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Resumo

Entre as angiospermas, a familia Rubiaceae ¢ uma das que apresenta a maior diversidade,
contendo aproximadamente 13.500 espécies distribuidas em 650 géneros. Ao longo da
historia, a familia passou por diversas alteracdes em sua circunscri¢do, variando de oito
subfamilias até as duas atualmente aceitas: Rubioideae e Cinchonoideae. Em Rubioideae,
um dos grupos com maior riqueza de espécies ¢ conhecido informalmente como alianga
Psychotrieae, um grupo considerado monofilético formado por nove tribos bem
delimitadas, mas que apresenta problemas de delimitacdo interna, especialmente em
decorréncia da auséncia de sinapomorfias morfologicas de suas principais linhagens
evolutivas. Psychotria L. ¢ o maior género da alianga e de Rubiaceae, com quase 2.000
espécies, e consiste em um grupo parafilético e taxonomicamente complexo,
morfologicamente uniforme e com auséncia de caracteres diagnésticos, o que dificulta a
correta circunscricdo do género. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi analisar e
descrever a estrutura morfoanatomica dos oOrgdos reprodutivos e os processos de
desenvolvimento de frutos e sementes, Ovulos, anteras e de esporogénese e gametogénese
de Psychotria carthagenensis Jacq., Psychotria brachyceras Mull. Arg. e Psychotria
leiocarpa Cham. & Schitdl.,, avaliando sua potencial contribui¢do em questdes
sistematicas de Psychotria e da alianca Psychotricae. Nossos resultados revelaram
caracteristicas morfoanatomicas florais ainda ndo descritas para Psychotria e que, quando
comparadas aos dados disponiveis na literatura para a alianca Psychotrieae, mostram que
os caracteres relacionados ao gineceu possuem grande relevancia para hierarquias
taxonomicas superiores. Por outro lado, o desenvolvimento de frutos e sementes
apresentam grande relevancia para a circunscri¢ao de Psychotria. Os dados indicam que,
enquanto P. carthagenensis é claramente uma Psychotria stricto sensu, P. brachyceras e
P leiocarpa apresentam caracteristicas mais proximas do género Palicourea Aubl., e
levantamos a possibilidade de transferéncia destas espécies. Ainda, as analises
embriolodgicas realizadas nos permitiram revisar antigas tendéncias evolutivas propostas
para os ovulos de Rubiaceae, além de descrever um novo tipo de 6évulo para a familia: o
Tipo Heteropsychotria. Algumas caracteristicas, como o megasporo funcional, também
suportam a hipotese de transferéncia de P. brachyceras e P. leiocarpa para o género
Palicourea. O desenvolvimento da antera e formagao dos graos de polen, no entanto, sdo
estaveis entre as espécies avaliadas, e poderiam representar sinapomorfias morfologicas

para o clado Psychotrieae-Palicoureeae da alianga Psychotrieae.



Palavras-chave: Gineceu; Megasporogénese; Megagametogénese; Microsporogénese;

Microgametogénese; Ovulo; Pericarpo; Rubioideae; Sementes.



Abstract

Among angiosperms, the Rubiaceae family is one of the most diverse, containing
approximately 13.500 species distributed across 650 genera. Throughout history, the
family has undergone various changes in its circumscription, ranging from up to eight
subfamilies to the two currently accepted: Rubioideae and Cinchonoideae. In Rubioideae,
one of the species-rich groups is informally known as the Psychotricae alliance, a
monophyletic group consisting of nine well-defined tribes but presenting issues of
internal delimitation, especially due to the absence of morphological synapomorphies
from its main evolutionary lineages. Psychotria L. is the largest genus within the alliance
and Rubiaceae, with nearly 2.000 species, and constitutes a paraphyletic and
taxonomically complex group, morphologically uniform with a lack of diagnostic
characters, which difficult the accurate delimitation of the genus. Thus, the goal of this
study was to analyze and describe the morphoanatomical structure of the reproductive
organs and the processes of fruit, seed, ovule and anther formation, sporogenesis and
gametogenesis in Psychotria carthagenensis Jacq., Psychotria brachyceras Mull. Arg.,
and Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl., evaluating their potential contribution to
systematic issues of Psychotria and the Psychotrieae alliance. Our results revealed
previously undescribed floral morphoanatomical characteristics for Psychotria, which,
when compared to the available data in the literature for the Psychotrieae alliance,
demonstrate that characters related to the gynoecium are highly relevant for higher
taxonomic hierarchies. On the other hand, fruit and seed development are very relevant
for the circumscription of Psychotria. The data indicate that while P. carthagenensis is
clearly a Psychotria stricto sensu, P. brachyceras and P. leiocarpa exhibit characteristics
more closely related to the genus Palicourea Aubl., and we raise the possibility of
transferring these species. Furthermore, the embryological analyses conducted allowed
us to revise old evolutionary trends proposed for the ovules, as well as describe a new
ovule type for the family: the Heteropsychotria type. Some features, such as the
functional megaspore, also support the hypothesis of transferring P. brachyceras and P,
leiocarpa to the genus Palicourea. However, the development of the anther and the
formation of pollen grains are stable among the evaluated species and could represent
morphological synapomorphies for the Psychotrieae-Palicoureeae clade within the

