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"0 desconhecido exerce um fascinio tdo sedutor que a sua beleza

80 pode ser classificada como magica; uma paixdo ardente, em que
cada pedacgo das vestimentas val sendo retirado com deleite,
revelando aos poucos a intimidade da realidade que se oculta sob um
delicado véu de veludos um Amor profundo que vai se conhecendo aos
poucos, e que a cada dia, deseja-se conhecer ainda mais.”
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RESUMO

Miconia albicans (Melastomataceae) mostrou-se uma espécie com agamospermia
obrigatéria do tipo diplosporia e viabilidade polinica nula em populagdes do Cerrado e da
Floresta Atlantica. A inviabilidade polinica ndo esteve restrita a um Unico estidio de
desenvolvimento dos andrdéfitos e a principal anormalidade observada nas anteras de flores em
pré-antese foi a deformidade das células reprodutivas, principalmente aquelas em estddio de
andrésporos livres. A intensa vacuolacdo das células androsporogénicas e tapetais, bem como a
precoce degeneracdo das células do tapete, podem ser caracteristicas relacionadas a esterilidade
masculina da espécie. A ontogenia dos estratos parietais diferiu da observada em outros membros
do género, corroborando a sua classificagdo como irregular. Anteras em estddio de pré-deiscéncia
apresentaram a regido de deiscéncia coberta por uma provédvel epiderme com caracteristicas
distintas daquela observada no restante da mesma. Diferencas ambientais foram observadas
apenas na quantidade de células encontradas nas anteras de flores em pré-antese, cerca de 50%
maior nos individuos provenientes do Cerrado. A ontogenia do évulo e do gindéfito se assemelhou
aquela observada em outras espécies do género, excecdo feita a divisdo da célula arquesporial e a
supressdo da meiose em M. albicans. Os embrides agamospérmicos foram originados no interior
do gindfito, a partir da oosfera ou de uma das duas sinérgides. Evidéncias sugerem que o
endosperma auténomo do tipo nuclear foi originado por expansdes de cada um dos nucleos da
célula central, e ndo por sua fusdo. A porcentagem de aborto de 6vulos na espécie foi de cerca de
50% e as sementes maduras produzidas apresentaram uma porcentagem de germinacdo bastante
varidvel, provavelmente em decorréncia da alta incidéncia de fungos observada nos experimentos
realizados. Os frutos formados em botdes florais apresentaram caracteristicas semelhantes as

observadas nas demais unidades, incluindo a viabilidade das sementes.

Palavras-chave: Melastomataceae, Apomixia, Agamospermia, Esporogénese, Gametogénese.
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ABSTRACT

Miconia albicans (Melastomataceae) is a species with diplosporic obligate
agamospermy and no pollen viability in “Cerrado” and Atlantic Forest vegetations. The sterility
of pollen grains wasn’t restricted to one developmental stage and the major abnormality of the
cells from pre-anthesis flower anthers was the deformation of the reproductive cell wall, mainly
in the free microspore stage. Intense vacuolation of both sporogenous and tapetal cells as well as
the precocious degeneration of the tapetal cells may be related to male sterility in this species.
The ontogeny of the parietal layers was different from that observed in another species of the
genus and was in agreement with its classification of irregular type. The anthers in pre-
dehiscence stage showed the dehiscence region probable closed with an epidermis with papilous
cells, differently from that observed in the another anther regions. Ambient differences were
restricted to the number of cells observed in the pre-anthesis anthers, which was about 50 percent
up in the Atlantic Forest vegetation in relation to the Cerrado one. The ovule and embryo sac
ontogeny was similar to that observed in another species of the genus, except for the division of
the arquesporic cell and the suppression of the meiotic division during the gametogenesis, both
observed only in M. albicans. The agamospermous embryos were originated in the embryo sac
from the egg cell or one of two synergids. Evidence suggested that the nuclear autonomous
endosperm was originated from expansions in both nucleus of the central cell, and not from the
fusion of both. The percentage of ovule abortion was about 50 percent and the mature seeds
showed a variable germination percentage probably due to fungi incidence which occurred in the
seeds from both environments. The ontogenetic characteristics observed in fruits from both floral

buds and flowers were similar, as well as the seeds viability.

Key-words: Melastomataceae, Apomixis, Agamospermy, Sporogenesis,

Gametogenesis.
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INTRODUCAO GERAL

As Angiospermae (do grego, sementes protegidas), divisdo Magnoliophyta, sdo
reconhecidas como a atual flora dominante nos ambientes terrestres. Dados advindos de registros
fosseis remetem o surgimento do grupo ao inicio do Periodo Cretdceo, ha cerca de 130 milhdes
de anos, seguido de sua extraordindria expansdo a uma ampla gama de habitats terrestres e
aquaéticos, constituindo hoje, um componente significativo da biosfera (Gifford & Foster 1989,
Greyson 1994, Crane et al. 2004, Boavida et al. 2005). O sucesso biolégico do grupo estd
relacionado a sua extensiva especiacdo, o que faz dela o maior grupo de embridfitas, com cerca
de 260.000 espécies em 457 familias e 45 ordens (Drinnan et al. 1994, APG 2003, Soltis & Soltis
2004).

Apesar da enorme diversidade, as Angiospermae compartilham vdrias sinapomorfias,
entre elas a dupla fecundagdo com a conseqiiente formag¢do de endosperma, a presenca de
carpelos, determinados aspectos da estrutura e da ontogenia do gametofito, e a presenca de
elementos de tubo crivado e de células companheiras no floema (Doyle & Donoghue 1986, Soltis
et al. 2004). Embora essa diversidade de caracteres esteja presente também nas estruturas
vegetativas, € na estrutura, organizacdo e funcdo dos elementos reprodutivos que ela alcanca seu
grau mais elevado, sendo, por isso, as caracteristicas da flor o principal foco dos estudos
taxondmicos cléssicos realizados nos membros do grupo (Eyde 1975, Greyson 1994, Lersten
2004, Soltis & Soltis 2004, Boavida et al. 2005).

As alteragcdes ocorrentes no meristema do dpice vegetativo que levam, em ultima
instancia, a formacao de flores fazem parte de um processo coordenado denominado evocagao
(Greyson 1994). Virios estudos tém sido realizados no intuito de entender os mecanismos

envolvidos no controle desse fendmeno, e muitos genes relacionados direta ou indiretamente a



ele j4 foram descritos. Sabe-se que, em Arabidopsis thaliana, espécie-modelo amplamente
utilizada nesses estudos, pelo menos seis genes estdo relacionados com a regulacdo da identidade
e do padrdao de desenvolvimento do meristema floral, o que levou a criagdo do modelo ABC de
desenvolvimento floral, simples e aplicdvel a uma ampla gama de espécies (Coen 1991, Okamuro
et al. 1993, Meyerowitz 1994, Busch et al. 1999, Jack 2004, Park et al. 2004). Tais genes e seus
ortélogos em outras espécies pertencem a uma classe de genes regulatérios que recebeu o nome
de homedticos pelo fato de seus mutantes determinarem a formacao de 6rgaos e tecidos em locais
onde eles normalmente nao ocorreriam.

Virias hipéteses tentam explicar o surgimento da flor das Angiospermae e tdo grande
quanto o numero de hipdteses formuladas € o nimero de criticas feitas a elas. A teoria foliar,
elaborada hd mais de 200 anos e confirmada por estudos genéticos (Aloni et al. 2006), € uma das
mais aceitas. Segundo ela, a flor € um ramo altamente especializado composto por entrends e nds
aos quais estdo anexados apéndices que representam folhas modificadas relacionadas aos
mecanismos de reproducio (Esau 1974, Batygina 2002, Lersten 2004, Mariath et al. 2006).

Apesar da sua inquestiondvel importancia e complexidade de estrutura, as flores sdo
unidades efémeras na fase ou geracdo esporofitica das Angiospermae e podem aparecer isoladas
ou agrupadas em inflorescéncias de inimeros tipos. Embora haja uma enorme combinagdo de
nimero, arranjo e forma dos elementos florais, uma flor tipica € constituida por bracteas, por uma
haste denominada pedicelo, geralmente com sua por¢@o terminal dilatada, o receptaculo, no qual
estdo inseridos bractéolas que podem estar ausentes, sépalas e pétalas, que quando
indiferenciadas recebem o nome de tépalas, além de estames e/ou carpelos (Esau 1974, Batygina
2002, Lersten 2004, Mariath er al. 2006). Flores constituidas pelos quatros grupos de 6rgaos —
sépalas, pétalas, estames e carpelos — sdo denominadas completas, em oposi¢cdo as incompletas;

flores constituidas por ambos, estames e carpelos, sdo denominadas perfeitas, em oposicdo as



imperfeitas (estaminadas ou pistiladas)l. Os estames, coletivamente denominados androceu (do
grego, “lar masculino”), e os carpelos ou pistilos, coletivamente denominados gineceu (do grego,
“lar feminino™), representam os elementos férteis da flor e sdo, por isso, de particular interesse
aos estudos reprodutivos (Esau 1974, Greyson 1994, Lersten 2004, Mariath et al. 2006).

Os estames variam em numero, forma, tamanho, posi¢do e grau de fusdo, mas sio
geralmente compostos pelo filete e pela antera (Greyson 1994, Batygina 2002). O filete € uma
estrutura relativamente simples, responsédvel pela sustentacdo e pelo posicionamento do estame
na flor, e cuja vascularizacdo € responsdvel pela nutri¢do dos tecidos da antera; a antera € uma
estrutura formada geralmente por quatro sacos polinicos (I6culos), no interior dos quais se
diferencia o androsporangio (microsporangio), isto é, o tecido produtor de andrésporos
(micrésporos) (Greyson 1994, Irish 1999, Batygina 2002, Lersten 2004).

Cada androsporangio € envolvido por um conjunto de camadas celulares concéntricas,
denominadas estratos parietais, cujo desenvolvimento € coordenado geneticamente (Goldberg et
al. 1993). Tais camadas sdo delimitadas externamente pela epiderme, derivada da protoderme, e
se diferenciam em endotécio, camada(s) médias(s) e tapete2 (Bhandari 1984, Bedinger 1992,
Clément & Pacini 2001, Batygina 2002, Lersten 2004). O endotécio é uma camada
subepidérmica geralmente uniestratificada e com espessamentos fibrosos especializados nas
paredes de suas células, freqiientemente relacionada aos mecanismos de deiscéncia da antera e,
em algumas espécies, responsavel pela producdo de substancias constituintes do fluido locular
durante o desenvolvimento dos andrésporos e andréfitos (Bhandari 1984). As camada(s) média(s)

sao geralmente efémeras e acredita-se que desempenhem, em algumas espécies, funcdo

LEIT3

' Os termos “hermafrodita”, “masculina” e “feminina”, embora ainda recorrentes na literatura, sio considerados
equivocados e tendem a ser abandonados (Cocucci 1980), exceto quando se referem as estruturas produtoras de
gametas (gameto6fitos).

% Lersten (2004) considera o tapete como parte do saco polinico e no da parede da antera.



semelhante ao endotécio, podendo, inclusive, apresentar espessamentos nas paredes de suas
células (Bhandari 1984). Entretanto, a formacdo de androéfitos (microgametéfitos ou graos-de-
pdlen) vidveis depende, principalmente, da presenca do tapete, tecido responsavel pela producao
e secrecdo de hormonios, enzimas, nutrientes e precursores para a sintese de exina (Heslop-
Harrison 1964, Frankel et al. 1969, Vithanage & Knox 1980, Bhandari 1984, Pacini et al. 1985,
Bedinger 1992, Mariath et al. 2006, Gonzéles-Sanches et al. 2004, Aloni et al. 2006).

Os carpelos sdo estruturas florais também bastante diversificadas (Batygina 2002). Podem
ser unicos ou multiplos, livres ou fundidos, mas sdo, geralmente, diferenciados em estigma,
por¢do comumente apical com tecido especializado na recep¢do dos andréfitos; em estilete,
regido que sustenta o estigma e por meio da qual cresce o tubo polinico; e em ovdrio, por¢ao
basal dilatada que contém a placenta, tecido a partir do qual se origina um ou mais 6vulos
(primérdios  seminais). E o 6vulo o sitio de formagdo do ginésporo (megédsporo), do
desenvolvimento do gindfito (megagametdfito ou saco embriondrio) e da fecundacdo; €
constituido pelo(s) tegumento(s), raramente ausente(s), e pelo nucelo, que representa o
(megasporangio), ou seja, produtor de gindsporos (Greyson 1994, Lersten 2004, Mariath et al.

2006).

Mecanismos de Reproducao

A funcdo primdria de todo organismo € passar a proxima geracdo tantas copias de seus
genes quanto possivel e, nesse sentido, genes que proporcionam aos seus portadores maximizar
sua representacdo no “pool” gé€nico da préxima geracdo tornar-se-ao predominantes (Mogie
1992). A principal conseqiiéncia dessa luta pelo sucesso reprodutivo € a evolucdo de complexas
estratégias ecoldgicas, comportamentais e reprodutivas, que determinam uma variedade de ciclos

reprodutivos e estratégias de histéria de vida (Mogie 1992). Os mecanismos de reproducdo nas



Angiospermae sdao governados por fatores intrinsecos e ambientais que coordenam as atividades
do meristema floral (Okamuro et al. 1993).

A existéncia de mecanismos de reproducdo nas plantas superiores, particularmente nas
Angiospermae, € reconhecida héd bastante tempo, sendo os primeiros registros constituidos por
ilustragdes e esculturas que datam de 885-860 a.C. (Cocucci 1969). Além da variedade na
estrutura floral, a variedade de sistemas reprodutivos presentes nas Angiospermae tem sido
considerada a grande responsdvel pela variedade estrutural e pelo sucesso ecolégico observados
nesse grupo (Richards 1997). Sistema reprodutivo, como comumente referido, retine mecanismos
de reprodugdo sexuada e/ou assexuada e, juntamente com o sistema meiotico, determina o grau
de recombinacao genética presente nas espécies (Grant 1981, Borges 1991).

A meiose, processo citogenético comum a androsporogénese € a ginosporogénese, €
responsdvel pela separacdo entre as fases ou geragdes esporofiticas e gametofiticas, permitindo
reducdo pela metade no nimero cromossomico da espécie (2n—n) e geracdo de variabilidade
genética devido aos mecanismos de “crossing-over” e segregacdo independente das cromatides,
fendmenos sobre os quais podem atuar os mecanismos de sele¢do natural (Mogie 1992, Greyson

1994, Caryl et al. 2003).

1. Reproduciao Sexuada (Anfimixia)

A reprodugdo sexuada ou anfimixia envolve obrigatoriamente producdo e fusdo de
gametas hapléides e € a principal forma de reproducdo encontrada nas Angiospermae (Nogler
1984, Asker & lJerling 1992) (Fig. 1). Inimeras células dipléides (2n) do androsporingio
diferenciam-se em células-mae de andrdésporos e, por meio de meiose, originam cada uma, quatro
andrésporos hapléides (n), geralmente de arranjo tetraédrico, que s@o envolvidos por uma parede

de calose, num conjunto de eventos celulares denominado androsporogénese. Os andrésporos



unicelulares representam o inicio da fase ou geracdo gametofitica; alteracdes em sua forma,
tamanho, contetdo citoplasmatico e caracteristicas da parede sdo acompanhadas por uma divisao
mitdtica assimétrica que origina uma célula vegetativa (sifonogénica) e uma célula generativa
(gametogénica), ambas hapldides (n). A célula generativa tem, inicialmente, posi¢do periférica,
sendo posteriormente englobada pelo citoplasma da célula vegetativa, resultando na formacao do
androfito bicelular. O nicleo da célula vegetativa e a célula generativa se aproximam
gradativamente, constituindo a unidade germinativa masculina (Mariath et al. 2006), sendo que
em cerca de 70% das Angiospermae estudadas o andréfito € liberado em sua forma bicelular apds
a deiscéncia da antera (Greyson 1994, Lersten 2004).

J4 no interior do 6vulo, no ginosporingio, comumente ha diferenciagdo de uma tnica
célula-mae de gindésporo dipldide (2n). Num conjunto de eventos denominado ginospordgenese,
o gindsporo, por meio de meiose, origina quatro gindsporos hapléides (n) geralmente de arranjo
linear. Diferentemente do que ocorre na androsporogénese, na maioria das Angiospermae
(Greyson 1994, Lersten 2004, Mariath et al. 2006) apenas um dos gindsporos produzidos é
funcional, geralmente aquele que ocupa posi¢do calazal, sendo que os outros trés degeneram
(monosporia). A formagdo de um ginésporo funcional marca o inicio da fase ou geragdo
gametofitica e, apds trés ciclos mitdticos, dd origem a um ginéfito hapldide (n) geralmente
constituido por sete células e oito niicleos, sendo trés antipodas, duas sinérgides e uma oosfera,
todas elas uninucleadas, e uma célula central com dois ntcleos polares. As duas sinérgides e a
oosfera sdo conjuntamente denominadas aparelho oosférico (Willemse & Went 1984) e,
juntamente com a célula central, constituem a unidade germinativa feminina (Dumas et al. 1984,
Huang & Russel 1992). Diferentemente do andréfito, o ginéfito ndo € liberado apds sua
maturagdo, permanecendo retido no interior do ginosporangio, do qual recebe prote¢do mecanica,

fisica e nutrigao.



A liberacdo (ou retirada) dos androéfitos das anteras maduras € seguida pelo fendmeno da
polinizagdo, que € o depdsito do andréfito na superficie estigmatica do gineceu e envolve vdrias e
complexas interacdes celulares, incluindo mecanismos de reconhecimento, selecio e de
compatibilidade e incompatibilidade genéticas (Went & Willemse 1984, Bittencourt Jr. 2003,
Lersten 2004). A maioria das espécies de Angiospermae libera os androfitos em unidades
bicelulares simples e a hidratacdo deles no estigma receptivo tem como conseqiiéncia a
germinacdo, que se dd com o crescimento da célula vegetativa, formando o tubo polinico (Knox
1984, Lersten 2004, Mariath et al. 2006). O tubo se projeta através de uma das aberturas da
parede do androfito e cresce no interior do estilete em direcdo ao ovdrio. Nessas espécies segue-
se a divisdo mitdtica da célula generativa hapldide (n) originando duas células espermadticas,
ambas haploides (n), resultando no androfito tricelular. O nucleo da célula vegetativa e as duas
células espermadticas estdo organizados muito préximos, integrando ainda a unidade germinativa
masculina (Dumas et al. 1985, Mogensen 1992), que migra pelo tubo polinico e é descarregada,
ap6s penetrar o aparelho filiforme, no interior de uma das sinérgides, juntamente com seu
conteuddo citoplasmatico (Knox 1984, Went & Willemse 1984, Lersten 2004).

