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Desde o inicio da histéria taxondmica de Relbunium, muitos foram os trabalhos que
enfatizaram sua autonomia e posi¢cdo taxonémica. Atualmente, alguns estudos sugerem
gue as espécies pertencentes a Relbunium devam ser incluidas em uma secao do género
Galium. Porém, recentes estudos moleculares na tribo Rubieae, destacam Galium como
um grupo parafilético, e Relbunium como um género independente e monofilético. O
problema taxond6mico referente a Galium e Relbunium é de dificil solucdo, devido a
auséncia de estudos que integrem caracteres morfolégicos, ecolégicos e moleculares. No
presente trabalho objetivou-se adicionar informag8es para o conhecimento basico das
espécies de Relbunium e Galium para o sul do Brasil, a partir de caracteres morfolégicos
e moleculares, buscando responder a seguinte questédo: “Relbunium pode ser considerado
um género ou apenas uma secdo dentro de Galium?”. Para atingir os objetivos, foi
analisada a morfologia das espécies, com énfase nas folhas, flores e frutos para duas
espécies de Galium e treze de Relbunium: G. latoramosum, G. uruguayense, R.
equisetoides, R. gracillimum, R. hirtum, R. humile, R. humilioides, R. hypocarpium, R.
longipedunculatum, R. mazocarpum, R. megapotamicum, R. nigro-ramosum, R.
ostenianum, R. richardianum e R. valantioides. Chaves de identificacdo foram geradas a
partir dos resultados das analises morfolégicas. As folhas foram analisadas quanto a
forma, apice, padrdo de venacado, tricomas, estdmatos, distribuicdo de idioblastos
secretores e vascularizacdo do hidatédio. Esses caracteres ndo evidenciaram a
separacao entre os géneros, auxiliando apenas na individualizacdo das espécies. A
morfologia das flores e frutos auxiliou na diferenciacdo dos géneros e espécies
estudadas. As flores sdo comumente bispoéricas, a excecao de G. latoramosum. Bracteas
involucrais, ausentes em Galium, estdo presentes nas espécies de Relbunium, de duas a
quatro; nesse género ha presenca de antopédio, ausente em Galium. A corola possui
tricomas glandulares unicelulares na face adaxial, e na face abaxial os tricomas, quando
presentes, sdo simples e idioblastos secretores estdo presentes apenas em R.
gracillimum. O androceu tem quatro estames alternipétalos e exsertos, com anteras
dorsifixas e tetrasporangiadas, de deiscéncia longitudinal. O ovario é infero, bicarpelar,
bilocular, com um rudimento seminal anatropo e unitegumentado por léculo. O
desenvolvimento dos frutos, a estrutura do pericarpo e da testa foram descritos. Os frutos
sdo do tipo baga, em R. gracillimum e R. hypocarpium, ou esquizocarpo, nas demais
espécies. A consisténcia do pericarpo pode variar de carnosa, nos frutos do tipo baga, a
levemente seca, nos frutos esquizocarpos. Entre as espécies, observou-se uma variacao
com relacdo ao exocarpo, que pode ser liso, piloso ou com idioblastos secretores. A testa
€ constituida por apenas uma camada de células, que em R. hypocarpium mostra-se
descontinua. Além das descricdes morfolégicas, foram realizados estudos moleculares
das espécies, através do seqienciamento de fragmentos do DNA nuclear (ITS) e
plastidial (trnL-F). A partir dos resultados obtidos formam elaborados cladogramas com
base nos dados morfoldgicos e moleculares. O cladograma construido a partir dos dados
morfolégicos (vegetativos e reprodutivos) evidenciou a distincdo dos dois géneros, ou
seja, sustenta Relbunium como taxon independente. Nesse cladograma observa-se que a
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presenca ou auséncia de bracteas foi determinante, e proporcionou a separacdo dos
géneros. A uniformidade dos caracteres morfolégicos vegetativos entre as espécies
auxiliou apenas na distincdo das espécies de Relbunium. Com relacdo aos dados
moleculares, os fragmentos de DNA utilizados mostraram-se pouco informativos. A
analise do fragmento ITS, em especial, contribuiu para confirmacdo da relacdo entre
algumas espécies (R. hirtum e R. ostenianum, e R. humile e R. mazocarpum). A anélise
combinada dos dados morfolégicos e moleculares nao caracterizou Relbunium como um
clado monofilético, sendo sua manutencdo ndo sustentada, isso, principalmente, devido a
falta de diferencas moleculares entre as espécies. Conclui-se que para 0 grupo em
guestdo as analises morfologicas, das folhas, flores e frutos, foram suficientes para
destacar Relbunium como um género autbnomo e monofilético na tribo Rubieae.
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Since the benning of the Relbunium taxonomic history many studies were realized about his
autonomy and position. Actually, some analyses suggest that Relbunium species must be
transfered to a Galium section. Recent molecular analyses of the tribe Rubieae, showed Galium
as a paraphyletic group and Relbunium as an independent monophyletic group. In this work our
attempt was to generate complementary data that could improve the knowledge of Relbunium
and Galium from the south of Brazil. Our objective was produce valuable data though
morphological and molecular analyzes in order to help answering this question: “Does
Relbunium really constitute a separate genus from Galium or is it a section from Galium?”.
Morphological analyzes were realized for the leaves, flowers and fruits from two Galium and
thirteen Relbunium species: G. latoramosum, G. uruguayense, R. equisetoides, R.
gracillimum, R. hirtum, R. humile, R. humilioides, R. hypocarpium, R. longipedunculatum,
R. mazocarpum, R. megapotamicum, R. nigro-ramosum, R. ostenianum, R. richardianum
e R. valantioides. Identification keys were generated using results from the morphological
analyses. Leaf morphology was characterized based on the shape of the entire lamina and
the apex, the type of venation, the presence, types and distribution of trichomes, stomata,
and secretory idioblasts, and the vascularization of hydathodes. Leaf characters did not
allow a clear separation among genera, only an individualization of the species. Flower
and fruit morphology helped differentiating the genera and species studied. Flowers are
commonly bisporic, except for G. latoramosum. Involucrate bracts are absent in Galium,
but 2 to 4 bracts and an anthopodium occurred in Relbunium. For the studied species,
unicellular glandular trichomes were presented in the adaxial surface of the corolla, but
whenever present in the abaxial surface, they were always from the simple non glandular
type. Secretory idioblasts are present only in R. gracillimum. The androecium presented
four exserted stamens alternated with petals, with dorsifixed and tetrasporangiated
anthers of longitudinal dehiscence. The ovary is inferior, bicarpellate and bilocular with an
anatropous and unitegmic ovule per locule. The type and texture of fruits, and the
anatomy of the pericarp and the seed coat also helped separation of the studied species.
Almost dry schizocarp fruits occurred in all of them, except for R. gracillimum and R.
hypocarpium, that presented fleshy berry fruits. The exocarp surface was glabrous or
hairy, or presented secretory idioblasts. The seed coat was constituted by a monolayer
epidermis, that is discontinuous in R. hypocarpium. Molecular analyzes were realized
through DNA sequencing of nuclear (ITS) and plastidial (trnL-F) fragments. After that,
molecular and morphological data were used to construct cladograms. When obtained
only with morphological data the cladograms resulted in the separation of Relbunium from
Galium, mainly based on the presence of bracts. However using only the molecular data
from ITS and trnL-F fragments, results were poorly informative. The analyses of the ITS
fragments confirmed the morphological similarities among the species as R. hirtum and R.
ostenianum, R. humile and R. mazocarpum. Our results show that only morphological
analyses characterized Relbunium as a monophyletic group in the Rubieae tribe.
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| - INTRODUCAO