Psychotrieae alliance.
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Introducao Geral

A familia Rubiaceae

Rubiaceae, também conhecida como a familia do café, ¢ uma das mais ricas familias de
angiospermas, sendo composta por aproximadamente 13.500 espécies distribuidas em
aproximadamente 650 géneros aceitos (Davis et al., 2009; Antonelli et al., 2021). A
familia apresenta uma distribuicdo cosmopolita, especialmente na regido tropical e
subtropical, com preferéncia por habitats de florestas umidas, mas com representantes até
mesmo em ambientes desérticos ou articos (Davis et al., 2009; Wikstrom, Bremer &
Rydin, 2020). Em decorréncia de sua ampla distribui¢do, as espécies de Rubiaceae
apresentam alta diversidade ecologica, morfologica e fisiologica, com hébito variando
desde pequenas herbaceas até arvores de grande porte, mas também com algumas
espécies de lianas, epifitos e até plantas aquaticas (Robbrecht, 1988; Wikstrom et al.,
2015; Wikstrom et al., 2020). Mesmo com tamanha diversidade morfologica, alguns
caracteres sdo considerados diagnosticos da familia, como a presenca de folhas simples,
inteiras, de filotaxia em sua maior parte oposta (as vezes verticilada), presenca de

estipulas interpeciolares e ovarios predominantemente inferos (Davis et al., 2009).

Com relagdo a sua circunscrigdo, Rubiaceac ¢ considerada uma familia
monofilética, mas ainda existem muitas incertezas e inconsisténcias sobre as relacdes
internas de alguns de seus grupos, problema que se mantém ao longo de décadas de
estudos (Bremer ef al., 1999; Antonelli et al., 2021). Um dos principais problemas para
essa dificuldade na delimitagdo interna da familia esta relacionado a auséncia de
caracteres diagndsticos para subgrupos, e a presenca de homoplasias morfologicas, isto
¢, a presenga de caracteres morfologicos semelhantes em grupos distintos que nao
derivam de um mesmo ancestral comum direto (Bremer et al., 1999). Nas ultimas
décadas, tanto robustas filogenias morfologicas (Verdcourt, 1958; Bremekamp, 1966;
Robbrecht, 1988) quanto moleculares (Bremer & Jansen, 1991; Bremer et al, 1999;
Robbrecht & Manen, 2006; Razafimandimbison, Rydin & Bremer, 2008; Bremer &
Eriksson, 2009; Razafimandimbison et al., 2014; Wikstrom et al., 2015; Wikstrom et al.,
2020; Antonelli et al., 2021) foram realizadas, porém gerando resultados contraditdrios.
Esse fato evidencia a necessidade de mais dados morfologicos e de genomas nucleares

(Antonelli et al., 2021) e mitocondriais (Rydin et al.,, 2017), uma vez que a maior parte



dos estudos filogenético-moleculares utilizaram cpDNA, visando uma melhor

compreensdo dessas relagdes internas da familia.

No século XIX, as primeiras classificagdes da familia eram baseadas puramente
em alguns poucos caracteres morfologicos, como a de Schumann (1891), em que o
numero de 6vulos por carpelo foi usado para subdividir a familia em dois grupos duas
subfamilias: Cinchonoideae ¢ Coffeoideac. Entretanto, tais classificacoes foram
consideradas artificiais e que nao refletiam de fato a evolugdo dos grupos (Verdcourt,
1958; Bremekamp, 1966). Na segunda metade do século XX, Verdcourt (1958) realizou
um amplo estudo morfoldgico de Rubiaceae incluindo inimeros caracteres morfoldgicos,
como habito, presenca de estipulas, morfologia das inflorescéncias, flores, frutos e
sementes, além de dados anatdmicos, citoldgicos e biogeograficos, gerando uma filogenia
mais confiavel. Dessa forma, o autor subdividiu Rubiaceae em trés subfamilias:
Rubioideae, caracterizada pela presenga de rafides e sementes albuminosas;
Cinchonoideae, com rafides ausentes e sementes albuminosas; e a subfamilia

Guettardoideae, com rafides ausentes e sementes exalbuminosas.

Posteriormente, Bremekamp (1966) realizou uma nova filogenia morfologica,
aceitando as trés subfamilias propostas por Verdcourt (1958), mas adicionando outras
cinco: Ixoroideae, Urophylloideae, Hillioideae, Gleasonioideae e Pomazotoideae, se
baseando especialmente em caracteres do envoltdrio da semente, presenga ou auséncia de
rafides, deposicao secundaria de polen e estivagdo da corola para a separacao dos grupos.
Embora ambas as filogenias (Verdcourt, 1958; Bremekamp, 1966) fossem consideradas
naturais, baseadas em uma maior quantidade de caracteres, os especialistas de Rubiaceae
ndo conseguiram chegar em um consenso sobre qual das duas, melhor refletia a historia

evolutiva da familia (Bremer ef al., 1999).

