm), tapete (1) e células-mae de micrésporos (CMMis) no inicio da meiose. Escala: 10um.

Figura 13. Secgdo longitudinal da antera com células-mée de micrésporos no inicio do processo
meiotico, envoltas pela parede de calose (seta). ep: epiderme; en: endotécio; cm: camada média; t:
tapete; CMMis: células-mae de micrésporos. Escala: 10um.

Figura 14. Reagdo com Azul de Anilina sob as c€lulas-mae de microsporos em microscopio de
fluorescéncia, evidenciando a deposi¢do de calose (seta). Escala: 25um.



(figura 11). O tecido esporogénico sofre proliferacdo até suas células entrarem em profase
meidtica, transformando-se entio em células-mae de micrésporos, que sdo maiores que as
células esporogénicas. Neste estdgio, a parede da antera apresenta os seguintes estratos
parietais: epiderme, endotécio, camada média e tapete, todos com apenas uma camada de
células (figurasl12 e 13).

As células-mae de microsporos, durante o inicio da meiose, sofrem deposi¢do de calose
entre a parede celular e a membrana plasmatica (figura 14). Na formag@o dos micrésporos,
primeiramente observa-se dois nucleos resultantes da fase I da meiose (figura 15). Ao final da
meiose I, as tétrades de micrésporos dispdem-se de forma tetraédrica (figura 16). estando
envolvidas pela calose (figura 17). A citocinese ¢ simultanea, ndo ocorrendo formagdo de
parede entre os microsporos durante as divisdes.

Com a dissolugdo da parede de calose os microsporos uninucleados sdo liberados (figuras
18 ¢ 19). Apos a formagdo de um vacuolo, o nucleo do micrésporo passa a ocupar uma
posi¢do marginal (figura 20). Apos uma mitose, €m-se um gametofito masculino formado por
duas células desiguais, a célula geradora e a célula vegetativa. A célula geradora ocupa
posi¢do marginal no gametdfito e ¢ menor que a célula vegetativa (figura 21). Os grdos de
pélen sdo tricolporados e liberados em ndmades no estagio bicelular, através de anteras com
deiscéncia poricida.

As células epidérmicas estdo presentes na antera madura e durante todo o perfodo de
antese floral. A epiderme que apresenta inicialmente pequenas c€lulas achatadas de paredes
finas, com o desenvolvimento da antera, passa a apresentar células altas e mais vacuoladas,
com nucleo periférico (figuras 10-13). O endotécio, inicialmente € constituido por células
semelhantes as da epiderme e da camada média. Com o desenvolvimento da antera, as c¢lulas
do endotécio tornam-se mais proeminentes. Durante a matura¢do das anteras a parede celular
do endotécio ndo sofre espessamento e esta camada se mantém presente na antera madura
(figuras 11-13). A camada média ¢ comprimida durante a formacdo das células mae de
megasporos, principalmente devido ao aumento das células do tapete (figuras 12 ¢ 13). ¢ na
antera madura estas células ja ndo sdo mais observadas. O tapete é do tipo secretor ou
glandular, e no inicio do seu desenvolvimento apresenta células isodiamétricas com
citoplasma denso e unico niicleo situado na posi¢do central (figuras 11 e 12). Durante o
desenvolvimento da antera estas células tornam-se mais volumosas e com conteido mais
denso (figuras 18 e 19). Nas fases posteriores as c€lulas do tapete vdo sendo absorvidas e se
degeneram. Na antera madura esta camada ja ndo ¢ mais observada, ocorrendo apenas alguns

resquicios que ndo foram totalmente consumidos.



Figura 15. Sec¢do longitudinal da antera. Detalhe das diades de nicleos (setas) resultantes da
meiose 1 nas células-mae de micrésporos. ep: epiderme; en: endotécio; cm: camada média; t:
tapete. Escala: 10pum.

Figura 16. Tétrades tetraédricas de microsporos, em seccdo longitudinal. Escala: 10um.

Figura 17. Reagdo com Azul de Anilina sob as tétrades de micrésporos em microscépio de
fluorescéncia, evidenciando a deposi¢do de calose. Escala: 25um.

Figura 18. Sec¢do transversal da teca mostrando os dois microsporangios. Observa-se nesta fase
a dissolucdo da calose, deixando as tétrades livres. Escala: 20um.

Figura 19. Detalhe de um dos microsporangios, com microsporos livres com unico nucleo
central (setas). Escala: 10 pm.

Figura 20. Micrésporos com vactiolo volumoso (seta) e nucleo marginal. Escala: 10pm.

Figura 21. Grdos de polen com a célula vegetativa, ocupando a regido central ¢ a pequena célula
geradora na regido marginal (seta). Escala: 10pum,
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Na fase de antese, os microsporangios formam uma Unica cavidade devido a degeneragéo
do septo interesporangial (figuras 22 e 23). Neste momento, a parede da antera ¢ formada
apenas pela epiderme e endotécio, ndo estando mais presentes a camada média ¢ o tapete

(figuras 22 e 23).

Desenvolvimento do megasporingio, megasporogénese e megagametogénese

O ovario de Miconia chamissois é trilocular, com numerosos ovulos em cada um dos
lculos. A placentagdo € axial. O dvulo € anatropo, crassinucelado ¢ bitegumentado, sendo o
tegumento externo formado por trés camadas e o tegumento interno formado por duas (figura
25). Ambos os tegumentos formam a micropila, que apresenta uma canal em “zig-zag™. O
dvulo apresenta na regido calazal, um tecido diferenciado, a hipdstase. Esta apresenta células
parenquimdticas pequenas com denso citoplasma e vactolo pouco volumoso.