Segue-se o fenomeno da dupla fecundagdo, que embora seja considerada sinapomorfia
das Angiospermae, ndo € um evento exclusivo do grupo (Magallon & Sanderson 2002, Mariath et
al. 2006): um dos nucleos da célula espermatica funde-se ao nicleo da oosfera originando o
zigoto dipldide (2n), e o outro nicleo espermdtico funde-se aos nucleos polares ja fundidos ou
ainda separados da célula central originando a célula endospérmica primadria, geralmente tripléide
(3n). Apdés mitoses sucessivas o zigoto dard origem ao embrido e a célula primdria do
endosperma, ao endosperma, tecido este do qual o embrido ird se nutrir principalmente durante os

estadios iniciais do seu desenvolvimento (Maheshwari 1950, Knox 1984, Went & Willemse



1984, Willemse & Went 1984, Endress 1994, Greyson 1994, Drews et al. 1998, Raven et al.

1999, Lersten 2004, Mariath et al. 2006).

2. Reproduciao Assexuada (Apomixia)

A reproducdo assexuada € considerada, em muitos membros das Angiospermae, como
uma forma natural alternativa ou mesmo obrigatdria de reproducdo, em que novos individuos
geneticamente iguais ou semelhantes a planta-mae sdo originados sem que haja fusido entre
gametas (Mogie 1992). A terminologia aplicada aos vdrios casos de reproducdo assexuada é
confusa, numerosa e nao aceita universalmente, dificultando as discussoes e o entendimento claro
dos fendmenos nela envolvidos (Maheshwari 1950, Nogler 1984, Asker & Jerling 1992, Mogie
1992, Naumova 1993, Richards 1997).

A primeira classificacdo foi fornecida em 1908 por Winkler (apud Asker & Jerling 1992),
que introduziu o termo apomixia (‘“sem mistura”) para designar os vdrios tipos de reprodugdo
assexuada conhecidos até entdo. O desenvolvimento de novas técnicas experimentais permitiu
grandes avancos no campo da embriologia e, com eles, o surgimento de vdrios e complexos
sistemas de classificacdo (Asker & Jerling 1992). O sistema criado por Gustafsson (1946, 1947a,
b apud Naumova 1993), que procurou sintetizar o conhecimento disponivel até a época, €
considerado um dos mais completos, 16gicos e simples, sendo por isso, um dos mais aceitos
atualmente.

Segundo Gustafsson (1946, 1947a, b apud Naumova 1993) apomixia é sindnimo de
reproducdo assexuada, e inclui a propagacdo vegetativa e a agamospermia; a agamospermia, por
sua vez, inclui a diplosporia, a aposporia e a embriogenia adventicia. Muitos dos trabalhos
recentemente publicados, embora sigam essa classificacdo, comumente empregam o termo

apomixia em seu sentido restrito, como sindnimo de agamospermia (Nogler 1984, Asker &



Jerling 1992, Koltunow et al. 1995, Richards 1997, Judd et al. 1999, Crane 2001, Grossniklaus et
al. 2001a, Bicknell & Koltunow 2004, Albertini et al. 2005, Bradley et al. 2007). No presente
trabalho o termo apomixia serd utilizado como sindnimo de reprodugdo assexuada.

A agamospermia € uma forma de reprodugdo considerada derivada dos sistemas
reprodutivos sexuados, sendo, portanto, um método alternativo de propagacdo via sementes
(Richards 1997, Bhat et al. 2005). As sementes produzidas nesse tipo de reproducido devem ser
vidveis e o embrido deve ser formado sem que haja fusdao de gametas (Brown 1978, Asker &
Jerling 1992, Mogie 1992, Greyson 1994, Grossniklaus et al. 2001a). Os primeiros estudos que
revelaram a presenca de agamospermia nas Angiospermae datam da metade do século XIX e seu
padrdo de distribui¢do no grupo indica uma origem polifilética (Asker & Jerling 1992, Naumova
1993, Grossniklaus et al. 200la, Spillane et al. 2001). Acredita-se que as espécies
agamospérmicas retém algum grau de sexualidade (agamospermia facultativa) (Naumova 1993,
Koltunow & Grossniklaus 2003), sendo que a existéncia de espécies estritamente
agamospérmicas (agamospermia obrigatéria) chega mesmo a ser contestada (Asker & Jerling
1992).

Dois tipos bdsicos e distintos de agamospermia sdao reconhecidos. A agamospermia
esporofitica (embriogenia adventicia) foi o primeiro tipo de reprodugdo assexuada descoberto nas
Angiospermas e € o tipo mais freqiiente de agamospermia ocorrente em populacdes naturais
(Naumova 1993). Nela o embrido é formado diretamente a partir de uma célula inicial
(embridcito) localizada no tegumento (embriogenia tegumentar) ou, mais comumente, no nucelo
(embriogenia nucelar) do 6vulo (Nogler 1984, Koltunow et al. 1995, Richards 1997, Crane 2001,
Grossniklaus et al. 2001a, Richards 2003). Essa propriedade ilustra a totipoténcia das células

ovulares (Batygina 2005), caracteristica de interessante aplica¢do préatica, principalmente por ser



observada naturalmente em vérias espécies de importancia econdmica como Citrus e Mangifera
(Naumova 1993, Bhat et al. 2005).

Devido a possibilidade de diferenciacdo de mais de um embridcito, com a conseqiiente
formacdo de mais de um embrido por 6vulo, a embriogenia adventicia estd freqiientemente
associada ao fendmeno da poliembrionia (Crane 2001, Bhat et al. 2005). Além disso, em grande
parte dos casos, num mesmo 6vulo pode ser observada a ocorréncia em paralelo da embriogenia
adventicia e da reproducio sexuada (Richards 2003), o que pode levar, também, a poliembrionia
(Naumova 1993).

A agamospermia gametofitica envolve a formagdo de um ginoéfito a partir de uma célula
inicial ndo-reduzida, em conseqiiéncia de meiose irregular (aneumeiose) ou ausente (apomeiose)
(Nogler 1984). Esse tipo de agamospermia € subdividido em diplosporia e aposporia, embora
muitas vezes a distincdo entre eles seja dificil; na diplosporia (subtipos Taraxacum, Ixeris,
Antennaria, Allium, Blumea, Elymus e Eragrostis) o gin6fito se desenvolve diretamente a partir
de uma célula-mae de gindsporo, e na aposporia (subtipos Hieracium e Panicum), a partir de
células somadticas do 6vulo, freqiientemente do nucelo (Asker & Jerling 1992, Naumova 1993,
Richards 1997, Crane 2001). Em ambos os casos o embrido se desenvolve autonomamente a
partir da oosfera (partenogénese) ou, mais raramente, de outra célula do ginéfito que ndo a
oosfera (Koltunow et al. 1995). Esses dois principais componentes da agamospermia
gametofitica, aneumeiose ou apomeiose € partenogénese, permitem a manutencdo da alternancia
de geracdes sem que haja alteracdo no nivel de ploidia, ou seja, as fases ou geracdes gametofitica
e esporofitica possuem o mesmo nivel de ploidia.

O desenvolvimento de um endosperma funcional € importante para a viabilidade da
semente e, em espécies agamospérmicas, freqiientemente requer adaptacdes especiais do

desenvolvimento do ginéfito e dos processos de fecundacao (Nogler 1984, Grossniklaus et al.
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2001b, Vinkenoog et al. 2000). Embora o embrido seja formado sem que haja singamia, a
formacdo do endosperma geralmente sé acontece apds a fusdo entre o nticleo espermatico e os
nicleos polares, e as plantas que apresentam esse tipo de agamospermia sdo denominadas
pseudogamicas (Maheshwari 1950, Nogler 1984, Naumova 1993, Koltunow et al. 1995, Vielle-
Calzada et al. 1996, Grossniklaus et al. 2001a, 2001b, Bhat et al. 2005), fendmeno este que

prevalece entre as espécies aposporicas (Asker & Jerling 1992, Richards 1997).

Espécies com endospermogénese autonoma, como alguns membros de Compositae
(Chaudhury et al. 2001), dispensam a fusdo entre nticleos hapléides para a formacgao desse tecido.
Provavelmente devido a raridade desse fendmeno entre as espécies agamospérmicas (Koltunow
& Grossniklaus 2003), pouco se conhece sobre os mecanismos fisiologicos ou genéticos que o
regulam (Richards 1997). Além disso, hd casos em que o embrido aparentemente se desenvolve
sem que um endosperma funcional esteja presente, como observado em Garcinia, Clusiaceae

(Richards 1990, Baarlen et al. 1999).

Nos casos de endospermogénese autdbnoma, em que a formagdo do endosperma dispensa a
fusdo entre o niucleo espermdtico e os nicleos polares, a presenca de androfitos funcionais €
desnecessdria e sua formacdo pode sofrer interferéncia de processos degenerativos como
alteracdes nas cé€lulas do tapete e/ou no processo meidtico das células-made de andrdsporos
(Nogler 1984, Gonzéles-Sanchez et al. 2004, Kapoor & Takatsuji 2006, Kawanabe et al. 2006),
embora os mecanismos moleculares reguladores desses processos ndao tenham sido ainda
elucidados (Bhat er al. 2005). Segundo Asker & Jerling (1992), esse tipo de agamospermia

ocorre principalmente em associa¢do com a diplosporia.

Virias caracteristicas expressadas pelas espécies agamospérmicas t€m evidente aplicacdo

na agricultura, dentre elas a possibilidade de fixacdo de gendtipos estdveis (clones) e a producao
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e manutencdo de hibridos (Asker & Jerling 1992, Naumova 1993, Vielle-Calzada et al. 1996,
Richards 1997, Bhat et al. 2005) e, nos ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos em
espécies economicamente importantes (Koltunow et al. 1995, Vielle-Calzada et al. 1996, Drews
et al. 1998, Grossniklaus & Schneitz 1998, Savidan et al. 2001, Araujo & Falcao 2003,
Albarouki & Peterson 2007). Grande parte dos trabalhos realizados com espécies
agamospérmicas procura estabelecer as bases genéticas e moleculares da agamospermia e de seu
controle, e muitas mutagdes que afetam o desenvolvimento e a funcdo do d6vulo tém sido
isoladas, com especial atencdo aquelas que alteram o desenvolvimento do ginéfito (Drews et al.
1998, Grossniklaus er al. 2001a, Albertini et al. 2005). Entretanto, estudos anatémicos do
desenvolvimento do embrido agamospérmico e das alteragdes ontogenéticas dos andréfitos em
espécies ndo-domesticadas, principalmente aqueles de cardter comparativo, sdo ainda bastante
raros (Naumova 1993).

Como ja mencionado, agamospermia e reproducdo sexuada nio sdo eventos mutuamente
exclusivos, e atualmente € admitida a existéncia de 300 a 400 espécies distribuidas em 34-57
familias, com agamospermia facultativa ou obrigatdria, sendo o fendmeno especialmente comum
entre os membros de Gramineae, Asteraceae e Rosaceae (Nogler 1984, Asker & Jerling 1992,
Carman 1997, Richards 1997, Judd et al. 1999, Grossniklaus et al. 2001a, Spillane et al. 2001).
Estudos recentes tém revelado um grande nimero de espécies agamospérmicas também entre as
Melastomataceae, particularmente no género Miconia (Renner 1989, Borges 1991, Sartor 1994,
Goldenberg & Shepherd 1998, Caetano et al. 2005, Cortez et al. 2007a, b). Segundo Goldenberg
& Shepherd (1998), se os dados obtidos até o momento sobre o sistema reprodutivo das
Melastomataceae forem extrapolados a familia como um todo, particularmente a tribo Miconieae,
estaremos diante do maior complexo agamospérmico dentre as familias até hoje estudadas.

Entretanto, tal “status” se mantém apenas como mera suposi¢do quando levamos em conta que,
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até o momento, apenas 100 das cerca de 4500 espécies reconhecidas para a familia foram
investigadas quanto ao sistema reprodutivo (Renner 1989, Borges 1991, Sartor 1994, Goldenberg

& Shepherd 1998).

A familia Melastomataceae Juss. (ordem Myrtales) compde a flora de diversas formagdes
vegetais, sendo uma das familias mais ricas e abundantes dentre as Angiospermae.
Melastomataceae compreende de 150-166 géneros e cerca de 4570 espécies ocorrentes
principalmente em regides tropicais e subtropicais (Welle & Koek-Noorman 1981, Wurdack &
Kral 1982, Renner 1989, 1993, Martins et al. 1996). Nos Neotrdpicos podem ser encontrados
cerca de 106 géneros e 3000 espécies (Renner 1989), das quais 250 ocorrem no Brasil, sendo que
até 1996, 53 ja haviam sido coletadas no estado de Sdo Paulo (Martins et al. 1996). Miconia
(tribo Miconieae DC.) € o maior género da familia, € um dos maiores géneros neotropicais, com
1056 espécies conhecidas, todas nativas das Américas (Goldenberg 2000).

As Melastomataceae apresentam diversidade de estruturas vegetativas, reprodutivas e de
habitos, podendo ser herbédceas, arbustivas, subarbustivas, arboéreas, trepadeiras e epifitas.
Entretanto, com exce¢do de poucos géneros, seus individuos podem ser facilmente reconhecidos
pela nervacdo foliar acrédroma e pela morfologia dos estames. As flores s@o perfeitas, tetrimeras
ou pentameras, organizadas em inflorescéncias principalmente do tipo cimosa, sendo a
autogamia evitada pela eficiente separacdo espacial entre estigma e anteras (hercogamia), sendo
estas tubulares com poros apicais ou subapicais; o fruto é principalmente bacdceo, com polpa
geralmente suculenta e acucarada, as sementes variam de uma a muitas, sio pequenas,
exalbuminosas e exariladas (Wurdack & Kral 1982, Renner 1989, 1993, Romero & Martins

2002).
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OBJETIVOS

Este trabalho, incluido no projeto temdtico “Composicdo Floristica, Estrutura e
Funcionamento da Floresta Ombrofila Densa dos Nucleos Picingiiaba e Santa Virginia do Parque
Estadual da Serra do Mar”, teve como objetivo geral contribuir com novos dados sobre o sistema
reprodutivo e sobre a embriologia de espécies com ocorréncia registrada tanto para a Floresta
Atlantica quanto para o Cerrado por meio da analise embrioldgica de populacdes de M. albicans.

Os objetivos especificos deste trabalho foram analisar e descrever estruturalmente a
ontogenia dos estratos parietais da antera, a androsporogénese, a ontogenia do 6vulo e do
ginofito, a ginogametogénese, o desenvolvimento inicial do embrido agamospérmico e do
endosperma da espécie. Além disso, foram calculadas a viabilidade polinica, a razdo
6vulo/semente e a porcentagem de germinacao das sementes da espécie.

Dessa forma, este trabalho procurou responder as seguintes questoes:

1) A ontogenia dos estratos parietais da antera e o nimero de estratos constituinte da
antera madura se assemelham aqueles descritos para outras espécies de Melastomataceae?

2) A inviabilidade dos androfitos, observada em populacdes de Cerrado, € caracteristica
compartilhada pelas populacdes da Floresta Atlantica?

3) A inviabilidade dos androfitos estd restrita a um unico estddio da androsporogénese
e/ou da androgametogénese?

4) A ontogenia do 6vulo e do gindfito se assemelha aquela descrita para outras espécies
de Melastomataceae?

5) O embrido agamospérmico é formado no interior do gindfito ou fora dele?

6) Ha formacdo de endosperma? Em caso positivo, seu tipo se assemelha aquele descrito

para outras espécies de Melastomataceae?
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MATERIAIS E METODOS

Espécie Estudada

Miconia albicans (Sw.) Triana (Fig. 2, 3), Trans. Linn. Soc. Bot. 28(1): 116. 1871.
Melastoma albicans Sw., Prodr. 3: 70. 1788.

Arbustos ou pequenas drvores 0,8-2,0 m de altura. Ramos 3,0-5,0 mm de largura,
cilindricos, quando jovens lanosos, canescentes, depois glabrescentes. Folhas com peciolo 0,5-1,5
cm de comprimento, ldmina 5-11 x 2,5-4,5, discolor, eliptico-oblonga ou oval-oblonga, base
arredondada, cordada, aguda ou atenuada, dpice arredondado, agudo ou levemente acuminado,
margem inteira a sinuosa (crenulada), face adaxial primeiramente furfurdceo-estrelada, depois
glabrescente, face abaxial densamente lanosa, canescente, 2 pares de nervuras acrodromas basais,
sendo um par bem marginal. Inflorescéncias 8-14 cm de comprimento, paniculas escorpidides,
terminais ou axilares, bracteas e bractéolas reduzidas, persistentes, triangulares, cerca de 1 mm.
Flores 5-meras, sésseis; hipanto cerca de 2 mm de comprimento, campanulado, lanoso, oblongo,
tomentoso-ferrugineo; calice com lacinias persistentes, dpice obtuso, 1,5 mm de comprimento,
triangulares, internas e externas fundidas; pétalas 3 mm de comprimento, brancas, obovadas,
levemente assimétricas, dpice obtuso a arredondado, margem ndo ciliada. Estames 10,
subisomorfos, filetes 4 mm de comprimento, anteras 2 a 3 mm de comprimento, oblongas, dpice
atenuado, uniporosa, poro inclinado ventralmente, conectivo prolongado, 0,3-0,5 mm abaixo das
tecas, espessado no dorso, antepétalos: calcar dorsal, apéndice trilobado com dois lobos laterais
voltados para a face ventral e um lobo maior, intermedidrio, dorsal, unidos entre si formando uma
membrana basal. Ovério 3-locular, glabro, adnato ao hipanto até a metade; estilete 4 mm de

comprimento, glabro, alargado no 4pice; estigma captado. Fruto baga 5 mm de comprimento,
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polispérmico, lacinias persistentes no fruto, verde-jade quando madura. Sementes poliédricas,
angulosas, cerca de 1 mm, testa lisa.

M. albicans é considerada espécie agamospérmica obrigatéria (Renner 1989, Sartor 1994,
Goldenberg & Shepherd 1998), caracteristica de vegetacdes do Cerrado, mas que também pode
ser encontrada em areas de Floresta Atlantica do litoral brasileiro, embora, neste ambiente, nao
haja estudos sobre o seu sistema reprodutivo. Na América ocorre do sul do México e Antilhas até

o Paraguai, e em quase todos os estados brasileiros (Romero & Martins 2002, Candido 2005).

Areas de Estudo

As coletas foram realizadas em dreas de Cerrado e de Floresta Atlantica do estado de Sdo
Paulo, escolhidas levando-se em consideracdo a abundancia de individuos da espécie em cada
area e a facilidade de acesso aos individuos.

O Cerrado € considerado o segundo maior bioma do pais em drea, representando 22% do
territorio nacional, e ocupa predominantemente a regido do Planalto Central brasileiro, ao lado ou
em mosaico com dreas menores pertencentes a outros biomas. Sua vegetacdo € caracterizada pela
variagdo fisiondmica, floristica e fitossocioldgica, que inclui extremos como o Campo Limpo e o
Cerraddao, e outras consideradas intermedidrias. As d4rvores e arbustos possuem,
predominantemente, baixa estatura e ramificacdes irregulares e retorcidas, e se destacam,
sobretudo, pela escleromorfia foliar, pela suberificacio caulinar e pela presenca de raizes longas
(Cole 1960, Joly 1970, Goodland 1971, Ratter ef al. 1997, Ribeiro & Walter 1998, Furley 1999,
Durigan et al. 2003, Durigan & Ratter 2006).