Mais de duas décadas depois, apds uma extensa avaliagdo das classificacdes
anteriores e concluir que elas ainda nao utilizaram caracteres o suficiente, uma nova
filogenia atualizada foi proposta por Robbrecht (1988), com a divisao de Rubiaceae, no
que o mesmo considerou satisfatoria, em quatro subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae,
Ixoroideae e Antirheoideae. Embora tenha mantido quase que a totalidade da
circunscricdo de Rubioideae e Ixoroideae, proposta por Bremekamp (1966), vérias das
subfamilias propostas anteriormente foram transferidas para Cinchonoideae, como
Hillioideae, Gleasenioideae e alguns grupos de Urophylloideae, e para Antirheoideae,

como as espécies de Guettardoideae. Dessa forma, Robbrecht (1988) fez uma descricao



morfologica detalhada de cada uma das subfamilias, como especial foco na

morfoanatomia dos 6rgaos reprodutivos.

A partir do inicio da década de 1990, se iniciaram predominantemente a realizagao
das filogenias moleculares, utilizando novos dados até entdo desconhecidos na tentativa
de resolver as inconsisténcias na delimitacdo da familia. A primeira filogenia com maior
amostragem foi realizada por Bremer & Jansen (1991), analisando o DNA plastidial de
33 espécies e géneros de 18 tribos, com representantes das quatro entdo aceitas
subfamilias. Neste trabalho, os autores concluiram que os dados moleculares eram
extremamente uteis para reconstrugdes filogenéticas da familia, indicando que
Rubioideae e Ixoroideae seriam monofiléticas, enquanto Cinchonoideae seria parafilética.
Para torna-la monofilética, seria necessario que as subfamilias Ixoroideae e Antirheoideae
fossem transferidas para Cinchonoideae, uma vez que representantes das duas primeiras

estariam alocados na ultima.

Posteriormente, Bremer et al., (1999) realizaram um novo estudo, aumentando
tanto a amostragem quanto o numero de caracteres analisados (rbcL e ndhF), incluindo
42 géneros, concluindo que, de fato, o maior nimero de caracteres possui mais impacto.
O trabalho confirmou a monofilia de Rubiaceae, mas com suporte para apenas trés
subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideaec e Ixoroideae, com os géneros Luculia e
Coptosapelta sem classificagdo em subfamilias, condi¢do que permanece até hoje. Menos
de uma década depois, essa classificagdo foi contestada por Robbrecht & Manen (2006),
que realizaram um gigantesco trabalho analisando mais de 500 espécies de 300 géneros
de Rubiaceae, utilizando DNA plastidial e nuclear, e comparando os resultados com dados
morfoldgicos, anatdmicos e biogeograficos. Com base nesses dados, propuseram a
divisdo da familia em duas subfamilias, Rubioideae ¢ Cinchonoideae, onde Ixoroideae
estaria classificada como uma super tribo de Cinchonoideae: Ixoridinae. Além disso, dois
grandes clados foram identificados em Rubioideae, também classificados como super
tribos: Psychotriidinae e Rubiidinae, que se diferenciavam principalmente pelo hébito

(arboreas e herbaceas), além de descreverem varias novas tribos para a familia.

Outra abordagem realizada por Bremer & Eriksson (2009), também com ampla
amostragem (534 espécies de 329 géneros), utilizando cinco regides génicas diferentes
do cpDNA, apresentou discordancias quanto a classificagdo proposta por Robbrecht &
Manen (2006). Neste trabalho, houve um alto suporte para a manutencdo de Rubiaceae

subdividida em trés subfamilias, novamente Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae,



argumentando que as arvores geradas por Robbrecht & Manen (2006) nao tinham suporte

suficiente para a manutengdo de apenas duas subfamilias.

Apesar dos enormes avangos no entendimento da filogenia de Rubiaceae, muitas
questdes permaneciam em aberto e dificilmente um consenso absoluto era alcancado.
Dessa forma, o aumento do numero de caracteres genéticos avaliados se mostrava como
uma opgao para se obter filogenias mais confidveis, embora a maior parte dos estudos
focassem em usar DNA plastidial. Assim, Rydin, Wikstrom & Bremer (2017) utilizaram
pela primeira vez o DNA mitocondrial em uma filogenia de Rubiaceae, € perceberam que,
apesar de serem confiaveis, eram conflitantes com os resultados descritos para DNA
plastidial, como por exemplo a rejeicdo da monofilia das subfamilias Cinchonoideae e

Ixoroideae.

Embora diversas alteragdes fossem feitas na classificacdo infrafamiliar de
Rubiaceae ao longo das décadas de estudos, dois grandes grupos eram consistentemente
reconhecidos, um representando a subfamilia Rubioideaec e outro as subfamilias
Cinchonoideae e Ixoroideae (Wikstrom ef al., 2020). Essa forma de divisdo da familia ja
havia sido proposta por Robbrecht & Manen (2006), ¢ nos tltimos anos vem ganhando
cada vez mais suporte (Wikstrom et al., 2020; Antonelli ef al., 2021). Enquanto a divisdo
da familia em trés subfamilias proposta por Bremer & Eriksson (2009) era até entdo
aceita, os dados obtidos por Antonelli ef al. (2021) mostram a divisdo em apenas duas
(Rubioideae e Cinchonoideae), resultados que correspondem ao proposto anteriormente

por Robbrecht & Manen (2006).