A familia Rubiaceae, que apresenta distribuicdo cosmopolita, é freqliente
em regibes de clima tropical e subtropical, ocorrendo em terrenos baixos e
elevados (Dillenburg 1978).

Os representantes da familia sdo de facil reconhecimento entre as
angiospermas, devido a presenca de ovario infero, folhas opostas decussadas
com estipulas interpeciolares providas de coléteres, presenca de endosperma
nuclear, grande quantidade de alcal6ides e auséncia de floema interno (Bremer
1992, 1996). Esta combinacdo de caracteres morfolégicos é Unica entre as
angiospermas (Bremer 1996).

As Rubiaceae constituem uma das quatro maiores familias, entre as
angiospermas, com relacdo ao numero de espécies sédo descritas 10.700 espécies
em 637 géneros (Robbrecht 1988). Apesar da ampla variacdo morfolégica, é
considerada monofilética (Judd et al. 1999), sendo grupo irmdo das Gentianales
(Bremer & Struwe 1992, Bremer 1996).

Apesar de caracteristicas morfolégicas bem definidas, que distinguem as
Rubiaceae de outras familias, as delimita¢gBes intrafamiliares sdo complexas, pois
biologicamente e morfologicamente as espécies séo diversas, com varios habitos e
caracteristicas reprodutivas distintos (Bremer et al. 1995).

A primeira classificagdo envolvendo subfamilias em Rubiaceae foi proposta
por Schumann (1891), que estabeleceu Cinchonoideae e Coffeoideae, baseando-
se apenas em uma caracteristica - o niumero de rudimentos seminais (6vulos) por
l6culo. Essa classificacdo, elaborada por Schumann (1891), foi rejeitada por
diversos autores (Verdcourt 1958; Bremekamp 1966; Robbrecht 1988), por ser

fundamentada em somente um carater morfoldgico.



Analises morfolégicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

Verdcourt (1958) e Bremekamp (1966) utilizaram um namero consideravel
de caracteres em seus sistemas, a fim de reconhecer as subfamilias; esses
autores enfatizaram a biologia reprodutiva, estrutura da testa, presenca de rafides
e tipos de tricomas. Verdcourt (1958) reconheceu trés subfamilias -
Cinchonoideae, Rubioideae e Antirheoideae; enquanto que Bremekamp (1966)
distinguiu oito — Cinchonoideae, Gleasonioideae, Guettardoideae, Hillioideae,
Ixoroideae, Pomazotoideae, Rubioideae e Urophylloideae. Estudos subseqtientes
(Kirkbride 1979, Robbrecht & Puff 1986, Robbrecht 1988) evidenciaram que a
maioria das tribos ndo esta bem delimitada, e alguns géneros estdo erroneamente
circunscritos. Robbrecht (1988), a partir da proposta de Bremekamp (1966),
apresentou um extenso trabalho sobre as Rubiaceae tropicais lenhosas, no qual
apontou lacunas no conhecimento taxondmico da familia. Esse autor propés
modificacdes na classificacdo intrafamiliar, a partir de dados morfolégicos,
estabelecendo quatro subfamilias - Ixoroideae, Cinchonoideae, Antirheoideae e
Rubioideae.