A Floresta Atlantica ocorre praticamente de norte a sul do Brasil, principalmente nas
regides costeiras, € possui como tipo vegetacional predominante a Floresta Ombrofila Densa,

anteriormente denominada Floresta Pluvial Tropical, que compreende florestas imidas, perenes,
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latifoliadas, tropicais e subtropicais, caracterizadas pela alta diversidade floristica e pelo alto
indice de endemismos (Mori ef al. 1981, IBGE 1992, Ribeiro & Walter 1998, Thomas et al.
1998, Tabarelli & Mantovani 1999, Oliveira-Filho & Fontes 2000, Genini et al. 2005, Scudeller
et al. 2001, Scudeller 2002).

Apesar da inquestiondvel importancia ecoldgica, o Cerrado e a Floresta Atlantica
apresentam-se ainda hoje sob continua e intensa fragmentagdo, fato resultante da acao antrépica
degradativa e agravado pela protecdo insuficiente que lhes € destinada, sendo os remanescentes
representados por dreas altamente fragmentadas, com forte acdo antrdpica degradativa e com alto
risco de extin¢do de espécies vegetais e animais (Turner 1996, Ranta et al. 1998, Thomas et al.
1998, Morellato & Haddad 2000, Tabanez & Viana 2000, Webb et al. 2005). Ambos foram,
recentemente, incluidos entre os 25 “hotspots” da Terra, que sdo dreas reconhecidas
internacionalmente para conservacdo devido aos altos niveis de endemismos vegetais que
apresentam e a ameaca de destruicdo a que estdo submetidas (CI 2007, Myers et al. 2000, Genini
et al. 2005). Dentre as familias de Angiospermae mais comuns em nimero de espécies nesses
ambientes destacam-se Myrtaceae, Leguminosae, Rubiaceae, Melastomataceae, Poaceae e

Asteraceae (Oliveira-Filho & Fontes 2000).

Locais de Coleta

Em cada formacdo vegetacional foram escolhidas quatro populacdes de M. albicans,
identificadas como PI, PII, PIIIl e PIV, e em cada populagdo, trés individuos, que foram
identificados como Al, AIl e AIIl. Cada um dos 24 individuos escolhidos recebeu uma fita de
identificac@o para facilitar sua localizacdo e teve suas coordenadas geograficas e altitude obtidas

com a utilizacdo de um aparelho para sistema de posicionamento (“GPS”’) eTrex Ouro (Tabela 1).
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Tabela 1. Coordenadas geogréficas das populacdes (P) e individuos (A) de M. albicans estudados
no Cerrado e na Floresta Atlantica.

Forma.(;ao Municipio P Localizacao A Coordenada Geografica Altitude

Vegetacional (m)
Laboratdrio I 22°48'09,5"S e 47°03'19,2"W 610
Campinas 1 Nacional de Luz II  22°48'10,3"S € 47°03'18,3"W 607
Sincrotron I 22°48'10,6"S e 47°03'18,3"W 607

I 22°1321,4"S e 47°51'15,5"W 753
I Valério 1 I 22°1321,3"S e 47°51'15,4"W 756

Cerrado I 22°13204"S e 47°51'15,8"W 755
I 22°1421,0"S e 47°49'43,9"W 780
Itirapina I Pedregulho I 22°1424,8"S e 47°49'43,6"W 782

I 22°14264"S e 47°49'43,1"W 786

I 22°15'55,1"S e 47°47'51,3"W 811

v Gratina I 22°15'55,4"S e 47°47'50,5"W 811

I 22°15'56,1"S e 47°47'50,8"W 813

Praia Vermelha I 23:27‘41,8“5 e 45:02'01,3"W 132

I do Centro I 23°27'41,9"S e 45°02'01,5"W 132

I 23°27'41,8"S e 45°0228,8"W 130

Praia da I 23:30‘50,4"5 e 45:09‘59,4"W 31

I Fortaleza I 23°31'02,1"S e 45°10'00,2"W 46

Floresta Ubatuba I 23°31'05,0"S e 45°09'49,7"W 51
Atlantica Praia da I 23°22'22,0"S e 44°50'10,8"W 42
I S I 23°22'17,8"S e 44°50'07,7"W 37

Picingiiaba

I 23°22'15,7"S e 44°50'05,9"W 35

I 23°32'14,9"S e 45°03'47,3"W 19
v Ilha Anchieta  II  23°32'15,5"S e 45°03'48,1"W 15
I 23°32'14,0"S e 45°03'47,3"W 19

1. Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS)

O Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (22° 48' S e 47° 03' W) esta localizado no
municipio de Campinas (22° 55' S e 47° 05' W), por¢do centro-leste do estado de Sao Paulo,
Brasil, a cerca de 100 km da capital paulista e a uma altitude média de 660 m. Os solos
apresentam caracteristicas diversas conforme sua localizacdo na drea cristalina ou sedimentar,
sendo que nas dreas de boa drenagem predominam os Latossolos Vermelho e Vermelho-
Amarelo, enquanto que nos fundos dos vales e terracos aluviais, que sdo ambientes de ma
drenagem, predomina o Gleissolos Haplicos (Resende & Resende 1996, Batistella et al. 2004). O

clima € do tipo Cwa de Koeppen (1948), tropical de altitude, com uma estacido fria e seca
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(inverno) de abril a setembro, e uma estacdo quente e imida (verdo) com alta disponibilidade
hidrica e precipitacdes médias anuais de 1371 mm de outubro a margo; a temperatura média
anual estd em torno de 21°C (Lazutin et al. 1996, Toniato 1998, Batistella et al. 2004, Rodrigues
et al. 2004). Atualmente a vegetacdo se encontra bastante reduzida e fragmentada, sendo
constituida por um mosaico de formagdes com predomindncia de remanescentes de Floresta
Estacional Semidecidual entremeadas por fragmentos isolados de Cerrado, principalmente campo
limpo, cerrado “lato sensu” e cerraddo (Rodrigues et al. 2004, Batistella et al. 2004).

O fragmento de Cerrado do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, escolhido como
Populagdo I (PI), possui vegetacdo classificada como cerrado “stricto sensu”, subtipo denso (F.R.
Martins, comunicagdo pessoal) (Fig. 4). Os trés individuos (AI, AIl e AIII) escolhidos nessa drea

estdo localizados na borda da formacao.

2. Valério I, Pedregulho, Gratina

Os fragmentos de Cerrado Valério I (22° 13' S e 47° 51' W), Pedregulho (22° 14' S e 47°
49' W) e Gratna (22° 15' S e 47° 47" W) estdo localizados no municipio de Itirapina (22° 15' S e
47° 49' W), porc¢ao central do estado de Sdo Paulo, Brasil, a cerca de 200 km da capital paulista e
a uma altitude média de 770 m. Na regido sdo encontrados vérios tipos de solos, dentre eles
Latossolos Vermelho-Escuro e Vermelho-Amarelo (Sarmiento 1984, Gianotti & Leitdo-Filho
1992, Silva 2005). O clima é do tipo Cwa de Koeppen (1948), definido como mesotérmico
(Gianotti & Leitao-Filho 1992), com uma estagdo fria e seca (inverno) de abril ou maio a
setembro e uma estacdo quente e imida (verdo) de outubro a marco, precipitacdes médias anuais
de cerca de 1450 mm e temperatura média anual de 22°C (Dansa & Rocha 1992, Delgado et al.
2004, Tannus & Assis 2004, Silva 2005). A vegetacdo natural é composta principalmente por

cerrado “stricto sensu” (Goodland 1971 apud Dansa & Rocha 1992), mas inclui grandes areas de
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plantacdes de espécies de Pinus e Eucalyptus, embora seja parte da Area de Preservagio
Ambiental (APA) de Corumbatai (Gianotti & Leitdo-Filho 1992, SMA 2001).

O fragmento de Cerrado Valério I, escolhido como Populagdo II (PII), estd incluido na
Estacdo Experimental e Ecoldgica de Itirapina, uma das unidades da Divisdo de Florestas e
EstacOes Experimentais do Instituto Florestal, e possui vegetagdo classificada como cerradao ou
cerrado “‘stricto sensu” subtipo denso (Ribeiro et al. 1983, Ribeiro & Walter 1998) (Fig. 4). Os
trés individuos (AI, AIl e AIII) escolhidos nessa area estao localizados no interior da formacgao.

O fragmento de Cerrado Pedregulho, escolhido como Populacdo III (PIII), estd incluido
na Estacdo Experimental e Ecoldgica de Itirapina, uma das unidades da Divisdo de Florestas e
EstacOes Experimentais do Instituto Florestal, e possui vegetacdo classificada como cerrado
“stricto sensu” e cerraddo (Sassaki et al. 1999, Simabukuro et al. 1999) (Fig. 4). Os trés
individuos (Al, All e AIII) escolhidos nessa drea estdo localizados na borda da formacao.

O fragmento de Cerrado Gratina, escolhido como Populacdo IV (PIV), estd incluido em
uma propriedade particular e possui vegetacdo classificada como cerrado “stricto sensu” (Ribeiro
et al. 1983) (Fig. 4). Os trés individuos (Al, AIl e AIIl) escolhidos nessa drea estao localizados no

interior da formacao.

3. Praia Vermelha do Centro, Praia da Fortaleza, Praia da Picingiiaba

As areas de Floresta Atlantica da Praia Vermelha do Centro (23° 27' S e 45° 02' W), da
Praia da Fortaleza (23° 30" S e 45° 09" W) e da Praia da Picingiiaba (23° 22' S e 44° 50' W)
localizam-se no municipio de Ubatuba (23° 26' S e 45° 04' W), litoral norte do estado de Sao
Paulo, Brasil, a cerca de 250 km da capital paulista e a uma altitude média de 3 m. O municipio
encontra-se em uma regido denominada Serra do Mar. Nessa regido encontra-se o Parque

Estadual da Serra do Mar, que abrange a maior drea continua de Floresta Atlantica preservada do
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Brasil. Os solos sdo predominantemente Latossolos Vermelho-Amarelo. O clima € do tipo Cf de
Koeppen (1948), definido como tropical chuvoso, com verdo quente e superimido de outubro a
abril, e inverno com chuvas menos freqiientes, embora sem déficit hidrico, de maio a setembro,
precipitagdes médias anuais superiores a 2.000 mm, temperatura média anual em torno de 22°C e
umidade relativa do ar superior a 85% (Talora & Morellato 2000, Almeida-Neto et al. 2006). A
vegetacdo € classificada como Floresta Ombrofila Densa (Almeida-Neto er al. 2006), Mata de
Restinga e Manguezal.

A area de Floresta Atlantica da Praia Vermelha do Centro, escolhida como Populacdo I
(PI), fica proxima as praias Grande e do Tendrio e possui vegetagdo classificada como Floresta
Ombroéfila Densa (Fig. 4). Os trés individuos (Al, AIl e AIIl) escolhidos nessa drea estdo
localizados na borda da formacao.

A éarea de Floresta Atlantica da Praia da Fortaleza, escolhida como Populagdo II (PII),
localiza-se a 27 km do centro de Ubatuba, no km 69 da Rodovia Rio-Santos, e possui vegetagdao
classificada como Floresta Ombroéfila Densa (Fig. 4). Os individuos (Al, AIl e AIIl) escolhidos
estdo localizados na borda da formagao, na estrada que da acesso a praia.

A érea de Floresta Atlantica da Praia da Picingiiaba, escolhida como Populagao III (PIII),
localiza-se a 46 km do centro de Ubatuba e faz parte do Nucleo Picingliaba, unidade de
conservacdo do Parque Estadual da Serra do Mar, com superficie de 54.271,29 ha. (César &
Monteiro 1995). Possui vegetacdo classificada como Floresta Ombroéfila Densa (Fig. 4). Os trés
individuos (Al, AIl e AIIl) escolhidos nessa area estdo localizados na borda da formacdo, na

estrada que da acesso a vila de pescadores.
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4. Ilha Anchieta

A drea de Floresta Atlantica da Ilha Anchieta (23° 32' S e 45° 03' W) pertence ao
municipio de Ubatuba (23° 26' S e 45° 04' W), litoral norte do estado de Sao Paulo, Brasil, a cerca
de 250 km da capital paulista e a uma altitude média de 3 m. A Ilha Anchieta possui 828 ha. de
area, sendo considerada a segunda maior ilha do litoral norte do estado de Sao Paulo; localiza-se
a cerca de 500 m do continente e faz parte do Parque Estadual da Ilha Anchieta (PEIA), unidade
de conservagdo administrada pelo Instituto Florestal, 6rgdo da secretaria do Meio Ambiente do
estado de Sao Paulo. Hoje, os remanescentes possuem caracteristicas de floresta secunddria em
diferentes estadios de sucessao (Genini et al. 2005).

A drea de Floresta Atlantica da Ilha Anchieta, escolhida como Populagio IV (PIV),
localiza-se na trilha de 530 m de extensdo que da acesso a Prainha do Engenho a partir da Praia
do Presidio. Possui vegetacdo classificada como Floresta Ombrofila Densa (Fig. 4). Os trés

individuos (Al, All e AIII) escolhidos nessa drea estdo localizados na borda da formacao.

Coletas e Processamento dos Materiais

As coletas foram realizadas durante os periodos de floracdo e frutificacdo de Miconia
albicans, entre os meses de agosto e setembro e entre outubro € novembro, respectivamente
(Sartor 1994), no decorrer dos anos de 2004 a 2006. Quatro inflorescéncias correspondentes em
tamanho e em estadio de desenvolvimento foram escolhidas em cada um dos 24 individuos; duas
delas foram mantidas como controle e duas foram ensacadas com tecido do tipo voal antes da
exposi¢ao da superficie estigmadtica, e assim mantidas até a maturagdo dos frutos (Fig. 3).

Ramos em estddio vegetativo e/ou reprodutivo foram coletados como materiais-
testemunho dos individuos estudados, herborizados, e as exsicatas, depositadas no herbdrio da

Universidade Estadual de Campinas (UEC) sob os nimeros 146996 a 147006.

22



Primordios de inflorescéncia e botdes florais em varios estadios de desenvolvimento, além
de flores das inflorescéncias controle e ensacada (Fig. 5), foram coletados, medidos com auxilio
de paquimetro digital e fixados separadamente em FAA (1:1:18, formalina:acido acético
glacial:etanol 50% (v/v)) (Johansen 1940), em solu¢do de Karnovsky (glutaraldeido a 1% em
tampao fosfato 0,1M e pH 7,2; paraformaldeido a 4%) (Karnovsky 1965) e em solugdo de Carnoy
modificada (6:3:1, etanol absoluto:cloroférmio:éacido acético glacial) (Solt & Wurdack 1980).

Os materiais botanicos, logo apds terem sido colocados no fixador, foram submetidos a
cerca de cinco ciclos de vacuo leve para facilitar a fixacdo dos tecidos mais internos, € mantidos
em bomba de vicuo por um periodo de 24 h. Em seguida os materiais fixados em FAA foram
lavados em etanol 50% (v/v) e armazenados em etanol 70% (v/v); os materiais fixados em
solu¢do de Karnovsky foram lavados repetidas vezes no mesmo tampao do fixador, desidratados
gradualmente em série etandlica (10, 30, 50% (v/v)) e estocados em etanol 70% (v/v); e aqueles
fixados em solugdo de Carnoy modificada foram transferidos diretamente para etanol 70% (v/v).

Frutos em estddios iniciais de desenvolvimento das inflorescéncias controle e ensacada
(Fig. 5) foram coletados, medidos com auxilio de paquimetro digital e fixados separadamente em
FAA (1:1:18, formalina:acido acético glacial:etanol 50% (v/v)) (Johansen 1940). Logo apds
terem sido colocados no fixador, os materiais foram submetidos a cerca de cinco ciclos de vacuo
leve para facilitar a fixacdo dos tecidos mais internos, e mantidos em bomba de vicuo por um
periodo de 24 h. Em seguida os materiais foram lavados em etanol 50% (v/v) e armazenados em
etanol 70% (v/v).

Frutos maduros (Fig. 3) foram coletados para todos os individuos possiveis a partir das
inflorescéncias controle e ensacada, dissecados, e as sementes (Fig. 3), separadas da polpa e

estocadas em frascos plasticos apds secagem sob condi¢des naturais (Cortez & Carmello-
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Guerreiro, dados nao-publicados). Durante o processamento das sementes os frutos foram

mantidos em sacos pldsticos sob refrigeracao para retardar o apodrecimento.

1. Ontogenia dos Estratos Parietais da Antera e Androsporogénese
1.1. Microscopia de Luz

Para o estudo ontogenético dos estratos parietais da antera e dos andrésporos foram
utilizados cinco unidades de cada estddio de desenvolvimento - primdrdios de inflorescéncia,
botdes florais em vdrios estddios de desenvolvimento e flores (Fig. 5) -, fixadas em FAA ou em
solucdo de Karnovsky e estocadas em etanol 70% (v/v), para cada um dos 24 individuos. A
inclusdo das unidades foi feita em resina plastica HistoResin Leica apds desidratacdo gradual em
série etandlica (96% (v/v), absoluto) (Gerrits & Smid 1983) e/ou em Paraplast apds desidratagdao
gradual em série butilica (70, 85, 95% (v/v), absoluto) (Johansen 1940).

Os blocos montados com os materiais incluidos foram seccionados transversal e
longitudinalmente em micrétomo rotativo manual com navalha do tipo C entre 6 um e 10 um de
espessura, e as secgdes obtidas foram aderidas a laminas de vidro. As laminas confeccionadas
com materiais incluidos em resina pldstica foram submetidas a coloracido simples com azul de
toluidina a 0,05% em tampao acetato 0,1M e pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) por 5 min, montadas
com 4dgua destilada e laminula de vidro apenas no momento da observacdo, e aquelas
confeccionadas com materiais incluidos em Paraplast foram submetidas a dupla coloracdo com
solucdo aquosa a 1% de safranina e azul de astra (Gerlach 1969), e montadas com resina sintética
Permount e laminula de vidro. As laminas foram observadas em microscépio de luz Olympus BX
51. Apés andlise morfoldgica e ontogenética, os botdes florais foram agrupados em I (Fig. 2E),

IL I e IV (Fig. 5A).
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1.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Para o exame da superficie da antera na regido de deiscéncia foram utilizadas duas anteras
isoladas de botdes florais em pré-antese e duas de flores (Fig. 5), fixadas em solucdo de
Karnovsky e estocadas em etanol 70% (v/v), para os individuos PIAIII e PIIAI do Cerrado e para
os individuos PIAI e PIVAIIl da Floresta Atlantica, num total de quatro anteras para cada
individuo. As unidades foram desidratadas em série etandlica crescente, submetidas a secagem ao
ponto critico com CO, liquido em aparelho Balzers CPD 030, coladas sobre suportes metélicos
com fita adesiva dupla face de carbono e metalizadas com ouro em aparelho Balzers SCD 050.

As observacgoes foram feitas em microscopio eletronico de varredura JEOL JSM-5200.