Subfamilia Rubioideae e alian¢a Psychotrieae

Embora a delimitagdo das subfamilias de Rubiaceae tenham passado por inumeras
alteragdes ao longo dos anos, a circunscri¢gdo de Rubioideae permaneceu relativamente
constante, e claramente é a que menos sofreu alteragdes. E considerada a maior subfamilia
de Rubiaceae, contendo aproximadamente 8.000 espécies distribuidas em 27 tribos
(Wikstrom et al., 2020). Esse grupo foi descrito por Bremekamp (1952), e foi
caracterizado principalmente pela presenca de rafides, pela ornamentagdo da exotesta e
presenca de deposicdo secundaria de pdlen. A subfamilia apresenta uma alta diversidade
morfoldgica, com espécies de habitos herbaceos e arbustivos com presenga de rafides e

estivacdo valvada. A distribuicdo é cosmopolita, com a maior parte das espécies nas



regides tropicais e subtropicais, € algumas em regioes temperadas (Bremer & Eriksson,

2009).

De acordo com Bremer (2009), Rubioideae é provavelmente a subfamilia mais
bem compreendida em termos filogenéticos, mas poucas espécies foram investigadas
considerando a riqueza do grupo. Apesar de Rubioideae ser considerada uma subfamilia
monofilética, existem muitas incertezas entre as relagdes de alguns grupos dentro dessas
aliangas. A maioria dos géneros, especialmente os maiores, como por exemplo Psychotria
L., ainda precisam de investigagdes muito mais profundas para que as circunscrigdes
sejam resolvidas (Bremer, 2009; Bremer & Eriksson, 2009). Atualmente, Rubioideae
pode ser dividida em dois grandes grupos, que representam grupamentos informais de
espécies: a alianga Spermacoceae, composta por 10 tribos, e a alianga Psychotrieae,
composta por nove tribos, onde cada uma dessas aliancas contém mais de 3.000 espécies.
Além disso, algumas tribos ndo se encaixam nesses grupos, como Coussareeae, um grado
contendo Lasiantheae, Colletoecemateae, Urophylleae, Ophiorrizeae ¢ Perameae

(Wikstrom et al., 2020).

A alianca Psychotricae sensu Bremer & Manen (2000), também chamada de
supertribo Psychotriidinae por Robbrecht & Manen (2006), ¢ um grupo monofilético
pertencente a subfamilia Rubioideae (Rubiaceae), de distribuicao pantropical, composto
por aproximadamente 3450 espécies (Razafimandimbison et al, 2008;
Razafimandimbison ef al., 2017). Os membros desse grupo apresentam principalmente
habito arbustivo, ocorrendo em areas de sub-bosque, e sdo caracterizados pela produgdo
de pequenos frutos carnosos e drupaceos (Razafimandimbison ef al., 2017). Atualmente,
a alianga ¢ subdividida em nove tribos bem suportadas por dados moleculares:
Craterispermeae Verde., Gaertnereae Bremek. ex Darwin, Mitchelleae Razafim. & B.
Bremer, Morindeae Miq., Palicoureeae Robbr. & Manen, Prismatomerideae Ruan,
Psychotrieae Cham. & Schltdl., Schizocoleeae C.Rydin & B. Bremer, e Schradereae
Bremek (Razafimandimbison et al., 2014; Razafimandimbison et al., 2017). Estudos
filogenéticos moleculares nas ultimas décadas aumentaram o conhecimento sobre a
alianca Psychotrieae, mas ainda existem muitos problemas de delimitacao interna e as
relagdes entre as tribos que a compdem ainda ndo sdo totalmente compreendidas

(Razafimandimbison et al., 2008).



Desde a sua descrigdo, a alianga passou por diversas alteracdes nas delimitagdes
das tribos. Em sua classificacdo da subfamilia Rubioideae, Bremer & Manen (2000)
descreveram a alianga Psychotrieae como um clado composto inicialmente por cinco
tribos: Craterispermeae, Gaertnereae, Schradereae, Morindeae e Psychotrieae, onde
Morindeae s.I. nao era considerada monofilética, e ja constatavam a dificuldade de
compreensdo das relagdes dessas tribos. O atual género Palicourea Aubl. era alocado em
Psychotrieae, enquanto Morindeae, onde uma das principais caracteristicas morfologicas
¢ a presenga de dois Ovulos por carpelo, continha Prismatomeris (atual
Prismatomerideae), Mitchella ¢ Damnacanthus (atual Mitchelleae), que apresentam

apenas um 6vulo por carpelo.