Estudos com base em andlises moleculares indicam a existéncia de trés
grandes clados em Rubiaceae - Cinchonoideae s.s., Ixoroideae s.l. e Rubioideae
(Bremer 1992, 1996; Bremer & Jansen 1991; Bremer et al. 1995; Andersson &
Rova 1999; Andreasen et al. 1999; Rova et al. 2002). De acordo com estes
autores, sugere-se que a subfamilia Antirheoideae (sensu Robbrecht 1988), seja
destituida, por ser um grupo polifilético, e seus taxons transferidos para as outras
trés subfamilias. Entre os tdxons ja analisados, para Rubiaceae, apenas dois
géneros nao tém posicao definida nas trés subfamilias propostas - Coptosapelta
(Bremer et al. 1999) e Luculia (Bremer et al. 1995, 1999; Rova et al. 2002).

A escassez de estudos morfolégicos, relativos a circunscricdo das
subfamilias e tribos em Rubiaceae, proporciona falta de consenso entre os niveis
taxondmicos. Ha duas razbBes principais para esta problematica: o
desenvolvimento paralelo dos mesmos caracteres morfolégicos em grupos
distintos e a auséncia de estudos filogenéticos, baseados em dados morfoldgicos,
para a familia (Bremer & Jansen 1991). Além dos problemas taxonémicos
relacionados as subfamilias e tribos, existem, em Rubiaceae, discussfes relativas
a géneros e espécies, como no complexo Hedyotis — Oldenlandia, no género
Psychotria (Bremer & Jansen 1991), nos géneros Galium e Relbunium (Dempster
1981, 1982, 1990), entre outros.



Analises morfolégicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

Os primeiros estudos taxondmicos no género Relbunium foram iniciados em
1830, com a publicacdo de Rubia secdo Involucratae (De Candolle 1830), que é
caracterizada pela presenca do invélucro abaixo das flores sésseis. O nome
Relbunium foi primeiramente proposto por Endlicher (1839), como uma sec¢ao do
género Galium. Posteriormente, o género foi reconhecido por Bentham & Hooker,
em 1873. Schumann (1889) cita 22 espécies para o género, e estabelece pela
primeira vez bindbmios apropriados. Mais recentemente, Ehrendorfer (1955)
realizou a descricdo mais detalhada sobre o género, reconhecendo 30 espécies
distribuidas em secdes, subsecdes e séries, e seus taxons infragenéricos. De
acordo com Ehrendorfer (1955), como a delimitacdo entre os géneros Relbunium e
Rubia foi estabelecida, devido as diferencas na forma de crescimento, corola e
frutos, e principalmente quanto a distribuicdo geografica, conclui-se entdo, que nao
ha ligacao préoxima entre os géneros citados. Ehrendorfer (1955) sugere que séo
muito mais estreitas as relacbes morfolégicas entre as espécies americanas de
Galium e Relbunium, e indica que Relbunium originou-se a partir de Galium no
Novo Mundo.

Dempster (1978) define Relbunium como um grupo claramente monofilético,
apesar de suas espécies serem frequentemente confundidas com as de Galium.
Entretanto, afirma que as espécies de Relbunium séo de facil distincdo quando os
individuos apresentam-se com flores e/ou frutos, pois possuem quatro bracteas
involucrais abaixo de cada flor; enquanto que em Galium esse involucro € ausente.
Entretanto, todos os outros caracteres morfolégicos sdo comuns as espécies dos
dois géneros, sendo assim, propde estudos na possibilidade de Relbunium tornar-
se uma secdo de Galium, como ja proposto por Endlicher (1839). Em 1982,
Dempster questiona a segregacao de Relbunium a partir de Galium. Afirma que se
existe uma justificativa para que se mantenha Relbunium como género, ela deve
ser baseada na presenca de flores involucradas, solitarias e essencialmente
sésseis. Neste estudo, Dempster (1982) transferiu para o género Galium todas as
espécies que ndo apresentavam as caracteristicas acima citadas. Em seu ultimo
trabalho com o género Galium na América do Sul, Dempster (1990) volta a validar
as propostas de Endlicher (1839), definindo Relbunium como uma secao de
Galium. Em 1996, Natali et al., analisando sequéncias de DNA do cloroplasto de
espécies da tribo Rubieae mantém o nome Relbunium, ao mencionar a espécie
Relbunium hypocarpium, sem entrar no meérito da discussao taxondmica. Bremer &

Manen (2000) ao revisarem a classificagcdo da subfamilia Rubioideae, incluem na
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tribo Rubieae 14 géneros, dentre os quais estd o género Relbunium tratado
separadamente de Galium.

Atualmente, os especialistas em Rubiaceae ndo reconhecem Relbunium
como género, concordando com Dempster (1990). Porém dados obtidos por uma
equipe interdisciplinar, coordenada pela Profa. Dra. Helga Winge, envolvendo os
Departamentos de Botanica e Genética da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, apéiam a manutencao do género Relbunium separadamente de Galium.

O género Galium foi repetidamente dividido em secdes, a partir de De
Candolle (1830) — 13 sec¢des, e Schumann (1891) — 14 secdes, com base na
pilosidade dos frutos e nimero de folhas e de estipulas por né, entre outras. Suas
espécies apresentam ampla distribuicdo geografica, com aproximadamente 90
espécies, encontradas na América do Norte, Central e do Sul, Asia, Africa e
Europa (Andersson 1992).