2. Viabilidade Polinica

Para o estudo da viabilidade polinica foram utilizados cinco botdes em pré-antese (Fig.
5A) coletados a partir de cinco inflorescéncias, sendo um botdo flor por inflorescéncia, para cada
um dos 24 individuos. As unidades foram fixadas em FAA, em solu¢do de Karnovsky ou em
solucdo de Carnoy modificada e armazenadas em etanol 70% (v/v). Os botdes foram dissecados
e todas as anteras de cada um deles foram esmagadas em lamina de vidro, sendo uma lamina por
botdo, coradas com carmim acético a 1,2% (Medina & Conagin 1964), cobertas com laminula e
observadas imediatamente em microscopio de luz Olympus BX 51. Aproximadamente 200
estruturas celulares foram contadas em cada lamina e avaliadas quanto a forma e a presenga de
coloracdo no citoplasma, num total de cerca de 1000 estruturas por individuo, que foram
comparadas morfologicamente aquelas observadas nos varios estddios da androsporogénese, e
classificadas em tétrades de andrésporos (T), andrésporos livres (A) e androfitos (Af). As
estruturas morfologicamente integras e com citoplasma corado foram consideradas normais, isto

¢, potencialmente vidveis, enquanto aquelas com aparéncia distinta daquelas consideradas
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normais (disforme) e/ou com aparéncia vazia foram consideradas invidveis. As estruturas que

apresentaram coloragao fraca no citoplasma também foram consideradas normais.

3. Ontogenia do Ovulo, do Ginéfito e dos Estiadios Iniciais do Embrido e do

Endosperma
3.1. Microscopia de Luz

Para o estudo ontogenético do 6vulo e da ginogametogénese foram utilizados cinco
unidades de cada estddio de desenvolvimento - primérdios de inflorescéncia, botdes florais em
varios estadios de desenvolvimento, além de flores e frutos em estadios iniciais de
desenvolvimento (Fig. 5) obtidos das inflorescéncias controle e ensacada -, fixadas em FAA ou
em solucdo de Karnovsky e estocadas em etanol 70% (v/v), para cada um dos 24 individuos. A
inclusdo das unidades foi feita em resina pléstica HistoResin Leica apés desidratagdo gradual em
série etandlica (96% (v/v), absoluto) (Gerrits & Smid 1983) e/ou em Paraplast apds desidratagao
gradual em série butilica (70, 85, 95% (v/v), absoluto) (Johansen 1940).

Os blocos montados com os materiais incluidos foram seccionados transversal e
longitudinalmente em micr6tomo rotativo manual com navalha do tipo C entre 6 ¢ 10 pum de
espessura, e as secgdes obtidas foram aderidas a laminas de vidro. As laminas confeccionadas
com materiais incluidos em resina pldstica foram submetidas a coloracido simples com azul de
toluidina a 0,05% em tampao acetato 0,1M e pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) por 5 min, montadas
com 4dgua destilada e laminula de vidro apenas no momento da observacdo, e aquelas
confeccionadas com materiais incluidos em Paraplast foram submetidas a dupla coloracdo com
solucdo aquosa a 1% de safranina e azul de astra (Gerlach 1969), e montadas com resina sintética

Permount e laminula de vidro. As laminas foram observadas em microscépio de luz Olympus BX

26



51. Ap6s andlise morfologica e ontogenética, os botdes florais foram agrupados em I, I, III e IV

(Fig. 5).

3.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Para a verificacdo da deposicdo de androfitos na superficie estigmdtica das flores foram
utilizados um estilete isolado de botdo em pré-antese e um de flor (Fig. 5), fixados em solucdo de
Karnovsky e estocadas em etanol 70% (v/v), para os individuos PIAIII e PIIAI do Cerrado e os
individuos PIAI e PIVAIII da Floresta Atlantica, num total de dois estiletes para cada individuo.
As unidades foram desidratadas em série etandlica crescente, submetidas a secagem ao ponto
critico com CO; liquido em aparelho Balzers CPD 030, coladas sobre suportes metédlicos com fita
adesiva dupla face de carbono e metalizadas com ouro em aparelho Balzers SCD 050. As

observacdes foram feitas em microscépio eletronico de varredura JEOL JSM-5200.

4. Porcentagem de Ovulos que se Desenvolvem em Sementes

A porcentagem de 6vulos que se desenvolvem em sementes foi obtida para se estimar a
porcentagem de aborto dos 6vulos produzidos pela espécie, ou seja, dos Ovulos que ndo
originaram sementes maduras. Para isso foram obtidos os nimeros médios de évulos por botdao
floral em pré-antese ou por flor, e de sementes maduras por fruto maduro.

O niimero médio de 6vulos por flor foi obtido para a espécie a partir de 10 botdes florais
em pré-antese ou flor (Fig. 5) fixadas em FAA e estocadas em etanol 70% (v/v), para cada um
dos 24 individuos escolhidos, num total de 240 flores. Como ndo foram observadas diferencas
entre o nimero médio de sementes maduras produzidas por fruto maduro entre os tratamentos
controle e ensacada, o nimero médio de sementes maduras por fruto maduro foi obtido a partir de

10 frutos maduros (Fig. 3) coletados das inflorescéncias controle ou ensacada, preferencialmente
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do controle. Excecdo foi feita ao individuo PIVAII da Floresta Atlantica (controle), para o qual
foi possivel obter apenas trés frutos maduros (Tabela 2), e aos individuos PIVAI e PIVAIII, para
os quais ndo foi possivel obter nenhuma unidade; dessa forma, o nimero total de frutos
analisados foi igual a 213. Os ovdrios e frutos foram dissecados e os 6vulos e sementes, contados
com auxilio de estereomicroscopio. A porcentagem de 6vulos que se desenvolvem em sementes

foi calculada a partir da Férmula 1:

. P = numero médio de sementes maduras X 100
Formula 1: nimero médio de évulos

Tabela 2. Numero de frutos maduros obtidos nos tratamentos controle e ensacada e utilizados na
obtencdo da porcentagem de 6vulos que se desenvolvem em sementes (P) no Cerrado e na
Floresta Atlantica. P=populacdo. A=individuo.

Cerrado Floresta Atlantica
controle ensacada controle
PIAI 10 0 10
PIAIL 10 0 10
PIAIIT 10 0 10
PIIAI 10 0 10
PIIAIL 10 0 10
PIIAIIT 10 0 10
PIIIAI 10 0 10
PIIIAIL 10 0 10
PIIIAIIT 10 0 10
PIVAI 10 0 0
PIVAII 0 10 3
PIVAIII 10 0 0

5. Viabilidade das Sementes

Para o estudo da viabilidade das sementes foi utilizada uma amostra de 100 sementes
maduras (Fig. 3) e secas, para cada individuo possivel, ja que frutos maduros ndo foram obtidos
das inflorescéncias ensacadas em parte dos individuos escolhidos (ver item anterior). Dois
procedimentos foram realizados. No primeiro, as sementes foram deixadas durante 10 min em

solucdo de hipoclorito de s6dio a 10%, lavadas sucessivamente em dgua destilada e colocadas em
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caixas plasticas do tipo gerbox sobre papel-filtro simples umedecido com dgua destilada (Cortez
& Carmello-Guerreiro 2004); no segundo, as sementes foram deixadas durante 10 min em
solucdo de hipoclorito de s6dio a 10%, lavadas sucessivamente em dgua destilada e colocadas em
placas de petri previamente autoclavadas sobre papel-filtro duplo umedecido com dgua destilada
(Fig. 5). Tanto as caixas gerbox quanto as placas de petri foram colocadas em camara de
germina¢do com iluminac¢do fluorescente branca continua e temperatura constante de 28°C. As
sementes foram observadas diariamente quanto a viabilidade e numero de embrides formados,
por um periodo de 30 dias apds o inicio da germinacdo, sendo retiradas da amostra aquelas que

germinaram em cada observacao.
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Figura 1. Ciclo de vida de uma Angiospermae hipotética mostrando a alternancia entre os
individuos produtores de esporos (espordfito - diploide) e de gametas (gametdfito -

hapléide).
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Figura 2. Aspectos morfolégicos de Miconia albicans. A. Hébito arbustivo. B. Filotaxia
oposta cruzada. C. Limbo foliar discolor (A=face abaxial, #=face adaxial). D. Face
adaxial do limbo foliar. E. Primérdio de inflorescéncia (seta) e folhas jovens com
indumento ferrugineo (4A) e canescente (#). F. Folha adulta com restos de indumento
canescente. G. Inflorescéncia terminal do tipo panicula escorpidide com botdes florais

(seta). H. Botdes florais em pré-antese.

46



47



Figura 3. Aspectos morfolégicos de Miconia albicans. A. Botdes florais e flor. B. Ramo
com frutos imaturos. C. Ramo com frutos imaturos (™) e frutos maduros (<.
D. Desenvolvimento de frutos em botdes florais (setas). E. Sementes abortadas (setas) e
sementes maduras. F-H. Plantulas cinco, 15 e 20 dias apds a germinacdo, respectivamente.
I. Individuo jovem. J. Individuo adulto com inflorescéncias ensacadas (setas) e

inflorescéncias controle.
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Figura 4. Aspecto vegetacional das dreas de ocorréncia das populacdes estudadas no
Cerrado (A-D) e na Floresta Atlantica (E-H). A. Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(Populacao I). B. Valério I (Populagao II). C. Pedregulho (Populagdo III). D. Gradna
(Populagdo 1V). E. Praia Vermelha do Centro (Populacdo I). F. Praia da Fortaleza
(Populacao II). G. Praia da Picingiiaba (Populacgdo III). H. Ilha Anchieta (Populagdo IV).
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Figura 5. Diferentes estadios de desenvolvimento dos botdes florais, flores e frutos
imaturos de Miconia albicans (materiais fixados). A. Botdes florais das categorias II
(2,58+0,33mm de comprimento), III (4,13+0,52mm de comprimento), IV (4,78+0,22mm
de comprimento) e em pré-antese. B. Flor. C. Secc¢ao transversal do ovério da flor e 6vulos
(seta). D, E. Frutos imaturos (2,84+0,52mm de comprimento). F. Seccdo transversal do
fruto imaturo e sementes imaturas (™) e maduras (€). G. Desenvolvimento de frutos em

botdes florais.
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CAPITULO 1

Ontogenia dos Estratos Parietais da Antera e Androsporogénese em Miconia albicans (Sw.)

Triana (Melastomataceae), Espécie Agamospérmica

PRISCILA ANDRESSA CORTEZ', SIMONE DE PADUA TEIXEIRA® ¢ SANDRA MARIA
CARMELLO-GUERREIRO'
IDepartamento de Botdnica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Caixa
Postal 6109, Campinas, SP, 13083-970, Brazil and Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, 14040-903, Brazil

*Autor para correspondéncia: spadua@fcfrp.usp.br

* Antecedentes e Objetivos Miconia albicans (Sw.) Triana é uma espécie que se reproduz
assexuadamente por meio da agamospermia. Em populacdes do Cerrado a viabilidade polinica é
nula, embora a producio de frutos em experimentos de emasculacdo das flores seja igual aquela
observada em populacgdes-controle. O estudo ontogenético dos estratos parietais da antera e da
androsporogénese foram realizados com o objetivo de verificar se ha alteracdes celulares que
possam estar relacionadas a inviabilidade dos andréfitos em populacdes do Cerrado e da Floresta
Atlantica.

* Métodos Botdes florais em varios estddios de desenvolvimento e flores foram coletados a partir
de populagcdes naturais de M. albicans do Cerrado e da Floresta Atlantica e processados para
microscopias de luz e eletrOnica de varredura.

* Resultados-chave A viabilidade polinica da espécie foi nula em todas as populagdes estudadas.

As anormalidades das células reprodutivas ndo estiveram restritas a um unico estidio da
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androsporogénese, sendo a principal dela representada pela deformidade da esporoderme dos
andrésporos livres. Foram observadas vacuolo¢do das células do tecido esporogénico e
degeneracdo precoce do tapete devido a alteragdes citoplasmdticas e nucleares. A producdo total
de células reprodutivas, invidveis ou potencialmente vidveis, foi menor nas populacdes da
Floresta Atlantica.

* Conclusoes Os resultados obtidos corroboram a classificacdo da espécie como agamospérmica
obrigatoria e estéril-masculina nas populagdes estudadas. A vacuolacdo e a degeneragdo
aparentemente precoces do tapete podem estar relacionadas a inviabilidade dos andrdsporos
produzidos e a auséncia de androfitos. Nao foram observadas diferencas marcantes entre as
populagdes do Cerrado e da Floresta Atlantica, sendo mais evidentes as variacdes intra e inter-

individuais, em ambas as formagdes vegetacionais.

Palavras-Chave: Melastomataceae, Miconia albicans, Cerrado, Floresta Atlantica, ontogenia,

antera, tapete, androsporogénese, inviabilidade polinica, agamospermia, deiscéncia.

INTRODUCAO
Melastomataceae € uma das familias mais ricas e abundantes entre as Angiospermae, com
150-166 géneros e cerca de 4570 espécies, ocorrentes, principalmente, em regides tropicais e
subtropicais (Renner 1993, Martins et al. 1996, APG 2003). Seus membros apresentam
diversidade de estruturas vegetativas e reprodutivas, embora possam ser facilmente reconhecidos,
com excecdo de poucos géneros, pela nervura foliar acrédroma, pelos estames falciformes, pela
deiscéncia poricida e auséncia de endotécio nas anteras maduras (Clausing & Renner, 2001).

Entre as espécies mais amplamente distribuidas estd Miconia albicans, ocorrente em dreas de
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Cerrado e em vegetacdo litoranea, do Sul do México e Antilhas até o Paraguai, e em quase todos
os estados brasileiros (Romero & Martins 2002).

De acordo com Renner (1989), Sartor (1994) e Goldenberg e Shepherd (1998), a espécie é
agamospérmica obrigatdria nas populacdes estudadas de Cerrado, com base nas observacdes de
producdo de frutos em experimentos de emasculacdo de flores e, principalmente, da viabilidade
nula dos androfitos obtida em testes para estudo da Biologia Reprodutiva. Para a Floresta
Atlantica, vegetagdo litordnea da costa leste brasileira, tais dados sdo inexistentes.

A agamospermia €, por defini¢do, uma forma de reprodugdo assexuada derivada dos
processos sexuados por alteragdo coordenada em determinados eventos como a meiose, a
embriogénese e, as vezes, também a endospermogénese. Além dessas condicdes, a viabilidade
das sementes obtidas € necessdria para que tal fendOmeno seja considerado uma forma de
reprodugdo para o individuo, para a espécie ou para as populacdes (Asker & Jerling 1992,
Naumova 1993, Koltunow et al. 1995, Vielle-Calzada et al. 1996, Richards 1997, Grossniklaus et
al. 2001). Além da inviabilidade polinica, a viabilidade das sementes produzidas por M. albicans
(Cortez et al. 2007) apdia sua classificagdo como agamospérmica nas populacdes estudadas.

Nesse estudo foram analisados os estadios ontogenéticos dos estratos parietais da antera e
da androsporogénese e a superficie da antera na regido de deiscéncia, em individuos de M.
albicans provenientes de populacdes do Cerrado e da Floresta Atlantica do estado de Sao Paulo,
Brasil. O estudo visou (1) verificar se as populacdes da espécie ocorrentes na Floresta Atlantica
compartilham as caracteristicas reprodutivas ja descritas para o Cerrado; (2) verificar se as
caracteristicas embrioldgicas da espécie se assemelham aquelas descritas para outras espécies do
género; (3) verificar se as caracteristicas morfoldgicas das células dos estratos parietais da antera
podem estar relacionadas a inviabilidade dos androéfitos e (4) verificar se a inviabilidade polinica

estd relacionada a um determinado estddio da androsporogénese.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta e Processamento Inicial

O estudo foi realizado entre os anos de 2004 e 2006 em oito populacdes de M. albicans.
No Cerrado foram escolhidas quatro populagdes, uma no municipio de Campinas-SP
(Laboratério Nacional de Luz Sincrotron) e as demais no municipio de Itirapina-SP (Valério I,
Pedregulho e Grauna); na Floresta Atlantica foram escolhidas quatro populacdes, todas no
municipio de Ubatuba-SP (Praia Vermelha do Centro, Praia da Fortaleza, Praia da Picingiiaba e
Ilha Anchieta) (Fig. 4). Foram escolhidos trés individuos de cada populagdo e, para cada um
deles, foram coletados primdrdios de inflorescéncia, botdes florais em vdrios estddios de
desenvolvimento e flores. As unidades foram medidas com auxilio de paquimetro digital, fixadas
separadamente em FAA (1:1:18, formalina:dcido acético glacial:etanol 50% (v/v)) (Johansen
1940), em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido a 1% em tampao fosfato 0,IM e pH 7,2;
paraformaldeido a 4%) (Karnovsky 1965) ou em solu¢do de Carnoy modificada (6:3:1, etanol
absoluto:cloroférmio:acido acético glacial) (Solt & Wurdack 1980), desidratadas em série
etandlica e estocadas em etanol 70% (v/v). Ramos vegetativos e/ou reprodutivos foram coletados,
herborizados e depositados no herbario da Universidade Estadual de Campinas — UEC (ndmeros

146996 a 147006).

Microscopia de Luz

Para os estudos da androsporogénese e da ontogenia dos estratos parietais da antera foram
utilizadas cinco unidades de cada estddio de desenvolvimento (Fig. 2E, 5A, B), fixadas em FAA
ou em solucdo de Karnovsky e estocadas em etanol 70% (v/v). As unidades foram desidratadas
em série etandlica e incluidas em resina plastica HistoResin Leica (Gerrits & Smid 1983) ou

desidratadas em série butilica e incluidas em Paraplast. Sec¢des transversais, longitudinais e
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obliquas, entre seis e 10 um de espessura, foram obtidas em micrétomo rotativo manual com
navalha tipo C, aderidas a lamina de vidro e coradas com azul de toluidina a 0,05% em tampao
acetato 0,1M e pH 4.7 (O'Brien et al. 1964) para resina plastica, e com solu¢do aquosa a 1% de
safranina e azul de astra (Gerlach 1969) para Paraplast. A andlise do lamindrio foi feita em
microscopio de luz Olympus BX 51, e o registro fotografico, em camera fotografica PMC35DX
com filme Kodak Pro-Image ISO 100, com escalas projetadas nas mesmas condi¢des Opticas. Os
vérios estddios de desenvolvimento dos botdes florais foram agrupados em botdes florais I (Fig.
2E), II, I e IV (Fig. 5A), com base nas medidas de comprimento obtidas e na andlise

ontogenética.