O tegumento interno origina-se por divisdes periclinais das células epidérmicas, sendo
formado por duas camadas. Ja para a formagdo do tegumento externo, que possui trés
camadas de células, além de células epidérmicas, também ocorre a participagdo de células
subepidérmicas.

Inicialmente o 6vulo apresenta a epiderme nucelar e uma ou mais células iniciais
esporogénicas ou iniciais arquesporicas. Uma Gnica célula inicial sofre divisdo formando uma
célula parietal primaria e uma célula esporogénica (arquesporial). A célula parietal primaria
divide-se, formando de quatro a cinco camadas parietais entre a epiderme nucelar e a célula
arquesporial, caracterizando o ¢vulo do tipo crassinucelado (figura ).

A célula esporogénica diferencia-se em célula-mae de megasporo, que € alongada e
apresenta citoplasma denso e nucleo proeminente (figura 25). Neste momento. devido a
grande multiplicagdo de células na regido do funiculo, o 6vulo ja inicia sua curvatura anatropa.
A célula-mie de megasporo sofre meiose, originando uma diade (figura 26) e posteriormente
uma tétrade linear de megésporos (figura 27). O megasporo funcional ¢ o calazal, que se
desenvolve, enquanto os outros se degeneram. Divisdes mitdticas do megasporo funcional
(figuras 28 ¢ 29) levam a formagéo do saco embriondrio do tipo Polygonum, que apresenta 0
aparato oosférico, composto por duas sinérgides e a oosfera; trés antipodas ¢ uma célula
central com dois nucleos polares (figuras 30 e 31).

As antipodas, que se localizam no polo calazal do saco embrionario, sdo efémeras. Os
dois nucleos polares da célula central se fundem antes da antese. No saco embrionario maduro,
as sinérgides apresentam um vactiolo voltado para a regido calazal e 0 nucleo voltado para o

polo micropilar. Ja na oosfera, o nuicleo localiza-se voltado para a posi¢ao calazal e o vactolo



Figura 22. Sec¢do transversal da antera madura com os grios de pélen. Septo interesporangial
degenerou-se (seta), formando uma unica cavidade em cada teca.Escala: 100 um.
Figura 23. Detalhe de uma das tecas em um botao em fase de pré-antese. ep: epiderme, en:

endotécio. Escala; 25 um.
Figura 24. Gréos de pélen vidveis corados com Carmim Acético. Escala: 25 um.
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ocupa a regido micropilar. Sinérgides ¢ oosfera apresentaram 0 formato de péra. Cerca

horas apos a fecundagdo fol possivel observar a singamia, ou seja, a fusdo da oosfera com 0

gametofito masculino e do nucleo secundario com 0 outro gametofito (figura 32)

Miconia albicans
Desenvolvimento do microsporangio, microsporogénese ¢ microgametogénese

A espécie Miconia albicans também apresenta 10 estames com anteras bitecas €
tetrasporangidas. A vascularizagao ocorre através de um feixe vascular presente na regido do
conectivo, circundado por cé€lulas parenquimaticas, relativamente grandes e vacuoladas. Os
dois microsporangios de cada teca estao separados por cerca de quatro camadas de células
parenquimaticas, que formam um septo interesporangial (figuras 33 ¢ 34).

A antera jovem apresenta uma protoderme que envolve, na face ventral, células do
meristema fundamental e na face dorsal células meristematicas que circundam o0 conectivo.
As células do meristema fundamental sofrem divisdes periclinais e originam a camada
parietal primaria, no lado epidérmico, e a camada esporogénica primaria, voltada para o lado
interno. A camada parietal primdria passa por divisdes periclinais, formando a camada
parietal secundaria externa, voltada para a epiderme, ¢ a camada parietal secunddria interna,
voltada para o tecido esporogénico. A camada parietal secundéria externaatraves de divisdes
periclinais origina o endotécio ¢ a camada média, enquanto a camada parietal secundaria
interna diferencia-se diretamente no tapete externo. Assim, de acordo com sua origem, a
formagdo dos estratos parietais ¢ do tipo dicotiledoneo (sensu Davis 1960).

A epiderme, o endotécio, a camada média e o tapete, apresentam inicialmente
caracteristicas muito semelhantes as encontradas em M. chamissois, nao possuindo nenhuma
diferenca a ser destacada.

As células esporogénicas primarias sofrem muitas divisdes ¢ diferenciam-se em células
esporogénicas, que sdo mais volumosas que as primeiras. As células esporogénicas originam
as células-mie de micrésporos. que apresentam citoplasma denso e nicleo conspicuo. Nesta
fase, a parede da antera é composta pela epiderme, endotécio, camada média e tapete, todos
unisseriados (figura 35).

Nesta espécie a meiose ndo é regular e apesar de serem observadas algumas tétrades
tetraédricas de microsporos, estas sio andmalas. Os poucos microsporos formados sdo
irregulares e ndo se desenvolvem em gamet6fitos masculinos, resultando em anteras maduras
sem grilos de pélens, que possuem apenas restos de células oriundos do tapete ou dos proprios

microsporos que ndo se desenvolveram. O tapete, no momento da formagdo das tétrades de



Figuras 25 a 32 - Megasporogénese e megagametogénese em Miconia chamissois.

Figura 25. Seccdo longitudinal do 6vulo com célula-mde de megasporo, que encontra-se
separada da epiderme nucelar por camadas de células parietais. Tegumento externo formado por
3 camadas e tegumento interno formado por 2. CMMes: célula-méde de megasporo; cp: camadas
parietais; te: tegumento externo; ti: tegumento interno. Escala: 50pm.