Vérias pesquisas abordando o género Galium foram realizadas. Em sua
maioria sao trabalhos com énfase taxondmica, como descricbes de espécies e
novos registros geograficos — De Candolle (1830), Greenman (1898), Ehrendorfer
& Verdcourt (1973), Bacigalupo (1973, 1975), Ehrendorfer (1975), Puff (1977,
1979), Schoénbeck & Ehrendorfer (1977), Puff & Mantell (1982), McGillivray (1983),
Nazimuddin & Ehrendorfer (1987), Schonbeck (1991), Jung-Mendacolli (2003),
Ortega-Olivencia et al. (2004). Destes podemos destacar os estudos de Dempster
(1958, 1962, 1968, 1970, 1971, 1973 a, 1973 b, 1973 ¢, 1973 d, 1974, 1975 a,
1975 b, 1978, 1980, 1981, 1982, 1990), Dempster & Ehrendorfer (1965) e
Dempster & Stebbins (1965) que, além de discutir a taxonomia do género,
destacam aspectos evolutivos, morfolégicos, caracteristicas cromossdmicas e
citolégicas.

Apesar dos estudos priorizarem a taxonomia do género, existem dados
relativos a caracteristicas anatdomicas e morfolégicas das folhas e estipulas (Holm
1907; Takeda 1916; Nicolas 1929; Majumdar & Kumar Pal 1958; Farooq 1960;
Potter & Klopfer 1987; Rutishauser 1999); dos 6rgaos reprodutores (Lloyd 1902;
Wassem 1977; Weber 1988; De Toni 2000); dos grdos de pélen (Anchev 1982;
Huysmans et al. 2003); dos frutos (De Toni & Mariath 1999 b, 1999 c); além de
dados relativos a ecologia (Puntieri & Psysek 1998; Goodman 2005).

Além dos caracteres morfolégicos, atualmente s&o usados dados
moleculares para uma melhor organizacdo taxondmica dos taxons. Para isso

diferentes genes ou fragmentos de DNA podem servir como sequUéncia alvo para
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as reconstrucdes filogenéticas. Estudos dessa natureza foram realizados incluindo
0 género Galium, como os de Bremer & Eriksson (1992), Manen et al. (1994),
Natali et al. (1997), Torres et al. (2001), Hubner et al. (2003), Ziegenhagen et al.
(2003), entre outros.

Também existem para o género Galium, estudos que caracterizam seus
metabolitos e horménios, como flavondides (Puff 1975), andlises enziméaticas
(Ehrendorfer et al. 1996), saponinas (Rosa et al. 2000, Mitova et al. 2002), 6leos
essenciais (Baser et al. 2004) e auxinas (Hansen & Grossmann 2000). Outros
estudos discutem a condi¢éo “invasora” do género, que afeta lavouras e pastagens
(Mittnacht & Kemmer 2000; Gerber et al. 2000) e sua resisténcia a herbicidas (Van
Eerd et al. 2005).

Tratando-se de Relbunium, este possui 33 espécies, € um género
neotropical com ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado desde o
sudoeste dos Estados Unidos até o sul da América do Sul. Suas espécies sao
encontradas em campos e beira de matas, principalmente nas regides subtropicais
e temperadas. No Estado do Rio Grande do Sul, Uruguai e nordeste da Argentina,
estima-se a ocorréncia de 22 espécies (Chamisso & Schlechtendal 1828; De
Candolle 1830; Schumann 1891; Ehrendorfer 1955; Smith & Down 1956; Rambo
1962; Mariath 1974; Porto et al. 1977 e Winge et al. 1980).

Varios trabalhos abordando o género foram realizados. Destes podemos
destacar os trabalhos de Detoni & Winge (1975) e Detoni (1976), que analisaram
22 espécies da tribo Rubieae com relacdo aos padrbes de flavondides,
caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas, além de distribuicdo geografica, o que
permitiu o reexame das relacdes taxondbmicas em nivel de espécies e secdes,
tracando a provavel filogenia do género. Cavalli & Winge (1975) e Cavalli (1976)
estudaram a variabilidade interespecifica, através da analise de isoenzimas,
estimando o grau de reformulacédo do gendétipo ao longo da evolucéo das secbes e
do género. Porto et al. (1977) descreveram trés novas espécies de Relbunium, das
guais, R. humilioides e R. longipedunculatum, foram analisadas quanto ao padréo
de flavondides e peroxidases, e estabeleceram seu inter-relacionamento e sua
posicao taxondmica no referido género.

Mariath (1979), estudando a morfologia e anatomia de R. hypocarpium e R.
hirtum, evidenciou novas caracteristicas possiveis de serem utilizadas na
taxonomia do género, incluindo morfologia e anatomia de folhas, caule e raiz. Em

1994, Nunes et al. analisaram quali- e quantitativamente a anatomia da folha de
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trés espécies do género — R. mazocarpum, R. humile. e R. catarinense, concluindo
gue qualitativamente as espécies nao se diferenciam, porém dados quantitativos
indicam distingcdo entre as espécies.