Microscopia Eletronica de Varredura

Para o estudo da superficie da antera na regido de deiscéncia foram utilizadas oito anteras,
sendo quatro delas provenientes de botdes florais em pré-antese, sendo duas do Cerrado —
individuo III da populacao I (PIAIIl) e individuo I da populacdo II (PIIAI) — e duas da Floresta
Atlantica — individuo I da populagado I (PIAI) e individuo IV da populacdo III (PIVAIII), e quatro
provenientes de flores, sendo duas do Cerrado — individuo III da populagado I (PIAIII) e individuo
I da populagdo II (PIAI) — e duas da Floresta Atlantica — individuo I da populagdo I (PIAI) e
individuo III da populacdo IV (PIVAIII). As anteras foram fixadas separadamente em solucio de
Karnovsky e estocadas em etanol 70% (v/v). As unidades foram desidratadas em série etandlica,
submetidas a secagem ao ponto critico com CO, liquido em um aparelho Balzers CPD 030 e
cobertas com ouro sobre suporte metdlico em um aparelho Balzers SCD 050. A andlise do
material feita em microscépio eletronico de varredura JEOL JSM-5200 e o registro fotogréfico,

em camera fotografica JEOL MP, com escalas projetadas nas mesmas condigdes.
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Viabilidade Polinica

Para o estudo da viabilidade polinica foram utilizados cinco botdes florais em pré-antese
(Fig. 5A) provenientes de cinco inflorescéncias, de cada individuo. Estas foram fixadas em FAA,
em solucdo de Karnovsky ou em solucdo de Carnoy modificada (Solt & Wurdack 1980) e
estocadas em etanol 70% (v/v). Todas as anteras de cada botdo floral foram contadas e
esmagadas em uma lamina de vidro, coradas com carmim acético, cobertas com laminula
(Medina & Conagin 1964) e observadas em microscopio de luz Olympus BX 51. Cerca de 200
estruturas celulares foram contadas em cada lamina/botdo floral, exceto para aquelas que
apresentaram um numero inferior a este, e avaliadas quanto a forma e a presenca ou ndo de
coloracdo no citoplasma, totalizando cerca de 1000 estruturas por individuo. Além da viabilidade,
as estruturas celulares observadas foram analisadas quanto ao seu estddio ontogenético por meio
de comparagdes com os dados obtidos do estudo histolégico da androsporogénese, e classificadas
como tétrades de andrésporos (T), andrésporos livres (A) e andréfitos (Af). O registro fotografico
foi feito em camera fotografica PMC35DX com filme Kodak Pro-Image ISO 100, com escalas
projetadas nas mesmas condicdes Opticas. Dos resultados obtidos foram calculados a média e o

desvio-padrao (médiatdesvio padrio).

RESULTADOS
Ontogenia dos Estratos Parietais da Antera e Androsporogénese
A ontogenia do androceu teve inicio em botdes florais em estddio I, dispostos de forma
congesta nos primordios de inflorescéncias (Fig. 2E). Os primérdios estaminais foram
observados como proje¢des arredondadas do meristema fundamental e da protoderme
uniestratificada que se formaram a partir do receptéaculo floral apés o surgimento dos primérdios

do cdlice e da corola (Fig. 6A, B). Repetidos ciclos de divisdes anticlinais das células da
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protoderme e de divisdes anticlinais, periclinais e obliquas das células das camadas subdérmicas
resultaram na formacdo de 10 estames constituidos pelo filete, pelo conectivo dotado de uma
expansdo e pela antera biteca tetrasporangiada, que se apresentaram flexionados até o estddio de
botdo floral em pré-antese (Fig. 6C-E). Nesse estddio de desenvolvimento as anteras
apresentaram a regido do poro apical fechada por um tecido constituido por células de aparéncia
papilosa em relac@o aquelas observadas na epiderme que recobre o restante da antera (Fig. 7B, D,
E). Apos a antese floral os estames foram expostos concomitantemente a abertura do poro da
antera, constituindo seu estddio de deiscéncia, sendo que nos estudos de microscopia eletronica
de varredura nao foram observados andréfitos ou outras células em seu interior (Fig. 7A, E). Em
algumas flores foi observado numero varidvel de estames morfologicamente alterados, com
tecidos disformes, anteras sésseis e/ou saco(s) polinico(s) colapsado(s) (Fig. 7F-I).

No estadio II (2,58+0,33mm de comprimento) de desenvolvimento do botdo floral (Fig.
5A) a antera apresentou tecido meristematico com protoderme bem definida envolvendo as
células do meristema fundamental e diferenciacdo do conectivo parenquimatico (Fig. 8A). As
células da camada subdérmica, apds divisdes periclinais descontinuas, originaram a camada
parietal primdria, adjacente a protoderme, e um grupo de células esporogénicas com citoplasma
denso e nicleo volumoso, no lado interno da antera (Fig. 8B). A partir da protoderme houve
vacuolacdo das células da epiderme concomitantemente a divisdes periclinais descontinuas das
células da camada parietal primdria, que deram origem as camadas parietais secunddrias externa,
voltada para a epiderme, e interna; divisdes anticlinais foram observadas na epiderme,
aumentando o nimero de células na camada e permitindo a expansdao dos sacos polinicos;
divisdes periclinais e obliquas foram observadas nas células esporogénicas aumentando seu
nimero e originando o tecido esporogénico; divisdes e diferenciacdo celular originaram o septo

parenquimdtico entre dois sacos polinicos adjacentes (Fig. 8C-F). Divisdes periclinais
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descontinuas das células da camada parietal secunddria interna originaram o terceiro estrato
parietal, ao mesmo tempo em que foi observado o inicio da diferencia¢do do tapete externo, de
maneira descontinua, aparentemente a partir da camada mais externa do tecido esporogénico; em
algumas anteras foi observada vacuolacdo intensa e aparentemente anormal das células do tecido
esporogénico (Fig. 9A-B). As divisdes e diferenciacdes celulares determinaram j4 nesse estadio
de desenvolvimento a morfologia caracteristica das anteras maduras da espécie, com quatro sacos
polinicos separados pelo septo parenquimatico e conectivo parenquimatico vascularizado por um
unico feixe vascular (Fig. 9C, D). Foi observada diferenciacio do tapete interno, aparentemente a
partir das células mais internas do tecido esporogénico; tais células e aquelas do tapete externo
possuiam apenas um nucleo e passaram a adquirir caracteristicas de células secretoras como
citoplasma denso e nticleo volumoso; as células da camada parietal secunddria externa
diferenciaram-se diretamente em endotécio; as camadas resultantes das divisdes periclinais nas
células da camada parietal secunddria interna constituiram, entdo, as camadas médias externa e
interna (Fig. 9E, F). Dessa forma a antera passou a ser constituida pela epiderme, pelo endotécio
sem espessamentos parietais, pelas camadas médias externa e interna e pelos tapetes externo e
interno, e pelo tecido esporogénico formado por células intensamente vacuoladas (Fig. 10A-C);
posteriormente foi observada vacuolacdo e alteragdes citoplasmdticas aparentemente anormais
nas células do tapete e do tecido esporogénico, e inicio da degeneracdo das células das camadas
médias externa e interna (Fig. 10D).

Nos estadios III (4,13+£0,52 mm de comprimento) e IV (4,78+0,22 mm de altura) de
desenvolvimento do botdo floral (Fig. 5A), foi observada diferenciacdo de células-mae de
andrésporos a partir das células do tecido esporogénico apds diminuicdo na freqii€éncia de
divisdes celulares, aumento em volume e deposicido de parede de calose. Muitas células-mae de

andrésporos apresentaram deformidade em seus limites, em relacdo as células consideradas
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normais, além de degeneracdo nuclear e/ou citoplasmadtica; algumas células-mae de andrésporos
apresentaram deposicdo aparentemente irregular de calose. As células do tapete apresentaram
alteracdes mais pronunciadas em seu citoplasma (Fig. 11A-D), em relacdo aos estiddios
ontogenéticos anteriores; células tapetais com alteracdes menos evidentes iniciaram a sintese de
orbiculas ou corptisculos de Ubisch (Fig. 11E). As células-mae de andrésporos vidveis iniciaram
o processo de divisdo meidtica originando diades e tétrades consideradas, em sua grande parte,
invidveis devido a delimitacdo disforme e/ou degeneracdo citoplasmatica e/ou nuclear (Fig. 11F-
J). A progressiva degeneracdo das células do tapete ocorreu concomitantemente a intensa
liberagdo de orbiculas para o interior do l6culo da antera e a agregacdo delas a superficie das
células do tapete, formando a membrana tapetal, e das tétrades, formando sua parede; a0 mesmo
tempo, as tétrades potencialmente vidveis, apos dissolu¢do da parede de calose, liberaram os
andrésporos, em sua maioria, invidveis devido a degeneragcdo nuclear e/ou citoplasmadtica parcial
ou total, ou, mais comumente, devido a deformidade das paredes formadas em relacdo aquelas
formadas nos andrésporos considerados normais (Fig. 12A-G). Apenas um andréfito em estadio
bicelular foi observado, constituido pelas células vegetativa e generativa (Fig. 12C).

Nos botdes florais em pré-antese (Fig. SA) e nas flores (Fig. 5B), a parede da antera
apresentou dois estratos, a epiderme, formada por células cibicas a arredondadas de cuticula
espessa, e o endotécio, com células cubicas a retangulares sem espessamentos parietais; foram
observados sacos polinicos completamente vazios ou, mais comumente, preenchidos por diades e
tétrades de andrdsporos e por andrésporos livres, todos eles invidveis, € membrana tapetal
persistente entre o endotécio e o I6culo da antera (Fig. 12H, I). Ap6s a antese floral foi observada
a deiscéncia da antera, que em M. albicans € do tipo poricida apical. Foi observada degeneracao
das células epidérmicas localizadas na regidao do poro, e consequentemente, sua abertura (Fig.

6A, E).
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Nos botdes florais com ovério desenvolvido em fruto (Fig. 5G) foi observado que tanto os
estratos parietais da antera quanto a androsporogénese apresentaram caracteristicas estruturais e
ontogenéticas semelhantes aquelas observadas nas demais unidades, exceto pela presenca de

diades e tétrades de andrésporos e andrésporos livres com contetdo fendlico (Fig. 12G).

Viabilidade Polinica
O nimero médio de estames por botdo floral em pré-antese foi igual a 9,90+0,49
(médiaxdesvio-padrdo), ndo sendo observadas diferencas individuais, populacionais ou

vegetacionais (Fig. 14).
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Cerrado Floresta Aflantica

Figura 14. Nimero de estames por botdo floral em pré-antese de M. albicans provenientes do
Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrao).

O nimero minimo de células analisadas por individuo foi menor que 500 em um
individuo proveniente do Cerrado e em sete individuos provenientes da Floresta Atlantica,
indicando uma maior quantidade de anteras com baixa producdo de células reprodutivas nos
individuos provenientes da Floresta Atlantica; além disso, dois botdes florais em pré-antese
provenientes do individuo PIAI da Floresta Atlantica apresentaram os sacos polinicos de todas as

anteras completamente vazios (Fig. 15).
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Figura 15. Numero total de estruturas celulares analisadas no interior dos sacos polinicos das
anteras de botdes florais em pré-antese de M. albicans provenientes do Cerrado e da Floresta
Atlantica (média+desvio-padrdo). P=popula¢do. A=individuo. *Individuo que apresentou botdes
florais em pré-antese com sacos polinicos das anteras completamente vazios.

Algumas estruturas celulares observadas no interior dos loculos das anteras de botdes
florais em pré-antese ndo foram classificadas em nenhuma das categorias (tétrades de
andrésporos, andrésporos livres e androfitos) devido a morfologia e/ou ao tamanho muito
diferentes em relacdo as demais (Fig. 13D, E).

A viabilidade polinica da espécie foi nula em todas as populacdes estudadas. A
porcentagem de estruturas celulares invidveis, classificadas como vazias e disformes, foi sempre
maior que a porcentagem de estruturas celulares potencialmente vidveis, classificadas como
coradas (Fig. 13A-C), em todos os individuos, populacdes e formagdes vegetacionais analisados
(Fig. 16-20). Quando analisado apenas o grupo das estruturas celulares invidveis, quando houve
diferenca entre as porcentagens daquelas classificadas como vazias e disformes, esta foi, na maior
parte dos casos, decorrente da maior porcentagem de estruturas celulares disformes, excegdo feita
ao individuo PIAI proveniente do Cerrado, que apresentou maior porcentagem de estruturas
celulares vazias em relacdo aquelas consideradas disformes (Fig. 16-20). Nao foram observadas

diferencas entre as duas formagdes vegetacionais quando estas foram comparadas quanto a

porcentagem de estruturas celulares em cada categoria (coradas, vazias e disformes) (Fig. 20).
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Figura 16. Porcentagem de estruturas celulares coradas, vazias e disformes observadas no
interior dos sacos polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese de M. albicans
provenientes do Cerrado (médiatdesvio-padrdo). P=populacdo. A=individuo. *Individuo que
apresentou botdes florais em pré-antese com porcentagem de estruturas celulares vazias nas
anteras maior que a porcentagem de estruturas celulares disformes.
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Figura 17. Porcentagem de estruturas celulares coradas, vazias e disformes observadas no
interior dos sacos polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese de M. albicans
provenientes da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrdo). P=populagdo. A=individuo.
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Figura 18. Porcentagem de estruturas celulares coradas, vazias e disformes observadas no
interior dos sacos polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese de M. albicans
provenientes do Cerrado (média+desvio-padrdo). P=populacio.
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Figura 19. Porcentagem de estruturas celulares coradas, vazias e disformes observadas no
interior dos sacos polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese de M. albicans
provenientes da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrao). P=populagao.
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Figura 20. Porcentagem de estruturas celulares coradas, vazias e disformes observadas no
interior dos sacos polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese de M. albicans
provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrao).

Com relacdo ao estddio ontogenético das estruturas celulares observadas nos sacos
polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese (Fig. 13), todos os individuos de ambas as
formacdes vegetacionais apresentaram porcentagens muito baixas ou nulas de andréfitos nas duas
categorias consideradas (coradas e disformes). Quando houve diferenca entre a porcentagem de
tétrades de androsporos (T) e de andrésporos livres (A) observada entre os individuos,
populacdes ou formagdes vegetacionais analisados, esta foi sempre decorrente da maior
porcentagem de andrdsporos livres (A), sendo que a maioria destes fazia parte da categoria
disforme (Fig. 21-24). Nao foram observadas diferengas entre as duas formacdes vegetacionais
quando estas foram comparadas quanto a porcentagem de estruturas celulares em cada estddio

ontogenético analisado (Fig. 25).
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Figura 21. Porcentagem de estruturas celulares observadas nos sacos polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese de M.
albicans provenientes do Cerrado, em relacdo ao estddio ontogenético. Tc=tétrades coradas. Tv=tétrades vazias. Ac=andrésporos
corados. Av=andrdsporos vazios. Ad=andrésporos disformes. Afc=andréfitos corados. Afd=andréfitos disformes. P=populagao.

A=individuo.
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Figura 22. Porcentagem de estruturas celulares observadas nos sacos polinicos das anteras de botdes florais em pré-antese de M.
albicans provenientes da Floresta Atlantica, em relacdo ao estddio ontogenético. Tc=tétrades coradas. Tv=tétrades vazias.
Ac=andrésporos corados. Av=andrdésporos vazios. Ad=andrésporos disformes. Afc=androéfitos corados. Afd=androéfitos disformes.
P=populac¢ado. A=individuo.
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Figura 23. Porcentagem de estruturas celulares observadas nos sacos polinicos das anteras de
botdes florais em pré-antese de M. albicans provenientes do Cerrado, em relacdo ao estddio
ontogenético.  Tc=tétrades coradas. Tv=tétrades vazias. Ac=andrésporos corados.
Av=andrésporos vazios. Ad=andrésporos disformes. Afc=androéfitos corados. Afd=androfitos
disformes. P=populagdo.
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Figura 24. Porcentagem de estruturas celulares observadas nos sacos polinicos das anteras de
botdes florais em pré-antese de M. albicans provenientes da Floresta Atlantica, em relacdo ao
estddio ontogenético. Tc=tétrades coradas. Tv=tétrades vazias. Ac=androsporos corados.
Av=andrésporos vazios. Ad=andrésporos disformes. Afc=androéfitos corados. Afd=androfitos
disformes. P=populagdo.
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Figura 25. Porcentagem de estruturas celulares observadas nos sacos polinicos das anteras de
botdes florais em pré-antese de M. albicans provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica, em
relacdo ao estddio ontogenético. Tc=tétrades coradas. Tv=tétrades vazias. Ac=andrésporos
corados. Av=andrdésporos vazios. Ad=androsporos disformes. Afc=androfitos corados.
Afd=androfitos disformes.

DISCUSSAO

M. albicans apresentou viabilidade polinica nula em todas as populacdes estudadas,
apoiando a sua classificacio como agamospérmica obrigatdria, inclusive na Floresta Atlantica,
dado este inédito. As alteragdes morfolégicas que levaram, em ultima instancia, a esterilidade
total da espécie, foram primeiramente observadas nas células do tecido esporogénico, com a
intensa vacuolagdo de suas células, e, principalmente, nas células tapetais.

O tapete é considerado um dos mais importantes tecidos responsaveis pela formacdo de
androfitos funcionais; entre suas fungdes destacam-se a producdo e secrecdo de substancias
fundamentais a todos os estadios de desenvolvimento do tecido esporogénico: hormonios como a
auxina, enzimas como a calase, nutrientes e precursores para a sintese de exina (Heslop-Harrison

1964, Frankel et al. 1969, Vithanage & Knox 1980, Bhandari 1984, Bedinger 1992, Mariath et al.

2006, Gonzales-Séanches et al. 2004, Aloni et al. 2006). Estudos citoldgicos ultra-estruturais
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realizados em linhagens estéreis revelam uma forte correlagdo entre a inviabilidade dos
androfitos e as alteracdes morfoldgicas e funcionais das células do tapete e, atualmente, varios
genes relacionados a esses fendmenos t€m sido identificados e caracterizados funcionalmente
(Aguirre & Smith 1993, Cigan et al. 2001, Fei & Sawhney 2001, Wilson et al. 2001, Kapoor et
al. 2002, Lai et al. 2002, Sorensen et al. 2003, Albrecht 2005).

Como descrito para grande parte das Angiospermae, o periodo de maior atividade
metabdlica das células do tapete coincide com o estddio de célula-mde de andrésporos, ou seja,
durante a meiose (Prakash 1997, Lersten 2004). J& no estddio seguinte, de tétrade de andrdsporos,
as células do tapete exibem considerdvel aumento no tamanho de seus vacuolos; posteriormente,
hd rompimento da parede celular e da membrana plasmatica, liberacdo do conteudo
citoplasmatico das células do tapete para o interior do l6culo da antera e deposicdo de substancias
na superficie dos andrésporos livres, concomitantemente a liberagcdo dos mesmos a partir das
tétrades (Vasil 1967, Mascarenhas 1975, Esau 1974 Sawheney & Bhadula 1988, Aguirre &
Smith 1993).