Figura 26. Detalhe da diade resultante da meiose I da célula-mde de megasporo. Escala: 25um.
Figura 27. Detalhe da tétrade de megésporo apds meiose [I. Escala: 25um.

Figura 28. Saco embrionario binuclear. A seta indica um dos ntcleos. Escala: 20pum.

Figura 29. Saco embriondrio tetranuclear. As setas indicam os ntcleos. Escala: 25um.

Figura 30. Detalhe da célula central antes dos nlicleos polares se fundirem. Escala: 20pm.

Figura 31. Detalhe da regido micropilar do 6vulo em antese. Observa-se a oosfera, as sinérgides
e o nucleo secundario, resultante da fusdo dos nucleos polares da célula central. o: oosfera; s:
sinérgide; ns: nucleo secundario. Escala: 20um.

Figura 32. Ovulo fecundado. Setas indicam o inicio da formagdo do endosperma e a oosfera
fecundada. Escala 20um.
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microsporos ja se apresenta degenerado, ao contrario do que ocorre em M. chamissois, onde
se observou a presenga do tapete até a formagdo dos microsporos. A parede da antera madura
¢ formada pela epiderme e endotécio (figuras 36-40). Nesta fase, o septo interesporangial
degenera-se, € os dois microsporangios de cada teca formam entdo uma unica cavidade

(figura 40).

Desenvolvimento do megasporangio, megasporogénese e megagametogénese.

Miconia albicans apresenta ovario trilocular, com grande quantidade de dvulos presentes
em cada loculo. A placentagdo ¢ axial. O ¢vulo ¢ andtropo, crassinucelado ¢ bitegumentado,
com o tegumento externo formado por trés camadas e o tegumento interno formado por duas
(figura 41). Ambos os tegumentos formam a micropila, que apresenta um canal em “zig-zag™.
Na regido calazal, um tecido se diferencia, formando a hipostase, que apresenta células
parenquimaticas pequenas com denso citoplasma e vacuolo pequeno.

O tegumento interno origina-se por divisdes periclinais das c€lulas epidérmicas, e ¢
formado inicialmente por duas camadas. Ja para a formagao do tegumento externo. que possul
trés camadas de células, além de células epidérmicas, também ocorre a participagdo de células
subepidérmicas.

O ovulo apresenta inicialmente a epiderme nucelar ¢ uma ou mais células iniciais
esporogénicas (iniciais arquespdricas) (figuras 41 e 42). Uma unica célula inicial sotre divisdo
formando uma célula parietal primaria e uma célula esporogénica ou arquesporial (figura 43 ¢
44). A célula parietal primaria divide-se, formando cerca de cinco camadas parietais entre a
epiderme nucelar e a célula arquesporial, caracterizando o 6vulo do tipo crassinucelado. que ¢
determinado por uma posi¢do mais aprofundada da célula esporogenica (figura 45).

A célula esporogénica diferencia-se em célula-mde de megdsporo (figura 45), que ¢
alongada e apresenta citoplasma denso ¢ nucleo proeminente. Neste momento, devido a
grande multiplicagdo de células na regido do funiculo, o évulo ja inicia sua curvatura anatropa.

A célula-mde de megdsporo passa por uma meiose irregular, originando uma diade
aparentemente normal (figura 46) ¢ posteriormente uma tétrade de megdsporos. sendo o
megasporo calazal funcional, que se desenvolve enquanto os outros se degeneram (figura 47).
Devido possivelmente a uma duplica¢do do ntmero de cromossomos apos a meiose, observa-
se a presen¢a de dois nucléolos no megdsporo funcional (figura 47). O megasporo nio
reduzido origina um saco embrionario do tipo Polygonum (figura 48). Este apresenta uma
oosfera e duas sinérgides em forma de péra, que formam o aparato oosférico, trés antipodas

efémeras e uma célula central com dois nicleos polares que se fundem antes mesmo da antese.
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Figura 33 4 40 — Desenvolvimento do microsporingio, microsporogénese e microgametogénese
em Miconia albicans.

Figura 33. Seccdo transversal do botdo floral, mostrando os 10 estames presentes nas flores da
espécie. Escala: 200um.

Figura 34. Detalhe de uma antera em secgdo transversal, Observa-se os quatro microsporangios, as
duas tecas e o conectivo. co: conectivo. Escala: 100um.

Figura 35. Detalhe de um microspordngio em sec¢do transversal, mostrando os estratos parietais
presentes: epiderme (ep), endotécio (en), camada média (cm) e tapete (t). Observa-se também o
tecido esporogénico (te). Escala: 10um.

Figura 36. Detalhe das tétrades de microsporos irregulares, em sec¢do longitudinal. Nota-se apenas
restos do tapete e da camada média. ep: epiderme: en: endotecio. Escala: 10pum.

Figura 37. Detalhe das tétrades de micrésporos irregulares, em secgdo transversal. Escala: 10pm.

Figura 38. Secgdo transversal do botdo floral, mostrando a degeneragdo dos microsporos em todas as
anteras. Escala: 200um.

Figura 39. Dois botdes florais em sec¢do transversal, um antes e o outro apos o processo de meiose
irregular, que leva a degeneragdo dos microsporos. Escala: 200um.