A conformagdo da alianca foi posteriormente modificada por Robbrecht & Manen
(2006), que propuseram a divisdo de Rubiaceae em duas subfamilias com quatro
supertribos, entre elas Psychotriidinae, que representa a alianca. Gaertnereae foi
identificada como basal em um grande clado incluindo Schradereae, Morindeae ¢
Psychotrieae. Os autores defenderam a circunscricdo de Morindeae s./., ainda contendo
Prismatomeris, Mitchella e Damnacanthus, mas segregaram Palicourea, Psychotria
subg. Heteropsychotria e outros géneros proximamente relacionados de Psychotrieae
para uma nova tribo chamada Palicoureeae. Ainda, sugeriram uma redelimitagdo de
Psychotrieae s.s. Craterispermeae ainda seguia como uma tribo monogenérica,

morfologicamente diferenciada, e sem uma posic¢ao definida dentro da alianca.

Na atual circunscricado da alianga (Razafimandimbison et al, 2008), a tribo
Schizocoleae ¢ considerada grupo irmdo das demais (Rydin, Razafimandimbison, &
Bremer, 2008). As nove tribos sdo subdivididas em quatro linhagens evolutivas
principais: clado Schizocoleae; clado Schradereae-Gaertnereae-Morindeae —s.s.-
Mitchelleae (nova tribo para alocar Mitchella e Damnacanthus), clado Psychotrieae-
Palicoureeae e clado Prismatomerideae-Craterispermeae, com dados inconclusivos com
relacio ao TUultimo clado. Bremer & Eriksson (2009) argumentaram que
Mitchella+Damnacanthus, Schizocolea ¢ a subtribo Prismatomerinae tem relagdes ha
muito consideradas incertas na alianga, o que justifica a posi¢ao em suas proprias tribos
(Schizocoleae, Mitchelleae, Prismatomerideae), definidos por Igersheim (1993),
Razafimandimbison et al. (2008), Rydin et al. (2008) e Ruan (1988), cuja segregacao
torna Morindeae s.s. monofilética. Um dos principais problemas para a compreensao das

relagdes entre as tribos da alianga ¢ que todas sdo morfologicamente distintas dentro de



cada clado, que consequentemente nao possuem sinapomorfias morfologicas

diagnosticas, o que dificulta a sua delimitacdo (Razafimandimbison ef al., 2008).

O género Psychotria L.

Para compreender as complexas relagdes entre as tribos da alianca Psychotrieae, ainda ¢
necessario um estudo mais aprofundado sobre os maiores e mais problematicos grupos,
que possuem grande valor quando analisados em um contexto evolutivo (Bremer &
Eriksson, 2009). Psychotria L. ¢ o maior género da tribo Psychotricae e da familia
Rubiaceae, de distribuicao pantropical, composto por aproximadamente 1.800 espécies
(Razafimandimbison et al, 2014; Razafimandimbison et al., 2017). O género ¢
morfologicamente uniforme, caracterizado pela presenca de flores pequenas, brancas e
actinomorfas, ovarios inferos, biloculares e bicarpelares, com um 6vulo por l6culo, além
de caracteres diagnodsticos da subfamilia Rubioideae, como a presenca de rafides,
estivacdo valvada e frequente heterostilia (Nepokroeff, Bremer & Sytsma, 1999;

Robbrecht & Manen, 2006; Barrabé, 2014).

Inicialmente, Petit (1964) e Steyemark (1972) reconheceram trés subgéneros em
Psychotria: subg. Psychotria, de distribuicdo pantropical € um conjunto bem definido de
caracteres; subg. Tetramerae, com espécies distribuidas na Africa e Madagascar, e que
apresentam nddulos de bactérias; e subg. Heteropsychotria, que abriga o restante das
espécies dos neotropicos e apresentam morfologia muito heterogénea. De acordo com
Nepokroeft et al. (1999), na tribo Psychotrieae, tais subgéneros se dividem em dois
clados: o primeiro contendo o subg. Psychotria e o subg. Tetramerae, juntamente com
um subclado composto por algumas espécies do pacifico, com o género Amaracarpus €
a subtribo Hydnophytinae, configurando Psychotria s.s.; € o segundo, que compreende o

subg. Heteropsychotria e o restante dos géneros da tribo.

Esses dados evidenciaram que Psychotria s.l. (com os trés subgéneros) poderia
ser considerado parafilético, onde o subg. Heteropsychotria era mais proximo de
Palicourea e outros géneros proximos de Psychotria s.s. Dessa forma, os autores
sugeriram uma reorganiza¢ao do género, em uma circunscri¢do mais ampla que inclua,
além do subg. Psychotria, o subg Tetramerae e os membros da subtribo Hydnophytinae.
Por outro lado, Andersson (2002) foi contrario a essa reorganizagdo, argumentando que

Nepokroeft ef al. (1999) ndo apresentam argumentos consistentes para essa delimitacao,



focando apenas em segregar espécies do complexo Palicourea. Dessa forma, sugeriu uma
circunscri¢do mais restrita de Psychotria, excluindo as espécies do clado do pacifico e a
subtribo Hydnophytinae de Psychotria s.s., onde o género seria caracterizado
morfologicamente pela auséncia de fendas de germinagao pré-formadas (PGS) no pirénio,

presenca de cristas abaxiais nos pirénios € poléns com aberturas simples.