Embora os dados obtidos nesse trabalho ndo permitissem determinar com exatiddo sua
causa, podemos concluir que a inviabilidade dos andréfitos de M. albicans, que € determiando
por alteracdes que se iniciam ja nos primeiros estddios da androsporogénese, estd relacionada as
alteracdes observadas nas células do tapete, como a precoce e intensa vacuolacdo e as
deformidades nuclear e citoplasmatica. Estas alteracdes determinam caracteristicas distintas
daquelas comumente observadas nas células secretoras presentes, por exemplo, no tapete de M.
cabucu, espécie com reproducdo sexuada (Medeiros e Morretes 1996). Tais anormalidades
também estdo entre aquelas mencionadas por Bhandari (1984) como um dos fatores
determinantes da degeneracio prematura do tecido e da desincronizacdo meidtica das células-mae

de andrdsporos, culminando em varios graus de esterilidade masculina.
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A observacio de diades e tétrades de andrdésporos e de andrésporos livres, todos anormais,
em anteras de botdes florais em pré-antese, mostram que algumas células conseguem se
desenvolver normalmente, apesar das anormalidades do tapete. A quase total auséncia de
androfitos sugere que a gametogénese seja mais exigente quanto as substincias necessdrias ao seu
desenvolvimento satisfatorio, ou que haja nessa etapa um controle mais refinado das células com
alguma alteracdo funcional. Estudos ultra-estruturais comparativos das células androsporogénicas
de espécies com agamospermia obrigatéria, agamospermia facultativa e reproducdo sexuada,
certamente fornecerdo dados mais elucidativos acerca dos mecanismos promotores da
inviabilidade dos andréfitos em M. albicans e em outras espécies do género.

A menor producdo de estruturas celulares observadas nos l6culos das anteras dos
individuos da Floresta Atlantica em relacdo aqueles do Cerrado foi a diferenga mais marcante
observada entre as duas formacgdes vegetacionais. Os demais caracteres reprodutivos, como o tipo
de desenvolvimento da parede da antera, a androsporogénese e a androgametogénese sdo de
maneira geral constantes entre os individuos, o que corrobora o cardter conservativo dessas
caracteristicas dentro de um mesmo grupo. As grandes amplitudes de desvio-padrdo obtidos
sugerem que as variacdes existem principalmente dentro de cada individuo analisado, em ambas
as populagdes e formacgdes vegetacionais. Embora o fendmeno da agamospermia seja
freqiientemente mencionado como decorrente, entre outros fatores, das condi¢des ambientais
(Richards 1997), e associado aos diferentes graus de esterilidade masculina (Bhandari 1984), ao
menos em M. albicans, as alteragdes observadas ao longo do desenvolvimento dos andrésporos
parecem estar mais relacionadas a historia de vida da espécie do que as possiveis adaptacdes dela

a ambientes de caracteristicas tdo distintas como o Cerrado e a Floresta Atlantica.
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Caracteres de Interesse Filogenético em Melastomataceae

A origem e as caracteristicas dos tecidos presentes na parede da antera de M. albicans
assemelham-se ao padrdo descrito para as espécies de Melastomataceae estudadas até o
momento, como epiderme persistente, camadas médias efémeras [excecdo feita a M. laticrenata,
que apresenta persisténcia de uma das camadas médias (Goldenberg et al. 2003)] e tapete do tipo
glandular (Tobe & Raven 1983, Johri ef al. 1992, Medeiros & Roos 1996, Medeiros e Morretes
1996, Goldenberg et al. 2003), sendo este o tipo de tapete mais comumente observado nas
Angiospermae (Bhandari 1984, Lersten 2004).

A origem do tapete externo em M. albicans, aparentemente a partir de diferenciacdo de
células periféricas do tecido esporogénico, € semelhante ao observado para a formacao do tapete
interno; esse tipo de origem do tapete interno ja foi observado em outras espécies de
Angiospermae, embora o mais comum seja a sua formagao a partir de células meristematicas do
conectivo (Bhandari 1984, Mariath et al. 2006). Embora a forma mais comum de origem do
tapete externo seja a partir da camada parietal secundaria interna, o tipo observado em M.
albicans ja foi identificado em outras espécies (Santos 1993). Desse modo, o fato da origem do
tapete em M. albicans ser distinta daquela observada em Tibouchina cerastifolia (Medeiros &
Roos 1996) e em M. cabucu (Medeiros e Morretes 1996), e dela ndo se enquadrar nos tipos
propostos por Davis (1966), apdia a classificagdo do tipo de formacdo do tapete na familia
Melastomataceae como irregular (Tobe & Raven 1983).

Entretanto, o ponto de discordancia mais evidente entre os trabalhos publicados sobre a
embriologia do grupo relaciona-se as caracteristicas do endotécio, quanto a sua presenca nos
membros da familia e a sua relacio com os mecanismos de deiscéncia. O endotécio é uma
camada subepidérmica, limitada & porcdo protuberante do androsporangio, geralmente

uniestratificada e com espessamentos fibrosos especializados nas paredes de suas células,
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freqiientemente relacionada aos mecanismos de deiscéncia da antera (Mariath et al. 2006). Tobe
& Raven (1983) e Schmid (1984) mencionam a presenca de endotécio com espessamentos
parietais em algumas espécies de Melastomataceae, incluidas em um grupo antes considerado
subfamilia de Melastomataceae e, recentemente, consolidado, com base em dados morfoldgicos e
moleculares combinados, como familia irma: Memecylaceae (Renner 1993, APG 2003). Do
mesmo modo, Clausing & Renner (2001) consideram a auséncia de endotécio como caracteristica
comum aos membros de Melastomataceae, com excecdo da tribo Kibessieae, caracteristica esta
também observada em Miconia cinnamomifolia, Miconia pusilliflora e Miconia laticrenata
(Goldenberg et al. 2003).

J& em M. albicans, o endotécio € persistente na antera madura, embora sem
espessamentos parietais em suas células. A presenca de endotécio, inclusive com espessamentos
parietais, foi observada também em Tococa formicaria (D.G. Simado, comunica¢do pessoal),
espécie incluida na mesma tribo de M. albicans. Embora Clausing & Renner (2001) tenham
incluido espécies da tribo Miconieae em suas andlises, inclusive do género Tococa, nenhuma
espécie do género Miconia foi analisada por eles. De acordo com esses autores, a relacdo entre o
endotécio e o tipo de deiscéncia das anteras € um dos pontos-chave para os estudos filogenéticos
da familia, ja que a perda da capacidade de originar um endotécio poderia ser uma caracteristica
ancestral no grupo e, talvez, uma predisposi¢do ao desenvolvimento de anteras com deiscéncia
poricida.

A auséncia de espessamentos parietais nas células do endotécio € considerada uma
condicdo derivada e, freqiientemente, associada a deiscéncia poricida das anteras (Gerenday &
French 1988, Mariath et al. 2006). Entretanto, tal associa¢do € ainda bastante discutivel, ja que
endotécio com espessamentos parietais estd presente em grande parte das familias de

monocotiledoneas com anteras poricidas e considerado ausente em Myrtales, eudicotiledoneas
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com representantes tanto de deiscéncia poricida quanto de deiscéncia rimosa (Gerenday & French
1988). Dessa forma, a presenga concomitante de endotécio e deiscéncia poricida nas anteras de
algumas espécies de Melastomataceae mostra que esses dois caracteres possam coexistir ao
menos em alguns membros da familia, e que a presenca de espessamentos parietais nas células do
endotécio de algumas delas pode estar mais relacionada a histéria evolutiva desses grupos do que
com a funcdo desempenhada durante o processo de deiscéncia.

Ainda quanto aos mecanismos de deiscéncia, diferentemente do que foi descrito para
algumas espécies da familia, estudos de microscopia eletronica de varredura em M. albicans
mostraram que ha epiderme na regido do poro apical, em estddios anteriores a sua abertura. De
acordo com Ziegler (1925 apud Renner 1993), Eyde e Teeri (1967 apud Renner 1993) e Clausing
& Renner (2001), a aparente auséncia de epiderme na regido do poro provavelmente esteja
relacionada aos mecanismos de deiscéncia, ja& que a exposicdo e dessecacdo das células do
mesofilo permitem a abertura dessa regidio e a liberacdo dos androfitos. Goldenberg e
colaboradores (2003) observaram a aparente presenca de uma epiderme, embora diferente
daquela observada no restante da antera pela auséncia de cuticula estriada, na regido de
deiscéncia, em M. cinnamomifolia, M. pusilliflora e M. laticrenata.

A presenca ou auséncia de endotécio nas anteras maduras, a origem do tapete e os tecidos
presentes na regido do poro apical da antera, associados aos dados ja publicados para outras
espécies do género, deixam claro que determinadas caracteristicas observadas em alguns
membros de Melastomataceae e generalizadas para toda a familia, precisam ser urgentemente
revistas para auxiliar no reconhecimento de relagdes filogenéticas consistentes entre 0s membros

desse grupo.
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Figura 6. Botdes florais I (A, B) e em pré-antese (C-E) de Miconia albicans. A. Seccdo
longitudinal tangencial. B. Androceu em sec¢do longitudinal mediana. C. Seccdo
longitudinal mediana mostrando estame flexionado. D. Sec¢do transversal da regido acima
do hipanto. E. Seccdo transversal da antera madura em estddio de pré-deiscéncia.

[AN=antera. ES=estilete. Fl=filete. FV=feixe vascular. HI=hipanto. MF=meristema fundamental.

OV=6vulo. PE=pétala. PR=protoderme. SE=sépala. SP=saco polinico. TR=tricomas.

Seta=expansao do conectivo.]
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Figura 7. Estames de botdo floral em pré-antese (B, C, D) e de flor (A, E-I) de Miconia
albicans. A. Microscopia eletronica de varredura do estame em estddio de deiscéncia da
antera. B. Microscopia eletronica de varredura do dpice da antera em estddio de pré-
deiscéncia. C. Seccdo longitudinal mediana do &4pice da antera em estddio de pré-
deiscéncia. D. Microscopia eletronica de varredura do dpice da antera em inicio de
deiscéncia (cabeca de seta). E. Microscopia eletronica de varredura do dpice da antera em
estddio de deiscéncia. F. Seccdo longitudinal mediana da flor mostrando estame nao-
funcional. G. Microscopia eletronica de varredura de antera ndo-funcional. H, I. Seccdes
transversais de anteras mostrando sacos polinicos colapsados (cabeca de seta).

[EC=expansdo do conectivo. Fl=filete. HI=hipanto. PE=pétala. SE=sépala. SP=saco polinico.

Seta=poro apical.]
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Figura 8. Botdo floral II de Miconia albicans. A, D, E. Sec¢des transversais da antera.
B, C, F. Secc¢des longitudinais da antera.

[CE=células esporogénicas. CO=conectivo. CPP=camada parietal primdria. CPSe=camada parietal
secunddria externa. CPSi=camada parietal secundédria interna. EP=epiderme. MF=meristema

fundamental. PR=protoderme. SE=septo. TE=tecido esporogénico. Setas=células em divisdo.]
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Figura 9. Botdo floral Il de Miconia albicans. A, B, F. Sec¢des longitudinais da antera.
C-E. Seccoes transversais da antera.

[CMe=camada média externa. CMi=camada média interna. CO=conectivo. CPSe=camada parietal
secunddria externa. CPSi=camada parietal secunddria interna. EN=endotécio. EP=epiderme.
FV=feixe vascular. SE=septo. TA=tapete. €=célula em divisdo. *=célula esporogénica em

diferenciacdo.]
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Figura 10. Botao floral Il de Miconia albicans. A-D. Sec¢des longitudinais da antera.
[CMe=camada média externa. CMi=camada média interna. CPSe=camada parietal secunddria
externa. CPSi=camada parietal secundaria interna. EN=endotécio. EP=epiderme. SE=septo.

TA=tapete. »=célula em divisdo. *=célula esporogénica em diferenciacéo.]
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Figura 11. Botoes florais IIl e IV de Miconia albicans. A, D, G, H, J. Seccdes
longitudinais da antera. B, C, E, F, 1. Seccodes transversais da antera. A-D. Células-mae de
andrésporos no interior do saco polinico. E. Detalhe do tapete secretor uninucleado. F-J.

Diades, tétrades e poliades de andrdsporos no interior do saco polinico.
[CMA=célula-m@e de androsporo. EN=endotécio. EP=epiderme. Seta=membrana tapetal.

TA=tapete. X =parede de calose. »=orbicula.]
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Figura 12. Secc¢des longitudinais de anteras de botdes florais III e IV de Miconia albicans.
A, B, H. Andrésporos livres invidveis no interior do 16culo. C. Andréfito bicelular
(detalhe). D-F. Diades, tétrades e andrdsporos livres invidveis no interior do léculo.
G. Diades, tétrades e androsporos livres invidveis com conteido fendlico no interior do
l16culo. I. Detalhe da parede da antera.

[EN=endotécio. EP=epiderme. NCG=nucleo da célula generativa. NCV=nicleo da célula

vegetativa. SE=septo. TA=tapete. Seta=membrana tapetal. »=orbiculas].
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Figura 13. Esmagamento de anteras de botdes florais em pré-antese. A. Diades de andrésporos
coradas (acima) e disformes (abaixo). B. Tétrades de andrésporos disformes. C. Andrésporos
livres corados (acima), vazios (intermedidrio) e disformes (abaixo). D, E. Unidades nao-

classificadas.
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CAPITULO 2

Ontogenia do Ovulo, do Ginéfito e dos Estadios Iniciais do Embridio Agamospérmico e do

Endosperma Autonomo de Miconia albicans (Sw.) Triana (Melastomataceae).

PRISCILA ANDRESSA CORTEZ', SIMONE DE PADUA TEIXEIRA® ¢ SANDRA MARIA
CARMELLO-GUERREIRO'
IDepartamento de Botdnica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Caixa
Postal 6109, Campinas, SP, 13083-970, Brazil and Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, SP, 14040-903, Brazil

*Autor para correspondéncia: spadua@fcfrp.usp.br

* Antecedentes e Objetivos Miconia albicans é uma espécie agamospérmica obrigatoria por
apresentar viabilidade polinica nula associada a produgdo de frutos contendo sementes tanto sob
condicdes naturais (controle) quanto em experimentos de emasculacdo e ensaque das flores. A
ontogenia do 6vulo e do gindfito foi estudada em populacdes de M. albicans ocorrentes no
Cerrado e na Floresta Atlantica para verificar a presenca e origem do embrido agamospérmico.
Estudos de germinacdo foram feitos para verificar a viabilidade das sementes e a possibilidade de
ocorréncia de poliembrionia na espécie.

* Métodos Botoes florais em varios estadios de desenvolvimento, flores e frutos em inicio de
desenvolvimento de M. albicans foram coletados a partir de populagdes ocorrentes no Cerrado e
na Floresta Atlantica e processados para microscopias de luz e eletronica de varredura e para

testes de germinagdo das sementes.
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* Resultados-chave A espécie apresentou ginéfito do tipo Polygonum originado diretamente a
partir da célula-mae de gindsporo, caracterizando a agamospermia como do tipo diplospdrica. A
porcentagem de aborto dos évulos produzidos foi de cerca de 50%. O embrido tnico foi formado
no interior do ginéfito, na regido micropilar. As sementes sao vidveis, apesar da alta incidéncia de
fungos observada nos experimentos.

* Conclusoes M. albicans apresenta agamospermia obrigatoria do tipo diplospdrica nas
populagdes estudadas e auséncia de poliembrionia. Ndo foram observadas diferencas
ontogenéticas significativas entre as populacdes do Cerrado e as da Floresta Atlantica, sendo

mais marcantes as variagdes intra e inter-individuais, em ambas as formacdes vegetacionais.

Key words: Melastomataceae, Miconia albicans, Cerrado, Floresta Atlantica, ontogenia, 6vulo,

ginosporogénese, ginogametogénese, gindfito, embrido, agamospermia, germinagao.

INTRODUCAO

Melastomataceae € uma das familias mais ricas e abundantes entre as Angiospermae, com
150-166 géneros e cerca de 4570 espécies, ocorrentes, principalmente, em regides tropicais e
subtropicais (Renner, 1993; Martins et al. 1996; APG 2003). Seus membros apresentam
diversidade de estruturas vegetativas e reprodutivas, embora possam ser facilmente reconhecidos,
com exce¢cdo de poucos géneros, pela nervura foliar acrédroma e pelos estames falciformes
(Clausing e Renner, 2001). Entre as espécies mais amplamente distribuidas estd Miconia
albicans, ocorrente em dreas de Cerrado e em vegetagdo litoranea, do Sul do México e Antilhas
até o Paraguai, e em quase todos os estados brasileiros (Romero & Martins 2002, Candido 2005).

De acordo com Renner (1989), Sartor (1994) e Goldenberg e Shepherd (1998), a espécie é

agamospérmica obrigatdria nas populagdes de Cerrado estudadas com base nas observagdes de
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producdo de frutos em experimentos de emasculacio e ensaque de flores e na viabilidade polinica
nula. Estudos recentes mostraram que populacdes de M. albicans ocorrentes em Floresta
Atlantica, vegetacdo litoranea da costa leste brasileira, também exibem tais caracteristicas (Cortez
et al. 2007).

A agamospermia é, por defini¢do, um tipo de reproducdo assexuada, derivada dos
processos sexuados por alteragdo coordenada em determinados eventos-chave, como a meiose, a
embriogénese e, as vezes também, a endospermogénese. Além dessas condicdes, a viabilidade
das sementes obtidas € necessdria para que tal fendmeno seja considerado um tipo de reproducdo
para o individuo, para as populacdes ou para a espécie (Asker & Jerling 1992, Naumova 1993,
Koltunow et al. 1995, Vielle-Calzada et al. 1996, Richards 1997, Grossniklaus ef al. 2001).

Nesse estudo foram analisados os estddios ontogenéticos do 6vulo, a androgametogénese,
os estddios ontogenéticos iniciais do embridao e do endosperma e a viabilidade das sementes
produzidas assexuadamente, em individuos de M. albicans ocorrentes no Cerrado e na Floresta
Atlantica do estado de Sdo Paulo, Brasil. O estudo visou (1) verificar o tipo de agamospermia da
espécie e o local de desenvolvimento do embrido agamospérmico; (2) obter a porcentagem de
aborto de 6vulos; (2) verificar a porcentagem de sementes maduras vidveis; e (3) verificar a

ocorréncia de poliembrionia.

MATERIAIS E METODOS
Coleta e Processamento Inicial
O estudo foi realizado entre os anos de 2004 e 2006 em oito populagdes de M. albicans
(Tabela 1). No Cerrado foram escolhidas quatro popula¢des, uma no municipio de Campinas-SP
(Laboratério Nacional de Luz Sincrotron), e as demais no municipio de Itirapina-SP (Valério I,

Pedregulho e Gradna). Na Floresta Atlantica foram escolhidas quatro populacdes, todas no
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municipio de Ubatuba-SP (Praia Vermelha do Centro, Praia da Fortaleza, Praia da Picingiiaba e
Ilha Anchieta) (Fig. 4). Em cada populag¢do foram escolhidos trés individuos. Foram coletados
primérdios de inflorescéncias (Fig. 2E), botdes florais em vérios estddios de desenvolvimento
(Fig. 5A), além de flores (Fig. 6B) e frutos imaturos (Fig. SD-F) provenientes de inflorescéncias
controle e ensacada (Fig. 3J). As unidades coletadas foram medidas com auxilio de paquimetro
digital, fixadas separadamente em FAA (1:1:18, formalina:acido acético glacial:etanol 50% (v/v))
(Johansen 1940), em solucao de Karnovsky (glutaraldeido a 1% em tampao fosfato 0,1M e pH
7,2; paraformaldeido a 4%) (Karnovsky 1965), desidratadas em série etandlica crescente e
estocadas em etanol 70% (v/v). Das medidas obtidas foram calculados a média e o desvio-padrdo.