Figura 40. Sec¢do transversal de uma antera madura. O septo interesporangial em processo de
ruptura, para formagdo de uma unica cavidade. Microsporéngio quase vazio, com restos celulares
em degeneragdo. Nesta fase a parede da antera ¢ formada por epiderme (ep) e endotécio (en).
Escala: 20um.



formando o nucleo secundario (figuras 49 e 50). Portanto, o saco embrionario maduro
encontrado em M. albicans é muito similar ao encontrado em M. chamissois. Apos a
formagdo do saco embriondrio, a oosfera ndo reduzida, oriunda da meiose irregular da célula-
mae de megasporo, sofre divisdes e da origem ao embrido (figuras 51 ¢ 52). Portanto, a
apomixia que ocorre nesta espécie ¢ do tipo diplospérica. As sinérgides se degeneram ¢ o
ntcleo secundério divide-se, originando um endosperma nuclear, possivelmente diploide
(figuras 53 e 55). Com o desenvolvimento do embrido (figura 54), células do nucelo tornam-
se grandes ¢ frouxas, com a parede celular muito delgada.

Como as anteras ndo apresentam grdos de polen vidveis, presume-se que ndo ha
fecundagdo para a espécie e, portanto, o endosperma e 0 embrido sdo autdbnomos e tém origem

unicamente materna.



Figuras 41 a 55: Desenvolvimento do megasporingio, megasporogénese e
megagametogénese.

Figura 41. Ovulo em inicio de desenvolvimento, mostrando o inicio da formagdo dos tegumentos
interno (ti) e externo (te), e a epiderme nucelar envolvendo células esporogénicas iniciais (CEi).
Escala: 20um.

Figura 42. Secgio longitudinal do évulo. Nota-se uma {inica célula inicial esporogénica (CED) se
diferenciando. Escala: 20um.

Figura 43. Detalthe do dvulo em secgao longitudinal, mostrando a formagao da camada parietal
primaria (cpp) ¢ da camada esporogénica (ce). Escala: 20um.

Figura 44. Detalhe da camada esporogénica. A célula parietal priméria sofre divisoes periclinais
¢ anticlinais, formando a camada de células parietais. Escala: 20um.

Figura 45. Detalhe da célula-mée de megasporo (CMMes), separada da epiderme nucelar pela
camada parietal (cp). Escala: 25um,

Figura 46. Diade apos a meiose [, aparentemente normal. Escala: 20um.

Figura 47. Megdsporo calazal funcional e o restante em degeneragéio. Observa-se a presenca de
dois nicleos que podem indicar a duplicagdo do numero de cromossomos apos a meiose. Escala:
20pm.



Figura 48. Saco embrionério do tipo Polygonum, com duas sinérgides (s), uma oosfera (o),
nucleo secundario da célula central (ns) e trés antipodas (a). Escala: S0um.

Figura 49. Detalhe da regido micropilar do 6vulo da figura anterior. Observa-se o aparato
oosférico com duas sinérgides e a oosfera; e também o nicleo secundario da célula central.
s: sinérgide; o: oosfera; ns: nucleo secundario. Escala: 20um.

Figura 50. Detalhe da oosfera e nucleo secundario. o: oosfera; ns: nicleo secundario.
Escala: 20um.

Figura 31. Oosfera. Escala: 20pum.

Figura 52. Detalhe do inicio do desenvolvimento do embrido apomitico originado da
oosfera ndo reduzida. Escala: 20um.

Figura 53. Detalhe de uma oosfera ja se dividindo (com dois nucléolos — seta). Formagéo
inicial do endosperma nuclear. Neste plano observa-se um nicleo do endosperma se
dividindo. Escala: 20pum.

Figura 54. Aspecto geral do embrido apomitico na regido micropilar. Provavelmente
originado da oosfera. Escala: 25um.

Figura 55. Embrido apomitico ¢ parte das células do endosperma nuclear (setas). Escala:
25um.
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5. DISCUSSAO

Os resultados das andlises complementares do sistema de reproducdo de Miconia
chamissois confirmaram a natureza sexual da espécie, em oposicdo as caracteristicas
claramente apomiticas de Miconia albicans.

As caracteristicas morfologicas de Miconia chamissois como anteras poricidas, simetria
radial, odor suave, antese diurna, encaixam-se na sindrome de polinizagdo por melitéfila,
descrita por Faegri & Pijl (1979).

O odor adocicado, que se observou na espécie pode ser produzido em varios locais, como
em osméforos localizados na superficie da corola, dos filetes, do estilete, da regido dos poros
das anteras e também das papilas estigmaticas. A presenga de tricomas glandulares no hipanto,
no ovario ou nos filetes, também pode contribuir para intensificar o odor nas flores, como
descrito em Cambessedesia hilariana (Fracasso & Sazima 2004). Outra possibilidade € do
odor ser emitido pelos graos de polen. Como nas anteras poricidas o polen ndo esta exposto.
esse odor poderia funcionar como um guia ao androceu. Padrdes como este foram verificados
em outras espécies com anteras poricidas, como Solanum spp. (Solanaceae) e Bellucia
imperialis (Melastomataceae) (Buchmann 1983).

Quanto ao sistema reprodutivo, M. chamissois apresentou um nimero semelhante de
frutos formados a partir de polinizagdes cruzadas (90.67%) e poliniza¢des naturais (84%).
Uma vez que a espécie possuiu um nimero pequeno de frutos formados por autopolinizagao
espontanea (6,67%) e ndo é apomitica, esse resultado expressa a eficiéncia dos polinizadores
naturais da espécie na populagdo estudada. Anteras poricidas requerem poliniza¢do por
vibragdo e, apesar da formagdo esporadica de frutos por autopolinizagdo espontdnea, fazem
com que a espécie seja dependente da polinizagdo bidtica para reproducdo. O fato das anteras
ocorrerem em dois verticilos pode aumentar a drea de deposi¢do do polen na superficie do
polinizador, resultando em maiores chances do estigma receber o grdo de polen, conforme
observado em C. hilariana por Fracasso & Sazima (2004).