Nenhum desses estudos levou a um consenso acerca da delimitacdo de Psychotria.
As analises moleculares de Razafimandimbison et al. (2014) confirmam a parafilia do
género e, aliados aos resultados de Nepokroeft et al. (1999), Andersson (2002) e Barrabé
(2014), sugeriram que fosse adotada uma circunscri¢do ampla de Psychotria, incluindo
todos os géneros da tribo Psychotrieae, o que a tornaria monogenérica. Dessa forma, os
dados provenientes das filogenias moleculares t€m se mostrado inconsistentes ao longo
dos anos, evidenciando que Psychotria ¢ um género taxonomicamente muito complexo.
Alguns dos principais fatores que levam a essa complexidade sdo o grande nimero de
espécies e auséncia de caracteres diagnosticos para identificar os subgrupos (Andersson
& Rova, 1999; Nepokroeff et al., 1999; Razafimandimbison et al., 2008; Sangeetha &
Banurekha, 2020). Além disso, a ampla distribuicao das espécies dificulta a realizagao de

estudos mais completos sobre o género (Nepokroeff ef al., 1999; Andersson, 2002).

Morfoanatomia dos orgdos reprodutivos

A fim de compreender a relacdo entre os grupos e a evolugdo dos caracteres dentro da
alianca Psychotrieae e no género Psychotria, a comparagdo entre dados morfoldgicos e
anatomicos com as hipdteses filogenéticas propostas pelos estudos moleculares ¢ de
grande importancia € necessaria também para a maior parte da familia (Robbrecht &
Manen, 2006). O género Psychotria e os demais grupos da alianca Psychotrieae formam
uma grande matriz de linhagens muito diversa, e a identificacdo de caracteres
apomorficos ¢ de grande importancia para estabelecer novas e corretas classificagdes
(Nepokroeft et al., 1999). Além disso, aliados aos dados moleculares, a elaboragdo de
bases morfologicas pode ser usada na produgdo de reconstrugdes de caracteres ancestrais,
que tornam possivel entender a evolugdo de determinadas caracteristicas dentro um grupo

(Endress, 2002).

Em Rubiaceae, as flores apresentam caracteristicas tipicas das asterideas, como

simetria actinomorfa, estames epipétalos de mesmo ntimero de lobos da corola com



filamento fusionado em sua base, assim como ovarios inferos, que sao caracteristicos da
familia. Além disso, as flores sdo predominantemente pentdmeras, com poucas excec¢oes
de tribos que apresentam flores tetrameras, e de tamanho pequeno ou médio (Robbrecht,
1988). Com relagao aos 6rgaos florais, pouquissimos dados se encontram disponiveis na
literatura sobre a estrutura morfoanatdmica (especialmente anatdmica) do célice, corola
e estames, enquanto os dados relacionados ao gineceu parecem ser mais abundantes e
taxonomicamente informativos, especialmente para a alianga Psychotrieae (Gongalves &

Mariath, 2022).

De acordo com Robbrecht (1988), alguns caracteres podem ser citados como
caracteristicos das flores de Rubiaceae. O calice tende a ser um tubo curto com lobos
livres e distintos, mas em alguns casos pode ser truncado e sem distin¢cdo dos lobos.
Coléteres sdo frequentemente observados em seu interior, com distribuicao variada. As
corolas sdo predominantemente hipocrateriformes, de coloragdo branca, mas com alguns
grupos herbaceos como Coussareeae possuem flores de coloracdo azulada ou amarela,
como observado na tribo Hamelieae (Robbrecht, 1988; Martinez-Cabrera, Terrazas &
Ochoterena, 2014). Em Psychotria, as corolas sdo geralmente brancas com calice e corola
de simetria actinomorfa. Com relagdo a estivacdo da corola, em Rubiaceae tanto os tipos
valvada, contorta ou imbricada ocorrem, e este é considerado um carater altamente
relevante do ponto de vista taxondmico, embora alguns tipos intermedidrios ndo descritos
possam existir (Robbrecht, 1988). Os estames normalmente formam um verticilo adnato
ao tubo da corola na base e livre no dpice, com niimero de estames igual ao nimero de
lobos da corola. Uma das poucas excegdes ocorre no género Theligonum, onde algumas

espécies podem apresentar até 30 estames por flor (Robbrecht, 1988).

Ovarios inferos, bicarpelares e biloculares representam um dos conjuntos de
caracteres morfoldgicos mais marcantes de Rubiaceae (Robbrecht, 1988). Entretanto,
algumas variacdes podem ser observadas na tribo Gaertnereae, onde o ovario ¢ infero no
inicio do desenvolvimento e torna-se semi-stpero quando a flor estd em antese (Igersheim
et al., 1994). Apesar da tendéncia de haver uma uniformidade morfologica na estrutura
geral do ovario, a anatomia da epiderme externa e o tipo de cristais presentes no mesofilo
ovariano podem fornecer potenciais dados de relevancia taxondmica para analises

filogenéticas (Gongalves & Mariath, 2022).