Frutos maduros coletados a partir de ramos controle e ensacado foram mantidos em sacos
plasticos sob refrigeracdo, dissecados e as suas sementes, retiradas, separadas da polpa, contadas
e secas em temperatura ambiente. Ramos vegetativos ou reprodutivos foram coletados,
herborizados e depositados no herbdrio da Universidade Estadual de Campinas-UEC (nimeros

146996 a 147006).

Porcentagem de Ovulos que se Desenvolvem em Sementes

Para a obtencao da porcentagem de 6vulos que se desenvolvem em sementes, que indica a
porcentagem de aborto dos 6vulos produzidos, o nimero médio de évulos por botdo floral em
pré-antese ou por flor, e o nimero médio de sementes maduras por fruto maduro foram
calculados, para cada individuo e populacdo, em ambas as formacdes vegetacionais. Para o
calculo do nimero médio de évulos, botdes florais em pré-antese ou flores foram dissecados e os
6vulos, contados com ajuda de estereomicroscpio. Como ndo foram obtidos frutos maduros a
partir de ramos ensacados em parte dos individuos escolhidos e como ndo foram observadas

diferencas quanto ao nimero de sementes maduras produzidas pelos frutos coletados a partir dos
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ramos controle e ensacados, para o célculo do nimero médio de sementes maduras foram
utilizados preferencialmente frutos maduros provenientes dos ramos controle, exceto para o
individuo PIVAII do Cerrado, para o qual apenas foram obtidos frutos dos ramos ensacados

(Tabela 2); os frutos foram dissecados, e as sementes maduras, separadas da polpa e contadas.

Viabilidade das Sementes e Poliembrionia

A viabilidade das sementes foi obtida a partir do cdlculo da porcentagem de germinacdo
de uma amostra de 100 sementes maduras e secas de M. albicans para cada individuo e
tratamento possiveis, ja que ndo foram obtidos frutos maduros de ramos ensacados em parte dos
individuos escolhidos (ver item anterior). Dois procedimentos foram realizados para as sementes
provenientes dos individuos do Cerrado. No primeiro, as sementes foram deixadas durante 10
min em solu¢do de hipoclorito de sédio a 10%, lavadas sucessivamente em dgua destilada e
colocadas em caixas pldsticas do tipo gerbox sobre papel-filtro simples umedecido com 4gua
destilada; no segundo, as sementes foram deixadas durante 10 min em solucdo de hipoclorito de
sodio a 10%, lavadas sucessivamente em dgua destilada e colocadas em placas de petri
autoclavadas sobre papel-filtro duplo umedecido com dgua destilada. As sementes provenientes
dos individuos da Floresta Atlantica foram submetidas apenas ao segundo procedimento. Os
experimentos foram feitos em camara de germina¢do com iluminacdo fluorescente branca
continua e temperatura constante de 28°C. As sementes foram observadas por um periodo de
cerca de 30 dias ap6s o inicio da germinacio, e especial atengdo foi dada ao nimero de embrides

contidos em cada semente.
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Ontogenia do Ovulo e do Gindfito e Desenvolvimento Inicial do Embrido Agamospérmico
e do Endosperma Autéonomo

Para o estudo ontogenético do 6vulo e do gindfito, e dos estddios iniciais de
desenvolvimento do embrido agamospérmico, foram utilizadas cinco unidades de cada estadio de
desenvolvimento fixadas em FAA ou em solucdo de Karnovsky e estocadas em etanol 70% (v/v).
As unidades foram desidratadas em série etandlica e incluidas em resina plastica HistoResin
Leica (Gerrits & Smid 1983) ou desidratadas em série butilica e incluidas em Paraplast. Sec¢oes
transversais e longitudinais, entre seis e 10 um de espessura, foram obtidas em micrétomo
rotativo manual com navalha tipo C, aderidas a lamina de vidro e coradas, conforme o meio de
inclusdo, com azul de toluidina a 0,05% em tampao acetato 0,1M e pH 4.7 (O'Brien et al. 1964)
para resina plastica e com solucdo aquosa a 1% de safranina e azul de astra (Gerlach 1969) para
Paraplast. A andlise do laminério foi feita em microscépio de luz Olympus BX 51, e o registro
fotografico, em camera fotografica PMC35DX com filme Kodak Pro-Image ISO 100, com
escalas projetadas nas mesmas condi¢des Opticas. Os vérios estddios de desenvolvimento dos
botdes florais foram agrupados em botdes florais I (Fig. 2E), II, IIl e IV (Fig. 5A), com base nas

medidas de comprimento obtidas e na andlise ontogenética.
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RESULTADOS
Porcentagem de Ovulos que se Desenvolvem em Sementes
O nimero médio de 6vulos por botdo floral em pré-antese ou flor foi igual a 49,64+9,74
(média+desvio-padrdo), ndo sendo observadas diferengas entre os individuos, populacdes e

formacdes vegetacionais analisados (Fig. 26-28).
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Figura 26. Nimero médio de 6vulos por botdo floral em pré-antese ou flor de M. albicans
provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrdao). P=populacio.
A=individuo.
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Figura 27. Nimero médio de 6vulos por botdo floral em pré-antese ou flor de M. albicans
provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica (médiat+desvio-padrdo). P=populagdo.
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Figura 28. Nimero médio de 6vulos por botdo floral em pré-antese ou flor de M. albicans
provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica (média+desvio-padrdo).

Dos 12 individuos escolhidos em cada formagdo vegetacional, frutos maduros ndo foram
obtidos em um individuo do Cerrado e em dois individuos da Floresta Atlantica para os ramos
controle, e em trés individuos do Cerrado e em 10 individuos da Floresta Atlantica para os ramos
ensacados. A maior parte das inflorescéncias ensacadas murchou ainda na fase de botao floral, o
que impediu que estas chegassem ao estddio de maturacdo dos frutos. Para os individuos
possiveis, o nimero médio de sementes maduras por fruto maduro foi comparado entre os dois
tratamentos, sendo que ndo foram observadas diferencas para a maior parte dos individuos (Fig.

29, 30).
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Figura 29. Nimero médio de sementes maduras por fruto maduro de M. albicans provenientes
do Cerrado (médiatdesvio-padrdo). P=populacdo. A=individuo. *Individuos para os quais nao
foram obtidos frutos maduros.
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Figura 30. Numero médio de sementes maduras por fruto maduro de M. albicans provenientes
da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrdo). P=popula¢do. A=individuo. *Individuos para os
quais nao foram obtidos frutos maduros.

Dessa forma, o nimero médio de sementes maduras por fruto maduro foi obtido a partir
de frutos provenientes dos ramos controle ou ensacados, preferencialmente do tratamento
controle (Tabela 2), sendo igual a 23,04+9,74 (médiatdesvio-padrao). Nao foram observadas

diferencas individuais, populacionais ou vegetacionais quanto ao nimero médio de sementes

maduras por fruto maduro (Fig. 31-33).
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Figura 31. Nimero médio de sementes maduras por fruto maduro de M. albicans provenientes
do Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrdao). P=popula¢do. A=individuo.
*Individuos para os quais ndo foram obtidos frutos maduros.
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Figura 32. Nimero médio de sementes maduras por fruto maduro de M. albicans provenientes
do Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrdo). P=populacio.
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Figura 33. Numero médio de sementes maduras por fruto maduro de M. albicans provenientes
do Cerrado e da Floresta Atlantica (média+desvio-padrdo).

A porcentagem de 6vulos que se desenvolveram em sementes variou entre os individuos

de uma mesma populacdo, em ambas as formacdes vegetacionais (Fig. 34).
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Figura 34. Porcentagem de 6vulos que se desenvolveram em sementes maduras em M. albicans
provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrdao). P=populacio.
A=individuo. *Individuos para os quais ndo foram obtidos frutos maduros.

Quando foram comparadas as populacdes do Cerrado, maior porcentagem de 6vulos que

se desenvolvem em sementes foi observada na populacdo PI; variagOes individuais foram

observadas nas duas formacgdes vegetacionais (Fig. 35).
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Figura 35. Porcentagem de 6vulos que se desenvolveram em sementes maduras em M. albicans
provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica (média+desvio-padrdo). P=populagdo.

Entretanto, diferencas de porcentagem de desenvolvimento de dvulos em sementes ndo
foram observadas quando comparadas as duas formagdes vegetacionais (Fig. 36), sendo igual a
46,34+17,05 (médiatdesvio-padrao).
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Figura 36. Porcentagem de 6vulos que se desenvolveram em sementes maduras em M. albicans
provenientes do Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrao).
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Viabilidade das Sementes e Poliembrionia

Infestacao por fungos e porcentagens baixas ou nulas de germinagdo foram observada nas
sementes provenientes de frutos dos ramos controle e ensacados, e submetidas a ambos os
experimentos de germinagdo, na maioria dos individuos analisados. Diferencas de viabilidade

das sementes foram observadas nos individuos e nas populacdes estudados (Fig. 37-40).

100 —

50 -

25 - H
0 =Ll * | ‘D | | | | ﬂ**n |

PIAl  PIAIl  PIAIl ~ PlAI — PIAIL - PHIAIL PIIATL - PHIAIL - PlIANL PIVAL - PIVAIL - PIVAI

@ EXP | CONTROLE m EXP Il CONTROLE 0O EXP | ENSACADA

Figura 37. Porcentagem de germinacdo de sementes de M. albicans provenientes do Cerrado.
P=populacdo. A=individuo. EXP=experimento. *Individuos e tratamentos para o quais ndo foram
obtidas sementes maduras.
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Figura 38. Porcentagem de germinacdo de sementes de M. albicans provenientes da Floresta
Atlantica. P=populagdo. A=individuo. EXP=experimento. *Individuos e tratamentos para o quais
ndo foram obtidas sementes maduras.
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Figura 39. Porcentagem de germinacdo de sementes de M. albicans provenientes do Cerrado.
P=populacdo. EXP=experimento.
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Figura 40. Porcentagem de germinacdo de sementes de M. albicans provenientes da Floresta
Atlantica. P=populacdo. EXP=experimento. *Individuos e tratamentos para o quais ndo foram
obtidas sementes maduras.

Comparacdes entre as formacdes vegetacionais foram possiveis apenas para o
experimento I, ja que o experimento II foi aplicado apenas as sementes provenientes do Cerrado,

devido a quantidade de sementes disponiveis. Nas sementes provenientes de ramos controle nao

foram observadas diferencas quanto a porcentagem média de germinacdo das sementes; naquelas
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provenientes dos ramos ensacados a porcentagem média de germinacdo de sementes foi maior no

Cerrado (Fig. 41).
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Figura 41. Porcentagem média de germinacdo de sementes de M. albicans provenientes do
Cerrado e da Floresta Atlantica (médiatdesvio-padrao).

Ontogenia do Ovulo e do Gindfito e Desenvolvimento Inicial do Embrido Agamospérmico
e do Endosperma Autéonomo

A ontogenia do gineceu se inicia em botdes florais (estddio I) dispostos de forma congesta
nos primoérdios de inflorescéncia (Fig. 2E). Os primérdios carpelares podem ser observados como
uma protuberancia do meristema fundamental e da protoderme uniestratificada na por¢do central
do receptaculo floral, apés o surgimento dos primérdios do célice, da corola e do androceu.
Repetidos ciclos de alongamento e divisdes anticlinais das células da protoderme, e de
alongamento e divisdes anticlinais, periclinais e obliquas das células subdérmicas determinam a
formac@o de um gineceu tricarpelar, sincarpico, diferenciado em estigma, estilete e ovdrio. A
superficie estigmdtica possui uma depressdo central e é formada por células de aparéncia
papilosa, sendo que nenhum androéfito foi observado nos estiletes provenientes de flor (Fig. 51C-

F). Alguns estiletes apresentaram a regido apical com caracteristicas morfoldgicas distintas
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daquelas observadas na maioria das unidades analisadas, como a aparéncia amassada da epiderme
(Fig. 51F).

No estadio II (2,58+0,33mm de comprimento) de desenvolvimento do botdo floral (Fig.
5A), o gineceu ja pode ser diferenciado em estigma, estilete e ovario; no ovario foram observados
trés 16culos, no interior dos quais se projetou a placenta axilar, a partir da qual surgiram intimeras
protuberancias (Fig. 42A); cada protuberincia caracterizou-se como um primérdio do 6vulo,
constituido por tecido meristematico com protoderme envolvendo uma massa de células do
meristema fundamental; divisdes mitdticas periclinais, anticlinais e obliquas nas células do
meristema fundamental foram acompanhadas por divisdes anticlinais nas células da protoderme.
Todas essas divisdes resultam no crescimento do 6vulo em dire¢do ao l6culo (Fig. 423B, C). As
células da placenta apresentaram-se bastante vacuoladas em relacdo aquelas do meristema
fundamental e as divisdes mitdticas tornaram-se mais freqiientes em uma das laterais do 6vulo,
iniciando seu processo de curvatura (Fig. 42C). Divisdes mitéticas ocorreram também com maior
freqiiéncia em dois pontos da protoderme e das camadas subdérmicas do évulo, que nessa fase ja
apresentava curvatura mais evidente, determinando o inicio da formac¢do do tegumento externo,
seguida por divisdes da protoderme, resultando na diferenciacdo do tegumento interno (Fig. 42D,
E). Foram observados crescimento e curvatura mais acentuados, resultando na formacdo de um
6vulo do tipo andtropo, sustentado e ligado a placenta pelo funiculo (Fig. 42E). Os tegumentos e
o funiculo se expandiram em conseqii€éncia de mitoses sucessivas e suas células apresentaram-se
bastante vacuoladas em relacdo as células nucelares; ocorreu diferenciagcdo da epiderme
uniestratificada a partir da protoderme; na regido apical do nucelo foi observada diferenciacio de
uma unica célula arquesporial subdérmica (Fig. 42F); esta célula se dividiu periclinalmente
originando uma célula parietal primadria, logo abaixo da epiderme, e uma célula esporogénica, de

posicdo mais interna (Fig. 43A, B).
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No estadio III (4,13+0,52 mm de comprimento) de desenvolvimento do botdo floral (Fig.
5A), a célula esporogénica ocupa posi¢do mais profunda no nucelo, caracterizando o évulo como
do tipo crassinucelado (Fig. 43C). Gindéfitos maduros foram observados em alguns botdes florais
nesse estadio de desenvolvimento.

No estadio IV (4,78+0,22 mm de comprimento) de desenvolvimento do botado floral e no
botdo floral em pré-antese foram observados aumento em volume e alongamento da célula
esporogénica, provocados pelo surgimento de dois vacuolos citoplasmaticos de posicao polar,
juntamente com o surgimento de regides mais claras na cariolinfa, determinando a diferencia¢do
da célula esporogénica em célula-mae de gindsporo; ao redor da célula-made de gindésporo foi
observada uma camada de células nucelares diferenciadas das demais pela forma alongada e pela
presencga de nucleo denso e volumoso (Fig. 43D-F). Em alguns materiais foram observados inicio
da ginogametogénese, gin6fitos maduros e inicio da endospermogénese.

No estadio de flor foi observado o final da diferenciacdo da célula-mae de ginésporo (Fig.
43A-F); os tegumentos envolveram totalmente o nucelo, exceto por uma regidao, denominada
micrépila; a regido oposta a micrdpila € a calaza, na qual pdde ser observada a hipdstase “lato
sensu”, constituida por um conjunto de células de formato diferenciado, conteido denso e nicleo
volumoso; as células dessa regido apresentaram continuidade com as células nucelares
diferenciadas localizadas ao redor da célula-mae de gindsporo; a por¢ao funicular do évulo €
vascularizada por um unico feixe vascular e denominada rafe, enquanto a por¢@o oposta a ela é
denominada anti-rafe (Fig. 43F-H). A meiose foi aparentemente suprimida e a célula-mae de
gindsporo se diferenciou diretamente em gindsporo, originando, apés um primeiro ciclo mitético
e acitocinético, um gindéfito cenocitico binucleado; tdo logo se dividiram os nicleos resultantes
foram direcionados cada um para um dos pdlos do ginéfito devido a formacdo de um vactolo

central (Fig. 45A-C). A continuidade entre as células da regido da calaza e as nucelares
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diferenciadas tornou-se mais evidente; foi entdo observada uma segunda divisdo mitética
acitocinética simultaneamente em ambos os nucleos, originando um ginéfito tetranucleado
também cenocitico, € um aumento considerdvel no tamanho do vacutolo central (Fig. 45D, E). Em
individuos da populacdo de Cerrado localizada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron foi
observada a formacdo de um gindfito constituido por sete células e oito nucleos, do tipo
Polygonum: uma célula central binucleada, antipodas e um aparelho oosférico constituido por
duas sinérgides com nucleos de posi¢do micropilar e vactiolos de posi¢do calazal e por uma
oosfera com nucleo de posi¢ao calazal e vaciolo de posi¢do micropilar; foi possivel também
observar o aparelho filiforme na por¢ao micropilar das duas sinérgides (Fig. 46, 47). Em algumas
flores foi observado inicio da endospermogénese e da embriogénese.

Os estadios iniciais de desenvolvimento do embrido agamospérmico foram observados
em frutos em inicio de desenvolvimento (2,84+0,52 mm de comprimento) (Fig. 5D-F),
concomitantemente ao inicio da forma¢do do endosperma. O zigoto assexuado foi formado na
posicdo micropilar (Fig. 48A-C), mas ndo foi possivel determinar se a partir do desenvolvimento
autdbnomo da oosfera ou de uma das sinérgides. Seguiram-se divisdes sucessivas do zigoto (Fig.
48D-F), originando o proembrido, constituido por vdrias células (Fig. 48G, H, 49B).
Concomitantemente ao desenvolvimento do embrido foi observada a endospermogénese, que
assim como a embriogénese, se deu de modo auténomo; os dados obtidos sugerem que cada um
dos nucleos da célula central se diferenciou em um ntcleo primario do endosperma por meio da
formacdo de ramificacdes citoplasmaéticas (Fig. 48A, B); tais nicleos se dividiram originando um
endosperma com vdrios nucleos e posi¢do periférica no interior do gindfito (Fig. 48F, H, I, 49A).
Foram observadas algumas sementes em adiantado estiddio de desenvolvimento, sem
endosperma, com embrido ocupando quase a totalidade da cavidade seminal e tegumentos

desenvolvidos (Fig. 49C, D). Foram também observadas sementes visivelmente menores e
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morfologicamente alteradas (Fig. 3E) em relacdo as sementes vidveis em testes de germinacao,
correspondendo aos 6vulos abortados; essas sementes apresentavam células do tegumento e do
nucelo plasmolisadas e com formatos alterados, além de zigotos e embrides em varios estadios de
degeneracdo; entretanto, em algumas delas, foi observado um endosperma aparentemente normal
(Fig. 50).