A menor taxa de frutificagio de flores oriundas de autopolinizagdo espontinea, quando
comparada a flores submetidas ao tratamento de autopoliniza¢do manual, indicou que os

caracteres morfolégicos presentes na espécie, de fato tendem a diminuir a autopolinizagdo
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natural e promover a polinizagdo cruzada. Renner (1989) descreve a separagdo espacial entre
estigma e anteras (hercogamia) como a principal forma de espécies da familia
Melastomataceae diminuir as chances de autopolinizagdo antes ¢ durante a antese. Além disso.
o contato do visitante com o estigma antes mesmo da coleta do polen € favorecido por esta
estrutura localizar-se a frente dos poros da antera. Em apenas duas espécies do género
Miconia foram documentados casos de frutificagdo em flores originadas de tratamentos de
autopoliniza¢do espontanea, sendo descritas em M. minutiflora (Goldenberg & Shepherd 1998)
e em M. sintenisii (Dent-Acosta & Breckon 1991). Segundo Goldenberg & Shepherd (1998)
estas espécies possuem anteras com poros largos que aparentemente ndo necessitam de
polinizagdo vibratil.

A andlise dos pistilos revelou que nas flores autopolinizadas ¢ naquelas advindas de
polinizagdo cruzada, a velocidade de crescimento dos tubos polinicos foi similar. Além disso,
nio foi observada a presenga de sitios de incompatibilidade em flores autopolinizadas. Este
resultado contrasta com o obtido para essa mesma espécie por Souza-Silva (1997), que
documenta a formagio de sitios de auto-incompatibilidade. No entanto, essa autora registra a
frutificagdo de 4% de frutos oriundos de autopolinizagdo, sugerindo que podem ocorrer falhas
no sistema de incompatibilidade. O indice de auto-incompatibilidade (ISI) de 0,29 sugere que
a espécie ¢ autocompativel (valores acima de 0,25 indicam autocompatibilidade). Este nimero
¢ muito superior ao obtido por Souza-Silva (1997) para a mesma espécie (0,05), sendo que as
diferengas encontradas podem ser resultantes da coleta de dados em populagdes distintas.

Apesar de ndo terem sido encontrados sitios de auto-incompatibilidade ao longo do
estilete nos pistilos de flores submetidas a autopolinizagdo manual, o numero de frutos
formados a partir desse tratamento (26,67%) foi bem menor que o nimero de frutos formados
a partir de polinizagdes cruzadas (90,67%). Esse resultado pode ser explicado por algum tipo
de mecanismo de auto-esterilidade ou depressio endogdmica, onde alelos recessivos
causariam falhas no desenvolvimento de sementes e frutos resultantes de autocruzamentos.
Resultados semelhantes foram encontrados para C. hilariana (Fracasso & Sazima 2004), onde
apesar de ndo existirem diferengas quanto ao crescimento do tubo polinico entre os dois
tratamentos (auto e cruzada), a frutificagdo de tlores autopolinizadas foi bem menor quando
comparadas & frutifica¢do de flores sob tratamento de polinizagdo cruzada.

O pequeno nimero de frutos formados em flores submetidas ao tratamento para verificar a
presenga de apomixia, revela que M. chamissois ndo possui esse sistema de reprodugdo.
Resultados obtidos anteriormente com a espécie também ndo indicaram apomixia (Souza-

Silva 1997), confirmando nossos resultados. Frutos formados apos este tratamento
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provavelmente resultaram de contaminagdes, ja que as espécies verdadeiramente apomiticas
da familia demonstram alto indice de frutificagdo (Goldenberg & Shepherd 1998).

As observagdes embrioldgicas mostraram caracteristicas semelhantes entre as duas
espécies estudadas. Tobe e Raven (1983) descrevem oito caracteristicas embriologicas que
definem a ordem Myrtales. Destas, sete foram descritas para as espécies investigadas, sendo
elas: tapete do tipo glandular, pélen bicelular na dispersdo (apenas para M. chamissois, ja que
M. albicans ndo apresenta graos de polen), presenga de um tegumento interno formado por
duas camadas de células, 6évulo crassinucelado, micropila formada por ambos os tegumentos,
antipodas efémeras e formag@o de um endosperma nuclear (observado em M. albicans).

A presenga de quatro microsporangios em cada antera, como relatado nas duas espécies
aqui descritas, segue um padrdo encontrado para Melastomataceae, e também para muitas
outras espécies da ordem Myrtales (Tobe ¢ Raven 1983). Davis (1966) relata que a condicdo
tetrasporangiada ¢ comum e ocorre como um carater exclusivo em 190 familias, sendo 83.6%
destas dicotiledoneas.

O desenvolvimento da parede da antera, do tipo dicotiledoneo (Davis 1966), foi
encontrado em ambas as espécies estudadas. Este autor relata que o tipo dicotiledoneo ¢
derivado do tipo béasico por uma supressdo da divisdo periclinal da camada parietal secundaria
interna, que se diferencia diretamente no tapete. Esse tipo de formagdo da parede da antera
ocorre em cerca de 43 familias, a maioria dicotiledéneas. O desenvolvimento do tipo
dicotiledoneo foi relatado em outras espécies de Melastomataceae, como em Miconia cabuci
(Medeiros & Morretes 1996), Tibouchina cerastifolia (Medeiros & Roos 1996), Tococa
Sformicaria, M. ferruginata, M. rubiginosa, M. theaezans ¢ M. elegans (Simdo el al. 2000).