Com relacdo a estrutura dos 6vulos, os de curvatura anatropa parecem ser

dominantes na familia e no género Psychotria (Robbrecht, 1988; Igersheim et al., 1994;



Martinez-Cabrera et al, 2014; Gongalves & Mariath, 2022). Algumas das poucas
excecdes descritas na literatura envolvem a descricdo de 6vulos campildtropos em
Mitchelleae e Schradereae, ou hemianatropos tendendo a campilotropia em
Prismatomerideae (Robbrecht, Igersheim & Puff, 1991; Igersheim & Robbrecht, 1993;
Puff, 1998). Entretanto, a estrutura anatomica dos 6évulos foi avaliada em poucos taxons
da familia considerando a sua grande diversidade de espécies, e outros tipos de évulos
podem ocorrer ¢ ser mais comuns do que se imagina (De Block, 1995). Enquanto a
curvatura dos 6vulos apresenta, até o0 momento, pouca variagao na familia, a placentagao
¢ uma caracteristica muito mais variavel, desde basal a apical ou axial (Robbrecht, 1988;
Robbrecht ez al., 1991; Igersheim, 1992; Igersheim & Robbrecht, 1993; Martinez-Cabrera

et al., 2014), o que torna esse carater importante do ponto de vista taxondmico.

Em Rubiaceae, os frutos apresentam grande diversidade morfolégica, com
espécies possuindo tanto frutos secos quanto carnosos (Robbrecht, 1988). De acordo com
Bremer & Eriksson (1992), o provavel fruto ancestral na familia era uma cépsula com
varias sementes, e frutos carnosos surgiram de forma independente pelo menos 12 vezes
em diferentes linhagens evolutivas. Concomitantemente ao surgimento de frutos
carnosos, houve uma tendéncia de reducdo do nimero de sementes por loculo para uma,
o que nao foi observado em frutos secos. Dessa forma, em Psychotrieae por exemplo, o
provavel fruto ancestral era um fruto carnoso com multiplas sementes, chegando ao
estado atual onde a maior parte das espécies apresentam frutos drupdceos com uma

semente por 1oculo (Bremer & Eriksson, 1992).

A estrutura morfologica dos frutos de Rubiaceae apresenta valor taxondmico até
mesmo em nivel genérico. Em Psychotria, um género com elevado niimero de espécies e
considerado parafilético, os frutos sdo predominantemente vermelhos/alaranjados com
formato eliptico no subg. Psychotria, enquanto o subg Heteropsychotria apresenta frutos
azuis/pirpura com formato globoso (Taylor, 2004; Taylor, 2007). Essas diferengas
morfoldgicas nos frutos eram usadas como um dos argumentos para a separagdo das
espécies desses subgéneros, onde as espécies do subg. Heteropsychotria foram
gradativamente transferidas para o género Palicourea Aubl. (tribo Palicoureeae), em uma
tentativa de diminuir o nimero de espécies de Psychotria para torna-lo um género melhor

delimitado (Nepokroeff ef al., 1999; Taylor, 2004; Robbrecht & Manen, 2006).

Apesar da utilidade taxondmica da morfologia dos frutos, os dados relacionados

a sua anatomia sdo mais escassos. Em Psychotrieae, existe uma tendéncia para a



manutengdo de um exocarpo fino, com uma tnica camada de células (Robbrecht et al.,
1991; Igersheim & Robbrecht, 1993), enquanto o mesocarpo apresenta maior variacao
estrutural, desde o nimero de camadas (até divisdo do mesofilo em diferentes regides)
até os tipos celulares que formam esse tecido (Pietrobom, 2008; Salazar et al., 2021). Nas
espécies que apresentam frutos drupaceos, o endocarpo se torna lignificado e, junto com
as sementes, forma um pirénio (Robbrecht, 1988; Piesschart et al., 1999). Esse endocarpo
lignificado atua na prote¢do da semente, embora alguns grupos, como a tribo
Prismatomerideae, possam apresentar um endocarpo membranoso, fino € sem sinais de

lignificacao (Igersheim & Robbrecht, 1993).

As sementes de Rubiaceae, em sua maioria, sdo exotestais, ou seja, a exotesta
forma a camada mecanica da semente, enquanto a endotesta ¢ parenquimatosa e ¢
colapsada durante o desenvolvimento (De Block, 1995). Porém, em alguns casos, até
mesmo a exotesta € membranosa, como observado em Craterispermeae (Robbrecht,
1988). A estrutura da testa da semente ha muito ¢ utilizada em contextos taxonomicos,
desde Bremekamp (1966), onde essas caracteristicas foram a base para a subdivisdo de
Rubiaceae em varias subfamilias distintas. Uma caracteristica interessante € comum nas
sementes da familia, com elevado valor taxonémico, ¢ a presenca de ruminagao, ou seja,
invaginagdes do envoltério para dentro do endosperma (Robbrecht, 1988). As
invaginagdes variam em profundidade, e Periasamy (1962) descreveu ao menos sete tipos
diferentes para a familia, e em Psychotria existe uma ampla variacdo de estados de

carater, uma vez que sua maior relevancia taxondmica ocorre em nivel genérico

(Robbrecht, 1988).