Motta (1981) determinou o grau de modificacdes sofridas nos padrdes de
isoesterases ao longo do ciclo de desenvolvimento, em R. hypocarpium. Este
estudo permitiu obter informacdes sobre os padrbes de ativacdo e represséao
génica e contribuiu para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos no
processo de maturacdo e senescéncia da referida espécie. Foi verificado que
diferencas entre individuos sdo claramente devidas ao sistema de regulacado
génica, atuando tanto no tempo, ao longo do desenvolvimento, como na
diferenciacao tissular. Todos os estudos mais detalhados em sistemas enziméaticos
de R. hypocarpium sugerem que a espécie € autogamica, sem ser descartada,
contudo, a possibilidade, extremamente eventual, de ocorrer fecundagao cruzada,
como observou Freitas (1989) e Cavalli-Molina et al. (1989). Mariath (1990)
comprovou morfologicamente, nesta espécie, a autogamia através de estudos
embriolégicos. Mais recentemente, estudos embrioldgicos no género Relbunium
tém sido desenvolvidos (De Toni & Mariath 1997, 1998a, 1998b, 1999a, 2000),
estes destacam caracteristicas morfolégicas dos rudimentos seminais, com o
objetivo de auxiliar na filogenia da familia Rubiaceae.

Apesar de trabalhos ja terem sido realizados visando os géneros Galium e
Relbunium, ainda sao insuficientes os estudos que enfatizem a discussao taxonémica
entre estes dois taxons, devido a auséncia de estudos que integrem caracteres
anatémicos, morfoldgicos, ecoldgicos e moleculares, visando responder a seguinte
pergunta: “Relbunium pode ser considerado um género ou apenas uma secao
dentro de Galium?”.

Esta retomada nos estudos relacionados ao género Relbunium, e adicao de
dados relativos a Galium, pretende, além dos objetivos acima citados, dar continuidade
ao projeto de pesquisa iniciado em 1974, intitulado “Sistematica, ecologia e evolucao
do género Relbunium”, coordenado pela Dra. Helga Winge, que foi dividido em dois
subprojetos. O primeiro, “Sistematica e ecologia de Relbunium”, que foi desenvolvido
no Departamento de Botanica da UFRGS, sob a responsabilidade da Dra. Maria Luiza
Porto, em colaboracdo com Dr. Jorge E. A. Mariath, objetivou a determinacédo das
espécies e subespécies do género, com base principalmente em dados morfolégicos e
ecolégicos, os quais foram codificados para andlise através de taxonomia numeérica
(Porto & Mariath 1975). O segundo subprojeto, “Evolucdo do género Relbunium”, foi
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desenvolvido no Departamento de Genética da UFRGS, incluindo duas pesquisas
distintas, que constituiram duas Dissertacdes de Mestrado: “Divergéncia isozimica e
relacdes evolutivas entre espécies do género Relbunium® (Cavalli 1976) e “Estudo
guimiotaxondémico e filogenético do género Relbunium (Detoni 1976)".

Este estudo tem por objetivo adicionar informacdes para a melhor discusséao
do problema taxonémico evidenciado, gerando conhecimento basico das espécies
de Galium e Relbunium para o Estado do Rio Grande do Sul. Para isso séo
realizadas analises referentes a morfologia externa, vascularizacdo e anatomia

foliar, ontogenia das flores e dos frutos, e dados macromoleculares.



Il — MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com 13 espécies de Relbunium (sensu
Ehrendorfer 1955, modificado por Porto et al. 1977, Tabela 01), duas espécies de
Galium (G. latoramosum e G. uruguayense, Tabela 02), e duas outras espécies,
também, da subfamilia Rubioideae (Borreria verticillata e Psychotria
carthagenensis, Tabela 02). Sendo as duas ultimas incluidas para constituirem o
grupo externo, o qual foi incluido com o objetivo de auxiliar na polarizacado dos
estados de caracteres nas analises filogenéticas. A escolha das espécies de
Relbunium foi feita buscando-se representar todas as subsecdes reconhecidas por
Ehrendorfer (1955).

O material botanico analisado (Tabela 01) é proveniente de expedi¢des a campo
realizadas no periodo de agosto de 2001 a janeiro de 2005. Nessas expedicdes
foram coletadas, sempre que possivel, amostras férteis de representantes de
Galium e Relbunium.

A preparacao do material botanico, proveniente das expedicdes, para posterior
inclusdo no herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN) e do
Instituto de Pesquisas Jardim Boténico do Rio de Janeiro (RB), deu-se pelo
método tradicional de herborizacdo; o material foi identificado por meio de chaves,
descricdes e ilustracdes em bibliografia especializada, e também através de
comparagcBes com colegBes botanicas, depositadas em herbarios nacionais e
estrangeiros citados a seguir: A, B, F, GH, ICN, K, MA, NY, RB, S, SI, U. As siglas
estdo de acordo com o Index Herbariorum (Holmgren et al. 1990).

As analises morfoldégicas dos 6érgaos vegetativos e reprodutivos, os quais
foram descritos ao estereomicroscépio Leica MZ8, e mensurados com auxilio de
paquimetro. A terminologia utilizada nas descricbes das estruturas vegetativas foi
proposta por Hickey (1974), Leaf Architecture Working Group (1999) e Hickey &
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King (2000). Os géneros e as espécies sao apresentados na ordem de surgimento
na chave elaborada.

Além do processo de herborizacdo, cada amostra coletada foi, em parte
fixada, processo descrito a seguir, e parte preparada para procedimentos em
biologia molecular.

Todas as espécies foram analisadas quanto a morfologia externa,
vascularizacdo foliar, caracteristicas da anatomia da flor e ontogenia do fruto.
Além disso, quatro espécies tiveram a anatomia foliar descrita (G. uruguayense, R.
equisetoides, R. gracillimum e R. richardianum).