Ambas as espécies apresentam a parede da antera formada por epiderme, endotécio.
camada média e tapete, todos unisseriados. A epiderme e o endotécio sdo encontrados na
antera no momento da antese nas duas espécies aqui estudadas. A persisténcia da epiderme
parece ser um carater embriologico uniforme nas espécies de Melastomataceae estudadas até
o momento e também nas angiospermas em geral (Davis 1966, Tobe & Raven 1983,
Medeiros & Morretes 1996, Medeiros & Roos 1996, Siméo er al. 2006). Porém, o endotécio
ndo segue um unico padrdo. Simdo er al. (2006) encontraram para algumas espécies de
Miconia (M. ferruginata, M. rubiginosa, M. theaezans e M. elegans) apenas a epiderme
persistente no momento da antese. Ja para Tococa formicaria (Simio ef al. 2006), Miconia
cabucu (Medeiros & Morretes 1996) ¢ Tibouchina cerastifolia (Medeiros & Roos 1996) os
autores relataram a presenca da epiderme e do endotécio durante o estagio de antese floral,

assim como nas espécies descritas neste trabalho.
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Nas duas espécies investigadas, o endotécio ndo desenvolveu espessamentos € nem
deposigdo de substancias nas paredes anticlinais. Em anteras com deiscéncia poricida, como €
o caso das espécies estudadas, as células do endotécio nio sofrem nenhum espessamento, ja
que essa caracteristica estd associada com mecanismos de deiscéncia da antera (Davis 1966).

A camada média € unisseriada e degenera-se ao longo do desenvolvimento da antera tanto
em M. chamissois quanto em M. albicans. Davis (1966) afirma que a familia
Melastomataceae apresenta geralmente uma Unica camada média, a exce¢do de Melastoma
malabathricum. Simdo (comunica¢do pessoal) verificou em Rhynchanthera grandiflora a
presenga de trés camadas médias. Goldenberg er al. (2003) também observou mais de uma
camada média em duas espécies de Miconia (M. pusilliflora e M. cinnamomifolia). Dadas as
variagdes observadas, essa caracteristica nio pode ser adotada como um carater embrioldgico
de valor taxonémico para definigdo desta familia. Além disso, estudos envolvendo a descrigdo
¢ 0 desenvolvimento da parede da antera devem ser realizados em um nimero maior de
espécies de Melastomataceae, para o esclarecimento de tais variagdes no nimero de camadas
médias,

Em M. chamissois e M. albicans verificou-se a presenca de um tapete glandular
unisseriado e uninucleado. Miconia ferruginara, M. rubiginosa, M. theaezans € M. elegans
também apresentam essa mesma estrutura (Siméo e/ al. 20006), assim como Miconia cabucu
(Medeiros & Morretes 1996) e Tibouchina cerastifolia (Medeiros & Roos 1996) confirmando
a descrigdo de Davis (1966) para a familia. Tobe ¢ Raven (1983) relatam que a ocorréncia de
um tapete glandular € amplamente difundida na ordem Myrtales e também nas dicotileddneas
(cerca de 87%). Porém, para os autores, o fato das células do tapete das espécies de
Melastomataceae apresentarem apenas um nucleo, ¢ um cardter que distingue a familia
Melastomataceae de outras familias da ordem Myrtales, que apresentam tapete com células bi
ou multinucleadas.

Na espécie apomitica M. albicans, a degeneracio das células do tapete ocorre
precocemente, sendo que pouco depois da formagdo de alguns microsporos, essa camada ja
néo € mais vista. O tapete ¢ um tecido que esta diretamente relacionado com a nutrigdo ¢
desenvolvimento dos micrésporos. Problemas no funcionamento das células deste tecido
podem causar esterilidade do polen (Bhandari 1984). Portanto, a degeneragdo precoce do
tapete, quando comparado a espécie sexuada, também pode contribuir para irregularidades no
processo de desenvolvimento dos microsporos em M. albicans.

A presenga de calose envolvendo as células-mie de micrésporos, em inicio de préfase

meidtica e também os micrésporos, como ocorre em M. chamissois, é importante pelo fato de
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criar um compartimento que isola o tecido esporogénico do tecido somatico, principalmente

das células do tapete. Além disso, também isola os microsporos individualmente para seu

desenvolvimento, conferindo-lhes protegao mecanica e evitando sua desidratacdo. A enzima

calase, produzida pelo tapete, ¢ responsavel pela degradagao da calose. e esta ligada ao pH do

16culo, sendo fundamental para o desenvolvimento do grdo de pélen (Bhandari 1984).

Quanto a microsporogénese, em ambas as espécies, a citocinese ¢ simultanea, formando
uma tétrade tetraédrica. Estes mesmos resultados foram obtidos apara outras espécies de
Miconia (Medeiros & Moretes 1996, Medeiros & Ross 1996, Simdo et al. 2006) e parece st
um padrdo para a familia Melastomataceae (Davis 1966, Johri et al. 1992).

A formagdo do gametofito masculino em M. chamissois transcorre normalmente. sendo
liberado no estagio bi-celular. Tobe e Raven (1983) indicam para os membros de Myrtales a
presenga de polen bi-celular. Apesar de Davis (1966) e Johri et al. (1992) relatarem para a
familia grios de pélen tricelulares, outros trabalhos realizados com Melastomataceae também
relatam o mesmo padrdo encontrado em M. chamissois (Medeiros & Morretes 1990. Medeiros
& Roos 1996, Simao ef al. 2006).