Alguns botdes florais com ovario desenvolvido em fruto (Fig. 5G) apresentaram
caracteristicas distintas daquelas observadas nos frutos considerados normais, como placenta
hipertrofiada constituida por células parenquimdticas e grandes quantidades de esclereides e
cristais do tipo drusa, embora tenham sido observados dvulos aparentemente normais e sementes

vidveis em testes de germinacdo (Fig. 51).

DISCUSSAO
Embora as caracteristicas ambientais sejam frequentemente associadas ao fendmeno da
agamospermia (Richards 1997), ndo foram observadas diferencas restritas a um dos ambientes
estudados que pudessem ser relacionadas ao favorecimento ou nao desse modo de reproducio ao

menos nas populacdes de M. albicans estudadas.

Porcentagem de Ovulos que se Desenvolvem em Sementes

Embora estudos embrioldgicos detalhados ndo tenham sido realizados com o objetivo de
entender os mecanismos que levam ao aborto de cerca de metade dos 6vulos e/ou sementes
produzido por essa espécie, alteracdes bastante pronunciadas puderam ser observadas em
algumas sementes em estadios iniciais de desenvolvimento. Essas alteracdes foram observadas
principalmente na morfologia da semente, do embrido e das células do nucelo e da testa. Na

maioria das Angiospermae, certo nimero de flores e 6vulos originam frutos e sementes (Lloyd
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1980, Stephenson 1981, Bawa & Webb 1984), sendo a sua producdo regulada por mecanismos de
aborto de flores, 6vulos e sementes. Tais mecanismos permitem o direcionamento na nutri¢ao
materna para os descendentes, maximizando o sucesso reprodutivo da espécie (Teixeira et al.
2001).

Estudos embrioldgicos em Ovulos e/ou sementes abortados sdo raros, talvez devido ao
fato de que o aborto € considerado por muitos pesquisadores mais uma anormalidade do que um
processo adaptativo de uma determinada espécie (Briggs ef al. 1987). Algumas espécies sexuadas
apresentam altas porcentagens de aborto de frutos e sementes em decorréncia da auséncia de
secrecao na regido micropilar no momento da fecundagdo (Herrero & Arbeloa 1989). Nesse
sentido, estudos em espécies agamospérmicas obrigatérias, como é o caso de M. albicans,
forneceriam resultados interessantes, j4 que nela alteracdes que dificultariam ou mesmo
impediriam a fecundag¢do ndo necessariamente resultariam em aborto devido as caracteristicas
peculiares desse tipo de reproducdo, como a nio necessidade da fecundagdo para a formacao do

embrido e do endosperma.

Viabilidade das Sementes (VS) e Poliembrionia

As diferencas individuais, populacionais e vegetacionais nas porcentagens de germinagao
das sementes de M. albicans nos dois experimentos realizados provavelmente foram
conseqiiéncias da alta incidéncia de fungos sobre a maior parte das sementes, ja que em trabalhos
anteriores, em que os mesmos procedimentos foram realizados (Cortez & Carmello-Guerreiro
2004), a porcentagem de germinacdo foi visivelmente maior. Apesar disso, os resultados obtidos
mostraram que uma parte considerdvel das sementes produzidas assexuadamente por M. albicans

¢ potencialmente vidvel, apoiando a classificacdo da espécie como agamospérmica.
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A emergéncia de apenas uma plantula a partir de cada semente em 100% das sementes
que germinaram, associada aos estudos de microscopia de luz, mostrou que a poliembrionia,
embora geralmente associada ao fendmeno da agamospermia (Asker & Jerling 1992), ndo é um
evento ocorrente em M. albicans. Entretanto, Caetano e colaboradores (2005) sugerem a
formacao de embrides adventicios nas populacdes de M. albicans por eles estudadas a partir de
células do nucelo que sdo comprimidas pelo desenvolvimento do gindéfito, o que nao foi

observado nas populagdes aqui estudadas.

Ontogenia do Ovulo e do Gindfito

Os dados obtidos neste trabalho, referentes ao estudo de varias populacdes localizadas em
formacdes vegetacionais distintas, permitiram importantes inferéncias a respeito da estrutura
anatdmica do mecanismo de reproducdo de M. albicans. De modo geral, as caracteristicas
estruturais observadas ao longo dos estddios ontogenéticos do évulo e do gindéfito de M. albicans,
como a curvatura andtropa, o ginéfito do tipo Polygonum, se assemelham aquelas observadas nas
espécies sexuadas M. cabucu (Medeiros e Morretes 1996) e M. elegans (Borges 1991), e nas
espécies agamospérmicas M. discolor e Leandra australis (Borges 1991). Isso nos permite
considerar tais caracteristicas, até certo nivel, como conservadas filogeneticamente, sustentando a
consideracdo de alguns desses caracteres como padrao na familia.

Entre esses caracteres estdo os dvulos andtropos bitegumentados e crassinucelados com
tegumentos ndo-vascularizados e endotélio ausente, e o ginéfito do tipo Polygonum com
antipodas efémeras e endosperma inicialmente nuclear (Schmid 1984, Johri 1992, Tobe & Raven,
Johri 1984). Entretanto, os passos que levam ao estabelecimento final dessas caracteristicas
podem ser distintos para as espécies, ja que, embora ambos resultem em 6vulos crassinucelados,

diferentemente de M. cabucu em que a célula arquesporial funciona diretamente como célula-mae
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de ginésporo (Medeiros e Morretes 1996), em M. albicans ela se divide, e apenas a derivada mais
interna se diferencia em célula-mae de gindsporo. Embora ndo tenham sido observados os
estadios ontogenéticos entre a divisao da célula arquesporial e a posi¢do mais profunda da célula
esporogénica, acredita-se que tal fato tenha sido decorrente de divisdes periclinais da célula
parietal primaria e de suas derivadas, como descrito para grande parte das Angiospermae com
ovulos do tipo crassinucelados (Lersten 2004, Mariath et a. 2006).

A aparente supressdo da meiose e, conseqiientemente, da esporogénese em M. albicans,
associada aos resultados de viabilidade das sementes e de inviabilidade polinica (Sartor 1994,
Goldenberg & Shepherd 1998, Caetano et al. 2005, Cortez et al. 2007), apéiam sua classificacdao
como agamospérmica obrigatoria nas populacOes estudadas. A supressdo ou alteragdo do
processo meidtico € um fendmeno geralmente observado em espécies agamospérmicas (Asker &
Jerling 1992), e pode resultar na formacdo de gindfitos ndo-reduzidos. Esse fendmeno ¢é
importante para a manutencdo do nivel de ploidia bem como para a origem de polipldides em
espécies agamospérmicas com producdo de androfitos vidveis. Embora os dados obtidos no
presente trabalho ndo tenham permitido conclusdes acerca de sua ploidia, Caetano e
colaboradores (2005) e Borges (1991) sugerem a presenca de ginéfitos ndo reduzidos em M.
albicans e em Leandra australis, respectivamente, ambas consideradas agamospérmicas
obrigatérias. J4 em M. cabucu (Medeiros e Morretes 1996) e em M. elegans (Borges 1991), a
presenca de tétrades lineares de gindsporos indica a ocorréncia de meiose.

A diferenciacdo de células nucelares ao redor da célula-mie de gindsporo, também
observada por Caetano e colaboradores (2005) em M. albicans, e sua perceptivel continuidade
com as células calazais, particularmente aquelas da hipdstase, sugerem que tais células possam
estar relacionadas aos mecanismos de nutricio do ginéfito em desenvolvimento, talvez

funcionando como células de transferéncia de nutrientes a curtas distancias. Células de
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transferéncia foram descritas em Ovulos de vdrias espécies, ocupando regides distintas, mas
freqiientemente associadas aos feixes vasculares (Johri & Ambegaokar 1984). Entretanto, apesar
das caracteristicas morfoldgicas semelhantes entre as células da hipdstase e essas possiveis
células de transferéncia, estudos ontogenéticos do tegumento da semente de M. albicans (Cortez
& Carmello-Guerreiro, submetido) relataram a presenca de compostos fendlicos como contetdo
restrito as células da hipdstase, e ausente nas demais, sugerindo func¢des distintas para ambas.
Estudos ultra-estruturais poderiam fornecer evidéncias mais s6lidas sobre a possivel funcdo de
tais células.

A migragdo dos nucleos originados apds a primeira divisdo mitdtica para polos opostos do
gin6fito no inicio da ginogametogénese € conseqiiéncia da formagdo de um vacuolo central, e
acredita-se que esse evento desempenhe importante fun¢do no posicionamento dos nucleos antes
da préxima divisdo mitdtica (Cass et al. 1985). Provavelmente a posicdo do vaciolo tem

importante fun¢do na polariza¢do do gindfito.

Desenvolvimento Inicial do Embrido Agamospérmico e do Endosperma Auténomo

A andlise dos estddios iniciais de desenvolvimento do embrido de M. albicans corrobora
os resultados obtidos nos estudos de germinagdo, ou seja, a auséncia de poliembrionia, fendmeno
freqlientemente associado a agamospermia (Asker & Jerling 1992). A localiza¢do dos embrides
na porcao micropilar do ginéfito em todos os materiais analisados sugere a sua origem a partir de
uma das trés células no aparelho oosférico.

O desenvolvimento do endosperma de M. albicans é do tipo nuclear, o mesmo descrito
para M. cabucu (Medeiros e Morretes 1996) e Leandra australis (Borges 1991), embora Lersten
(2004) considere todos os endospermas como celulares por serem constituidos por a0 menos uma

célula, mesmo que com vdrios nucleos. A sugestdo de que em M. albicans o endosperma possa
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ser formado a partir dos nucleos polares isoladamente, ou seja, sem haver fusdo entre eles, pode
ser uma caracteristica relacionada a agamospermia, em que, com a supressdo da meiose, sao
originados nucleos polares dipldides e nao hapldides como normalmente observado em espécies
sexuadas. Dessa forma, o endosperma originado pelas espécies agamospérmicas seria também

dipléide, mesmo nivel de ploidia observado no zigoto.
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Figura 42. Botdo floral Il de Miconia albicans mostrando ontogenia do 6vulo (A-E) e
diferenciacdo da célula arquesporial (F). A. Seccdo longitudinal do botdo floral. B-F.
Seccdes longitudinais do 6vulo.

[AN=antera. CA=célula arquesporial. EP=epiderme. ES=estilete. Fl=filete. FU=funiculo. FV=feixe
vascular. HI=hipanto. MF=meristema fundamental. NU=nucelo. OV=ovdrio. PE=pétala.
PL=placenta. PR=protoderme. SE=sépala. ST=superficie estigmdtica. TE=tegumento externo.

TI=tegumento interno. }=feixe vascular. <=6vulo.]
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Figura 43. Botdes florais II (A, B), III (C), IV e em pré-antese (D-F) de Miconia albicans
mostrando divisdo da célula arquesporial (A, B) e diferenciacio da célula-mae de
gindsporos (seta) e das células nucelares ao redor da célula-mide de ginésporos (C-F).
A-E. Secg¢des longitudinais do évulo. F. Sec¢do transversal do 6vulo.

[CE=célula esporogénica. CPP=célula parietal primdria. EP=epiderme nucelar. FV=feixe vascular.
NU=nucelo. TE=tegumento externo. TI=tegumento interno. Curva pontilhada=calaza. Seta: células

nucelares diferenciadas. »=célula-mée de gindsporo.]
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Figura 44. Flor de Miconia albicans mostrando estddios ontogenéticos finais da célula-
mae de andrésporos (A-E) e do 6vulo (F-H). A-E, G, H. Seccdes longitudinais do 6vulo.
F. Seccdo transversal do 6vulo.

[EP=epiderme nucelar. FV=feixe vascular. HI=hipdstase. MIl=micrépila. NU=nucelo.
OB=obturador. TE=tegumento externo. TI=tegumento interno. *=vactolo. »=células nucelares

diferenciadas.]
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Figura 45. Flor de Miconia albicans mostrando estddios sucessivos da gametogénese.

A-E. Secc¢oes longitudinais do évulo. A-C. Gindfito binucleado. D, E. Ginéfito tetranucleado.

[EP=epiderme nucelar. TE=tegumento externo. TI=tegumento interno. Seta=nicleo. *=vactolo.

»=células nucelares diferenciadas.]
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Figura 46. Flor de Miconia albicans. A-K. Secc¢des longitudinais do évulo. A-I. Unidade
germinativa feminina. J, K. Aparelho oosférico.

[Linha pontilhada=aparelho filiforme. Seta=sinérgides. *=vacuolo da oosfera. »=ntcleos polares.

» —oosfera.]
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Figura 47. Flor de Miconia albicans. Secc¢des longitudinais do 6vulo. A-F. Gindéfito
octanucleado do tipo Polygonum.

[Seta=aparelho oosférico. »=nticleos polares. »=antipodas. >k=células nucelares diferenciadas.]

137



138



Figura 48. Frutos imaturos de Miconia albicans mostrando embriogénese e
endospermogénese autonomas. A-E, G-I. Seccdes longitudinais da semente imatura.
F. Seccdo transversal da semente imatura. A-B. Expansdes dos nicleos polares.
D, E. Primeiras divisdes do zigoto. F-H. Pr6-embrido. I. Endosperma.

[EP=epiderme nucelar. MI=micrdpila. NU=nucelo. TE= tegumento externo. TI=tegumento interno.

Seta=zigoto. »=ntcleo do endosperma.]
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Figura 49. Frutos imaturos de Miconia albicans mostrando embriogénese e
endospermogénese autonomas. A, B. Sec¢des longitudinais da semente imatura. C. Sec¢ao
transversal da semente madura. D. Seccao longitudinal da semente madura.

[FV=feixe vascular. MI=micrépila. TE=tegumento externo. TS=testa. »=pré-embriio.]
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Figura 50. Frutos imaturos de Miconia albicans. A-G. Sec¢des longitudinais das sementes
abortadas. H. Seccdo transversal das sementes abortadas.

[FV=feixe vascular. TS=testa. Seta=ntcleo do endosperma. »=embriio.]
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Figura 51. Botdes florais e flores de Miconia albicans. A, B. Secgdes transversais do
botdo floral com desenvolvimento de fruto. B. Luz polarizada mostrando cristais do tipo
drusa (branco) e esclereides (verde). C-F. Microscopia eletronica de varredura mostrando
superficie estigmatica.

[FV=feixe vascular. LO=l6culo. OV=parede do ovdrio. *=septo carpelar. »=6vulo.]
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CONCLUSOES

O conhecimento dos mecanismos envolvidos com o fendmeno da agamospermia, além de
fornecer importantes informagdes para o entendimento deste tipo peculiar de reprodugdo,
contribui também para o entendimento do proprio desenvolvimento das estruturas envolvidas
com a reprodugdo sexuada, ja que os mecanismos regulatdrios sdo similares em ambos 0os modos
de reproducdo (Reiser & Fisher 1993).

A andlise conjunta de determinados parametros relacionados com a produgdo de gametas
masculinos e femininos forneceu importantes dados para o entendimento desse tipo de
reproducdo em M. albicans, bem como para outras espécies de Melastomataceae. Dentre os
principais resultados obtidos com este trabalho, destacam-se:

1) a classificacdo da espécie como agamospérmica obrigatdria é apoiada pelos resultados
semelhantes obtidos em ambos os experimentos controle e ensacada, pela total esterilidade
masculina associada a viabilidade das sementes produzidas, e pela aparente supressdao da meiose
para a formacao do gindfito;

2) a agamospermia como forma de reproducao da espécie nas populacdes estudadas € uma
caracteristica compartilhada tanto por individuos do Cerrado quanto da Floresta Atlantica, e do
tipo diplospdrica, ou seja, o gindfito teve origem diretamente a partir de uma célula-mae de
gindsporo;

3) o unico parametro analisado cujas diferencas observadas podem estar relacionadas as
diferentes condi¢cdoes ambientais do Cerrado e da Floresta Atlantica foi a porcentagem
relativamente menor de células nas anteras de flores em pré-antese da Floresta Atlantica, ja que a
menor porcentagem de frutos obtidos nos experimentos ensacada e de viabilidade das sementes

provavelmente foram decorrentes de fatores extrinsecos, como a interferéncia dos sacos
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colocados nas inflorescéncias, principalmente na Floresta Atlantica, e a infestacdo de fungos, o
que também foi observado em individuos do Cerrado, porém em menor grau;

4) a inviabilidade dos andrdfitos estd relacionada a alteracdes observada ao longo de toda
a androsporogénese, indicando que, em cada estddio, determinado nimero de células vidveis sdo
produzidas e alcangcam o estadio de desenvolvimento seguinte;

5) o maior nimero de andrésporos disformes produzido na maior parte dos individuos
analisados indica que a inviabilidade pode ser decorrente, entre outros fatores, de alteracdes nos
limites das células e/ou na formacgdo da esporoderme, embora tenha sido observada a agregacao
de orbiculas ao redor de tétrades e andrésporos, indicando uma possivel eficiéncia dos
mecanismos formadores da esporoderme;

6) as alteracdes precoces observadas nas células do tapete podem estar entre os fatores
responsdveis pelas anormalidades das células ao longo da androsporogénese, embora a liberagao
dos andrésporos das tétrades indique haver producdo e liberacdo de calase, enzima responsdvel
pela dissolug¢do da parede de calose que envolve as tétrades, indicando pelo menos parte de sua
funcionalidade;

7) a andlise detalhada dos diferentes estadios ontogenéticos apdia o uso de determinados
caracteres na delimitagdo da familia, entre eles o tipo de 6vulo e de gindfito (Schmid 1984), e
mostra a necessidade de estudos mais amplos e detalhados em relagdo a outros, como aqueles
relacionados a origem da célula-mae de gindsporo e a morfologia e presenca ou ndo de endotécio
na antera madura. Dessa forma, as varia¢des existentes entre espécies filogeneticamente bastante
proximas, como as observadas, por exemplo, entre M. albicans e M. cabucu, devem ser

consideradas com cautela no estabelecimento de tais padrdes.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho mostrou a necessidade de estudos mais detalhados e comparativos sobre a
embriologia de M. albicans, espécie agamospérmica obrigatoria, bem como de espécies com
agamospermia facultativa e sexuada, j4 que as diferencas observadas parecem estar mais
relacionadas com a histdria evolutiva das espécies e os mecanismos reprodutivos adotados por
elas do que com as variacdes do ambiente em que elas se desenvolvem. Além disso, estudos mais
aprofundados sdo necessdrios para que possam ser conhecidos os provdveis fatores determinantes
da esterilidade ou do desenvolvimento normal dos andréfitos, bem como dos tecidos relacionados
ao fendmeno da inviabilidade polinica. Estudos ultra-estruturais aplicados a determinadas
espécies forneceram informacOes importantes com relacdo aos vdrios estddios ontogenéticos
(Bhandari 1984) e, certamente, contribuirdo em muito para o entendimento dos fendmenos que

determinam, em ultima instancia, a inviabilidade dos androfitos em M. albicans.
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