Para as andlises em microscopia Optica, imediatamente apds a coleta, o
material foi fixado, a temperatura ambiente, em glutaraldeido 2,5% em tampao
fosfato de sodio 0.1M, pH 7,2 (Gabriel 1982). Ap6s a fixacdo, o material foi
submetido a vacuo por um periodo de duas a seis horas, para facilitar a acdo do
fixador nos tecidos internos. As amostras selecionadas, ap0s a fixacdo, foram
lavadas em tampao fosfato de sddio 0.1M, pH 7.2; desidratadas em série etilica,
por um periodo de 30 minutos em cada etapa; incluidas em hidroxietilmetacrilato
(Gerrits & Smid 1983); seccionadas com auxilio de navalha de aco, perfil D, em
micr6tomo Shandon Hypercut, na espessura de 2-4 um; aderidas as laminas de
vidro em placa aquecedora; e coradas com azul de toluidina O 0,05%, em
benzoato de sodio pH 4,4 (O'Brien & McCully 1981). As observacfes, tanto para
microscopia de campo claro, campo escuro, luz polarizada e fluorescéncia, foram
realizadas em microscopio 6ptico Olympus BX-50, que possui acoplada uma
camera digital CoolSnap Pro a partir da qual foram obtidas as imagens.

Foram, também, realizados testes histoquimicos para deteccdo de celulose,
com cloreto de zinco iodado (Jensen 1962), de lipidios totais, com sudan Il
(O’'Brien & McCully 1981), e de polissacarideos insolluveis, com &cido
periédico/Schiff (O’Brien & McCully 1981); para observacdo em microscopia de
campo claro; e o azul de anilina 0,05% (Ruzin 1999) foi utilizado para visualizacao
de calose em microscopia de fluorescéncia.

Os procedimentos iniciais de fixacdo e vacuo, além de parte da dissecacéo,
foram realizados no Laboratério de Anatomia Vegetal, Departamento de Botanica,
Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
O restante dos procedimentos foram executado no Laboratério de Boténica
Estrutural do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ).
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Além das amostras submetidas aos procedimentos usuais para obtencao de
seccdes em anatomia vegetal, as folhas das mesmas foram submetidas ao
processo de diafanizagcdo, segundo Strittmater (1973). Para realizacdo desse
experimento, foram selecionadas folhas a partir do sétimo nd, pois de acordo com
Motta (1981), essas ja estdo completamente desenvolvidas.

Para as amostras observadas em microscopia eletrénica de varredura, apés
a fixacdo, seguiu-se o protocolo sugerido por Gersterberger & Leins (1978), no
qual o material foi desidratado em série etilica até etanol 70%; transferido para
dimetoximetano, durante um periodo de 12 horas; desidratado e seco em Ponto
Critico Balzers, CPD 030 no Centro de Microscopia Eletrénica (CME)/UFRGS e no
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ); metalizado do sistema “sputtering” Balzers, SCD 050 no
CME/UFRGS e no Instituto de Biofisica/lUFRJ; as observacfes foram realizadas
em microscopio marca JEOL 5800, no CME/UFRGS e no microscOpio DSEM 962
ZEISS CAMPOS/UENF; o registro das imagens foi feito através do sistema de
captura digital.

Os caracteres moleculares foram obtidos a partir de amostras coletadas,
especificamente folhas, as quais foram submetidas a desidratacdo na presenca de
silica gel, e em alguns casos o DNA foi obtido a partir de material herborizado ou
fresco.

As analises foram realizadas a partir de duas sequéncias alvo diferentes. A
primeira constitui-se de espacadores internos do DNA ribossomal nuclear (ITS), pois
sdo sequéncias que evoluem rapidamente, de acordo com Baldwin (1992), Suh et al.
(1993), Wociechowski et al. (1993), Baldwin et al. (1995), Desfeux & Lejeune (1996),
Cerbah et al. (1998), Crisp et al. (1999), Mayer & Soltis (1999), Nepokroeff et al. (1999),
Noyes & Rieseberg (1999) e Torrell et al. (1999). A segunda constitui uma seqiéncia
nao codificadora do genoma plastidial, tratando-se do espacador trnL-F, que intercala
0s genes trnL e trnF. Algumas sequéncias espacadoras localizadas entre genes do
genoma cloroplasmatico sdo muito utilizadas em trabalhos de filogenia em nivel
taxondmico inter- e intragenérico e em niveis de tribo e familia. Dentre os espacadores
mais utilizados, destacam-se aqueles que intercalam genes codificantes de RNA
transportadores (trn), entre os quais esta o espacador génico trnL-F.

10



Andlises morfoldgicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

Tabela 01. Sistematica do género Relbunium, sensu Ehrendorfer (1955), modificado por Porto
et al. (1977). As espécies analisadas, neste trabalho, estdo destacadas quando descritas quanto a
morfologia (*) e biologia molecular (ITS - O; trnL-F - -).