Em M. albicans, ocorre uma interrup¢do na formagao normal dos grios de polen no
momento da meiose. Algumas divisdes podem até ocorrer, formando tétrades tetraédricas de
microsporos, que apresentam formato bastante irrcgular. Mas, neste mesmo estagio, até
mesmo as células do tapete ja se apresentavam deterioradas, a0 contrario do tapete observado
em M. chamissois para esta mesma fase. Os microsporos que foram originados dessas
divisdes meidticas nio se desenvolvem, resultando em anteras maduras sem graos de polen
vidveis e praticamente vazias. Varios casos de espécies apomiticas de Melastomataceae com
viabilidade polinica baixa ou nula sdo relatados (Borges 1991, Goldemberg & Shepherd 1998,
Souza-Silva 2000, Simdo er al. 2006), apesar de ndo se constituirem em uma regra para
espécies apomiticas da tamilia (Souza-Silva 2000, Goldenberg & Shepherd 1998).

Eventos de completa esterilidade masculina estdo associados a apomixia. Entretanto, na
familia, ha casos de espécies apomiticas que apresentam individuos com alto indice de
viabilidade polinica e também casos de espécies sexuadas que possuem polen pouco viavel,
geralmente, devido a fatores ambientais. Por isso, a associagdo direta entre viabilidade
polinica e apomixia deve ser evitada em Melastomataceae (Goldenberg & Shepherd 1998).

Acredita-se que a variagdo da viabilidade polinica em espécies apomiticas pode estar
relacionada principalmente a irregularidades no processo de divisdo meidtica (Goldenberg &
Shepherd 1998). O niimero bésico de cromossomos para a tribo Miconieae é n=17 (Almeida

& Chuang 1992). Entretanto, estudos revelaram que devido & poliploidia espécies apomiticas



19

de Melastomataceae apresentaram o nimero de cromossomos maior que 17. Tal fato tem
como provével causa a origem hibrida destas espécies. Existe uma forte relagdo entre numero
de cromossomos elevados, de origem poliploide, apomixia e irregularidades na melose, que
leva a infertilidade do grido de polen (Nijs & Menken 1996, Goldenberg & Werpachowski
2004). Na espécie M. albicans, 0 numero de cromossomos varia entre amostras de diferentes
regides, 2n=34 e 2n=48 (Solt & Wurdack 1980). Goldenberg e Shepherd (1998) discutem que
espécies com populagdes difundidas podem variar no nivel de ploidia e grau de apomixia. O
nimero de cromossomos desta espécie indica sua possivel origem hibrida, levando a
poliploidia e conseqiientemente a irregularidades no processo meiotico, explicando a
viabilidade nula de polen encontrada nas populagdes da espécie aqui estudada.

Em M. chamissois e M. albicans os oOvulos sdo anétropos, crassinucelados,
bitegumentados e com micropila formada por ambos os tegumentos. Esse padrdo também ¢
encontrado em outras espécies da familia Melastomataceae estudadas (Subramanyam 1941,
Davis 1966, Borges 1991, Johri ef al. 1992, Medeiros & Morretes 1996). Ovulos anatropos
§i0 O0s mais comuns entre as angiospermas, sendo que 204 familias apresentam
exclusivamente 6vulos com esta forma (Davis 1966). A curvatura anatropa comega logo no
inicio da formacdo dos ovulos, geralmente pelo crescimento de células do funiculo (Bouman
1984), como foi observado nas espécies investigadas neste trabalho.

M. albicans e M. chamissois apresentaram, na regido calazal dos ovulos, a hipdstase, um
tecido diferenciado com células parenquimaticas pequenas, denso citoplasma e pouco
vacuoladas. Este cardter ja foi encontrado em outras especies de Melastomataceae (Davis
1966, Johri et al. 1992, Medeiros e Morretes 1996) ¢ também na ordem Myrtales (Tobe &
Raven 1983). Segundo Bouman (1984), muitas fungdes sao atribuidas a hipdstase: ela pode
atuar como um tecido de barreira ao avango ilimitado do saco embrionario, pode facilitar o
transporte de substancias nutritivas conectando o feixe vascular ao saco embrionario €, além
disso, pode ser responsavel pela produgdo de determinadas enzimas e hormonios.

Os padrdes de megasporogénese ¢ megagametogénese observados em M. chamissols,
como a formagdo uma tétrade linear de megdsporos, sendo o megasporo calazal funcional
originando um saco embrionario do tipo Polygonum sdo os mesmos encontrados para outras
espécies de Melastomataceae (Davis 1966, Borges 1991, Johri er al. 1992, Medeiros &
Morretes 1996). A tétrade linear de megdsporos ¢ o padrdo mais comum enire as

angiospermas, sendo que 213 familias desse grupo apresentam exclusivamente esse carater

(Bouman 1984).
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A presenga de antipodas efémeras, que se degeneram no periodo de antese, confirma os
resultados obtidos para a maioria das espécies da ordem Myrtales (Tobe & Raven 1983) e
também para a familia Melastomataceae (Subramanyam 1941, Davis 1966, Borges 1991,
Johri er al. 1992, Medeiros e Morretes 1996). Entre as angiospermas, as antipodas apresentam
grande variagdo, € podem, como em algumas monocotiledoneas, proliferar-se em um tecido
multicelular. Entretanto, em muitos grupos de dicotiledoneas ¢ comum a degeneragdo das
antipodas antes ou durante a maturagao do saco embrionario (Bouman 1984). As sinérgides ¢
as oosferas apresentaram uma forma comum a estas células: o formato de péra. e localizam-se
no pélo micropilar do saco embriondrio. como descrito de forma geral para as angiospermas
(Bouman 1984). Nas Melastomataceas estudadas até o momento, a fusdo dos nicleos polares
da célula central ocorre antes da antese (Davis 1966, Johri er al. 1992, Medeiros e Morretes
1996), como foi descrito em ambas as espécies estudadas.