Todas as espécies da familia apresentam endosperma nas sementes, mas pode
existir uma variagdo no conteudo de reserva, variando de amilifero a lipidico. Essa
diferenca, inclusive, ja foi usada com uma das justificativas para a separacao de grupos,
como Morindeae, com endosperma lipidico, e Psychotriecae, com endosperma
predominantemente amilifero (Robbrecht, 1988). Embora a presenga de amido no
endosperma seja caracteristico em Psychotrieae, Robbrecht (1988) ja havia registrado a
presenca de lipideos no endosperma de algumas espécies de Psychotria. Entretanto,
varios trabalhos posteriores demonstraram a parafilia do género, e tais observacgdes

podem representar, na verdade, outros subgrupos dentro de Psychotria.

Embora os estudos relacionados aos aspectos morfoanatomicos de flores, frutos e

sementes de Rubiaceae tenham sido pobremente explorados em relagdo a sua



aplicabilidade em estudos sistematicos, os aspectos embrioldgicos referentes a formagao
de ovulos e processos de esporogénese e gametogénese ja demonstraram sua utilidade
nessa questdo. Em um primeiro momento, a estrutura dos ovulos (estrutura dos
tegumentos e curvatura/placentagao) comecou a ser estudada de forma mais aprofundada
por Schleiden (1837) e Lloyd (1899), mas o primeiro estudo mais amplo, usando uma
perspectiva filogenética foi realizado por Fagerlind (1937). Neste trabalho, foram
estabelecidas tendéncias evolutivas para os 6vulos de Rubiaceae, além da classificagdo
de seis tipos de dvulos, e até hoje ¢ usado como base para estudos embrioldgicos na

familia.

Posteriormente, novos trabalhos sobre a embriologia de Rubiaceae foram
realizados, elevando o numero de dvulos descritos para 13 (Fagerlind, 1937; Andronova,
1977, Galati, 1991; Mariath & Cocucci, 1997; De Toni & Mariath, 2004, 2008, 2010;
Figueiredo et al., 2013, 2017; Judkevich et al., 2022a). Para isso, foram estabelecidas
novas tendéncias evolutivas, como a perda do tegumento externo, inclusdo do nucelo na
calaza, achatamento da epiderme nucelar, reducao do niimero de células arquesporiais e
reducdo progressiva da epiderme nucelar. Além da estrutura dos Ovulos, algumas
caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento dos megésporos e gametas femininos,
como a posicdo do megasporo funcional e a estrutura do saco embrionario também
apresentam variacao (Rubiaceae (Fagerlind, 1937; De Toni & Mariath, 2010; Figueiredo
et al., 2013). Dessa forma, o estudo das caracteristicas embrioldgicas de Rubiaceae
permitem ndo apenas entender a evolucao de tais caracteres na familia, mas também como
eles podem contribuir para o entendimento de relagdes entre grupos (Figueiredo et al.,

2013, 2017).

Se por um lado os caracteres dos processos envolvidos no desenvolvimento do
ovulo, dos megasporos e gametas sdo descritos com maior riqueza de detalhes,
informagdes sobre a formagdo da parede da antera, dos micrésporos € microgametas sao
muito escassas, ainda mais considerando a diversidade de espécies na familia. Esses
caracteres constituem uma rica fonte de informagoes altamente relevantes do ponto de
vista taxondmico (Hansson & El-Ghazaly, 2000; Furness, Rudall & Sampson, 2002,
Astrand et al., 2021), mas no caso de Psychotria, poucos fornecem dados Tteis para a
sistematica do género (e.g. Souza et al., 2008). Entre os caracteres informativos em nivel
infra-genérico, pode-se destacar o numero de camadas nos tecidos da antera; a

classificagdo do tapete; morfologia da unidade de dispersdo; presenga ou auséncia de



orbiculos; tipo de meiose; nimero de células no grao de polen maduro; e substancias de
reserva do grao de poélen (Hansson & El-Ghazaly, 2000; Vinckier, Huysmans & Smets,
2000; Yue, Kuang & Liao, 2017; Judkevich, Salas & Gonzalez, 2022b).

Apesar de serem considerados informativos, a escassez de dados ou dados
fragmentados relacionados aos processos embrioldgicos em uma familia tdo diversa como
Rubiaceae deixa em aberto muitas questdes relacionadas ao desenvolvimento dessas
estruturas e de sua potencial contribuic¢ao para a sistematica do género. Nesse contexto, a
descricdo de dados nao apenas embrioldgicos, mas também relacionados as
caracteristicas morfoanatdmicas dos o6rgdos reprodutivos tanto na alianga Psychotrieae
quanto no género Psychotria sdo extremamente importantes. Sua combinagdo com as
hipdteses filogenéticas ¢ importante e essencial para compreender de melhor forma as

relacdes sistematicas entre esses grupos (Robbrecht & Manen, 2006).
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