Relbunium Material
R. hirsutum
Subsecao )
Série A | R. croceum
1 .
R. nigro-ramosum * O - K. De Toni et al. 20, 24, 31, 32 42, 46, 51, 62,
63, 64, 67, 70, 84, 87, 90; Holdétipo — F(1185154)
" R. richardianum * O - K. De Toni et al. 01, 03, 08, 11, 25, 56
Subsecao .
) Seérie A R, microphyllum
R. polyplocum
Subsecéo R. diphyllum
¢ Série A Phy i
3 R. equisetoides * N.I. Matzembacher s/n°, K. De Toni et al. 83
Série A |R. vile
_ K. De Toni et al. 02, 04, 09, 14, 18, 27, 28, 33,
R. hypocarpium * O 34, 35, 38, 40, 47, 49, 53, 54, 60, 61, 68, 73, 74;
Série B Hol6tipo — F (S.Venturi 927)
— R. guadalupense
1§ R. glaberrimum
n R. rupestre
Subsegdo | Série C |R. gracillimum * O M.G. Bovini et al. 2460, K. De Toni et al. 79, 80,
4 93; Isétipo — F (G. Janssan 156a)
R. indecorum
Série D | R. buxifolium
R. noxium
R. lleri
Série E muetien i
R. valantioides * O K. De Toni et al. 10
R. bigeminum
Série F | R. humilioides * O - K. De Toni et al. 30, 44, 85
R. sellowianum
Sub55egao série A | R. paulense
R. longipedunculatum * O - K. De Toni et al. 29, 39, 43, 48, 72, 81; Is6tipo —
U (6267)
Série A |R. megapotamicum *O - K. De Toni et al. 22, 36
— . Série B |R. hirtum* O - K. De Toni et al. 17, 55
o | Subsecdo _
lgﬂ 1 Serie C | R. atherodes
n . R. ericoides
Série D _
R. ostenianum * O - K. De Toni et al. 57
R. humile * O - I7<5 De Toni et al. 16, 21, 26, 41, 45, 65, 69, 71,
u_cé Subsecéo Série A | R. mazocarpum * O - K. De Toni et al. 37, 82; Isétipo — NY (Pringle
> 1 8834)
N R. sphagnophilum
R. catarinense
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O processamento das amostras para o sequenciamento de fragmentos de
DNA prosseguiu-se da seguinte forma: extracdo e quantificacdo do DNA total,
amplificacdo do DNA por PCR, purificagdo do material amplificado e finalmente o
seqguenciamento da regidao amplificada.

O DNA foi extraido de folhas através da técnica de CTAB descrita por Doyle &
Doyle (1987) modificado. A quantificacdo do DNA extraido foi através da comparacao
da intensidade da sua banda com a intensidade das bandas do marcador fago-l em
diferentes concentracdes conhecidas. As andlises foram feitas através da eletroforese
em gel de agarose 0,8% em tampao TBE 1X (Tris-Borato EDTA).

A amplificagcdo por PCR (Polimerase Chain Reaction - Reac¢do da Polimerase
em Cadeia) foi utilizada para os seguintes fragmentos de DNA: ITS do rDNA
(nrDNA), descritos por Desfeaux & Lejeune (1996), e os primers E e F descritos por
Taberlet et al. (1991) para o espacador trnL-F. O primeiro fragmento foi amplificado
em 35 ciclos de 94°C - 58°C - 72°C, enquanto o segundo foi amplificado em condi¢des
semelhantes, mas com temperatura de anelamento de 55°C, ao invés de 58°C. O
material amplificado foi purificado com fosfatase alcalina de camardo e exonuclease |
(Amersham Biosciences) e sequenciado diretamente usando 0os mesmos primers das
PCRs.

O produto de amplificacdo foi submetido ao seqiienciador automético ABI
PRISM 3100 (Applied Biosystems do Brasil), localizado do Departamento de
Biotecnologia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As sequUéncias nucleotidicas foram alinhadas no programa de computador
Clustal X (Thompson et al. 1997), e refinadas manualmente com o auxilio do
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999). As seqiiéncias resultantes
serdao depositadas no GENBANK (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

A partir das caracteristicas morfolégicas e moleculares foram realizadas
reconstrucdes filogenéticas. Para as andlises fenotipicas, os caracteres foram plotados
numa matriz numérica. As analises macromoleculares se deram a partir de uma matriz
contendo as sequéncias de DNA dos fragmentos escolhidos. Essas analises,
realizadas individualmente e também em conjunto, foram obtidas através da utilizacdo
do método de parcimébnia, por intermédio do programa PAUP versao 4.0b10 (Swofford
2002). As arvores obtidas foram, posteriormente, visualizadas e avaliadas através do
MacClade 4.0 (Maddison & Maddison 2000).

Nas analises filogenéticas realizadas a partir dos caracteres morfologicos,

esses foram tratados como nao-ordenados e as arvores foram calculadas através
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do método de parcimbnia — Neighbor-Joining. Para as andlises com dados
moleculares, os caracteres também foram tratados como néo ordenados e a busca
das arvores procedeu-se utilizando algoritmo heuristico, op¢des Stepwise addition
com adicdo de arvores utilizando opcdo Random, além de TBR. A confiabilidade
dos grupos formados nas arvores foi verificada através dos testes de re-
amostragem Bootstrap e Jackknife, com 1000 replicac6es em cada analise.

Os dois fragmentos escolhidos foram sequienciados para as espécies de
Relbunium, destacadas na Tabela 01, e para as de Galium (Tabela 02), além das
espécies do grupo externo (Tabela 02). Nem todas as espécies selecionadas para
as analises morfoldgicas foram avaliadas quanto aos dados moleculares, devido a
ocorréncia de problemas metodoldgicos. As seqiiéncias de ITS de Galium aparine
foram obtidas através de registros no Genbank (Hubner et al.2003).

Com relacdo ao grupo externo, as descricdes das espécies (Fig. 16A-K),
folhas (Fig. 32A-F), flores e frutos (Fig. 49A-O) foram incluidas diretamente na

matriz numeérica.

Tabela 02. Espécies selecionadas, com excecdo as do género Relbunium, para a
realizacdo das andlises morfologicas (*) e moleculares (ITS - O, e com trnL-F - -).

Encontram-se igualmente listados 0s materiais examinados.