Como descrito, em M. albicans 0 saco embrionario também ¢é do tipo Polygonum ¢
bastante similar ao encontrado em M. chamissois. Esse resultado confirma a afirmagdo de
Rutishauser (1982) de que as espécies apomiticas diplosporicas conservam 08 mecanismos de
desenvolvimento do saco embrionario de seus parentes sexuados, porém, ndo experimentando
uma meiose tipica, 0 que acarreta a presenga de nucleos ndo reduzidos no saco embrionario.

A diferenga fundamental observada entre as duas espécies € que em M. albicans a melose
parece resultar em megasporos dipléides e ndo haploides como os que geralmente ocorrem
em espécies sexuadas, como M. chamissois. Como nado foi observada a ocorréncias de
aposporos € o embrido se origina de um saco embrionario aparentemente normal, M. albicans
apresenta apomixia do tipo diplospérica. O que foi observado na espécie foi a primeira fase da
meiose seguida por uma segunda fase da meiose aparentemente assimétrica ¢ evidéncias de
duplicagdio do niimero de cromossomos do megasporo calazal, que levou a formagdo de um
saco embriondrio nao reduzido.

Nogler (1984) descreve varios tipos basicos de diplosporia. A diplosporia mitotica,
também chamada de tipo Antennaria € 0 processo mais comum, ocorrendo quando a meiose €
totalmente inibida. Neste caso, a célula-mae de megasporo prossegue dirctamente para a
primeira mitose, funcionando como um megéasporo viavel diploide, que origina um saco
embrionario ndo reduzido. A diplosporia do tipo Anfennaria ocorre em gEneros como
Antennaria, Burmannia, Erigeron, Poa, Calamagrostis, Nardus, etc. (Nogler 1984).

O tipo Taraxacum é um outro tipo de diplosporia (Nogler loc.cir). Neste caso, a célula-
mie de megasporo entra em profase meidtica, mas a meiose I resulta em uma restituicdo dos

nticleos. A segunda divisdo meidtica continua com o numero nio reduzido de cromossomos e



21

resulta em uma diade também néo reduzida, na qual o megasporo calazal, através de mitoses,
da origem ao saco embrionario. Este processo foi descrito em Taraxacum, Battaglia,
Paspalum, Agropyron, €tc. (Nogler 1984). Segundo Basham (1980) pode ocorrer também
uma meiose seguida da duplicagdo espontanea do numero de cromossomos do megasporo
funcional, padrdo semelhante ao encontrado em M. albicans. Nogler (1984) descreve que a
duplicagéo do niimero de cromossomos ap0s a meiose € raramente descrita, e foi relatada em
Potentilla colina, Saccharum e Ranunculus auricomus.

Borges (1991). também relatou apomixia gametofitica, possivelmente diplosporica, em
uma espécie de Melastomataceae (Leandra australis). Além disso, em Leandra cordifolia
(Subramanyam 1941) ocorre a dupla formagdo de sacos embrionarios, que poderiam indicar
aposporia, porém também a presenca de arquesporios multiplos, como ja relatado por Tobe &
Raven (1983) em Myrtales.

Em M. albicans, ndo ha formagio de grios de polen e. portanto. ndo ha fecundagdo.
Entretanto, verificou-se o desenvolvimento do endosperma a partir da c€lula central,
indicando que a apomixia encontrada na espécie ¢ autdnoma. Segundo Nogler (1984), a
polinizagio e a fertilizagdo da celula central sdo imprescindiveis para as espécies apomiticas
pseudogdmicas, com exce¢ado de algumas gramineas, em que O estimulo da polinizagdo ¢
suficiente para iniciar o desenvolvimento do endosperma. Ja nas apomiticas autonomas, o
desenvolvimento do endosperma e também do embrido ndo dependem dos eventos de
polinizago, ¢ a oosfera e 0 nucleo polar (ndo reduzidos) ndo requerem fertilizacdo. Para este
mesmo autor, a maioria das espécies autbnomas sao diplospéricas, assim como M. albicans.
O endosperma. entretanto, parece nao se desenvolver no tecido nutritivo da semente em M.
albicans. O tecido nutritivo que vai ser consumido pelo embrido durante o desenvolvimento ¢
principalmente formado por células do nucelo. Este tipo de desenvolvimento seminal
exalbuminoso ¢ caracteristico da ordem Myrtales e talvez ajude a explicar a autonomia do
processo de apomixia na espécie estudada.

Apesar de algumas lacunas remanescentes, o presente trabatho permitiu comparar com
sucesso a embriologia e reprodugdo das espécies de Miconia estudadas, que mostraram
padrdes de desenvolvimento semelhantes e consistentes com as informagdes existentes para a
familia Melastomataceae. Foi possivel verificar a fase de interrupgdo na formagdo do grao de
polen, que leva a inviabilidade polinica em M. albicans. contrastando com a formagdo normal
observada em M. chamissois. Foi possivel mostrar também que a ocorréncia de meiose,
aparentemente anOmala, resulta em duplicagdo cromossomica ¢ em um saco embriondrio ndo

reduzido, caracterizando M. albicans como diplosporica. A formagdo de um saco cmbrionario,
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aparentemente normal e similar ao observado na espécie sexuada, ¢ seguida pelo
desenvolvimento auténomo de um embrido ¢ endosperma, resultando em sementes

morfologicamente  semelhantes as relatadas para outras espécies da familia.
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