Tribo Espécie Coletor

Huebner,R. & Klemsdal,S.E.S.
Genbank AF419191

Galium aparine O

. Galium latoramosum * Rogério Bueno s/n°,
Rubieae
A.Bornmdiller 132, GH
Galium uruguayense * O - K. De Toni et al. 07, 50, 76
Marchesi 6493 (Isétipo — Sl)
Spermacoceae | Borreria verticillata * O - K. De Toni et al. 05
Psychotrieae | Psychotria carthagenensis * O - K. De Toni et al. 06
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1l - RESULTADOS

lll.1. Caracterizacdo das espécies:

Chave para reconhecimento dos géneros analisados.

1 — Individuos mondicos com flores perfeitas, ou didicos com flores pistiladas ou

estaminadas; sem bracteas involucrais; flores sempre pedunculadas

1’ — Individuos mondicos com flores perfeitas; bracteas 2-4-involucradas; flores sésseis

OU COM PEAUNCUIOS CUIMOS ....ccciiieeeiiii e e e e e e e e e e e e e eeaaaaaeeas Relbunium

[11.1.1. Galium L., Sp. PI. 1: 105-108. 1753.

ERVAS apoiantes. CAULE com base lenhosa; quadrangular, glabro ou piloso;
entrends 1,0 — 1,8 cm compr. NO com 2 verdadeiras e 2 estipulas foliares iguais as
folhas. LAMINA FOLIAR inteira; simétrica; cartacea; obovada, eliptica & oblonga; apice
agudo; base séssil; glabra em ambas as faces; margem, as vezes, pilosa;
frequentemente células secretoras reunidas no apice e raramente dispersas no
limbo, na face abaxial. FLORES mono- ou bispdricas; axilares até 3 por n6, solitarias
pedunculadas, ou em pequenas paniculas de dicasios; corola alva, pilosa ou glabra; 4
estames alternipétalos, exsertos, anteras dorsifixas, deiscéncia longitudinal,
tetrasporangiada; estigma e estilete 2; ovario infero, bicarpelar, bilocular, um rudimento
seminal por léculo; tuberculado ou ndo. FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos,

tuberculados ou nao.
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Chave para reconhecimento das espécies.

1 — Ramos muito ramificados; lamina foliar obovada a eliptica, margem nao transltcida,
com tricomas retrorsos; células secretoras na face abaxial; flores 2-3 por né ou

pequenas paniculas de dicasio; fruto levemente tuberculado ....... 1. G. latoramosum

1' — Ramos pouco ramificados; lamina foliar eliptica-linear, margem translicida, sem
tricomas retrorsos; células secretoras ausentes; flores até 2 por nd, solitarias; fruto

densamente tuberculado .........ccccooviiiiiiiiiii 2. G. uruguayense

[11.1.1.1. Galium latoramosum Clos., Flora Chilena 3: 187. 1847.
Figural (A-F).

ERVA apoiante. CAULE quadrangular, raramente piloso; entrenés até 1,8
cm compr. LAMINA FOLIAR até 0,4 cm compr. X 0,1 cm larg.; cartacea, obovada a
eliptica, apice agudo, base séssil, glabra em ambas as faces; margem com
tricomas retrorsos; células secretoras reunidas no apice e raramente dispersas na
face abaxial do limbo. FLORES pistiladas e estaminadas, em individuos didicos;
em dicasios compostos; pedunculo até 4 mm compr.; corola glabra; ovério glabro.

FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos, glabros.

111.1.1.2. Galium uruguayense Bacigalupo, Darwiniana 19 (2-4): 515. 1975.
Figura 2 (A — E).

ERVA apoiante. CAULE glabro; entrends até 1,0 cm compr. LAMINA FOLIAR
até 1,0 cm compr. X 0,2 cm larg.; cartacea; oblongo-linear; apice agudo; base séssil;
glabra em ambas as faces; margens transllicidas, com emergéncias epidérmicas.
FLORES bispdricas, axilares, até 2 por né, solitarias; pedunculo até 4 mm compr.;
corola pilosa na face abaxial, tricomas simples; ovario tuberculado. FRUTO

esquizocarpo, com 2 mericarpos, glabros, tuberculados.
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l11.1.2. Relbunium (Endl.) Benth. & Hook. f., Gen. PI. 2: 149. 1873.

ERVA ou SUBARBUSTO. CAULE com base frequentemente lenhosa;
quadrangular, glabro ou piloso, tricomas simples, retrorsos ou ndo. NO com 2 folhas
verdadeiras e 2 estipulas foliares idénticas as folhas, entrenés de diversos tamanhos.
LAMINA FOLIAR inteira; simétrica; de obovada, ovada a eliptica; glabra ou pilosa,
tricomas simples; apice agudo, raramente mucronulado ou acuminado; base séssil;
margem as vezes revoluta, raramente translicida; glabra ou ciliada, tricomas simples;
frequentemente células secretoras reunidas no apice e dispersas na face abaxial.
FLORES bispéricas, axilares, 1-8 por nd, solitarias, em monocasios ou dicasios;
pedunculadas; bracteas 4, mesmo tamanho ou diferenciadas 2 a 2, iguais a folha na
forma; antopddio curto ou longo. FLORES monoclamideas; corola alva, glabra ou
pilosa, tricomas simples; estames 4, alternipétalos, exsertos, anteras dorsifixas,
deiscéncia longitudinal, tetrasporangiada; estigma e estilete 2; ovario infero, bicarpelar,
bilocular, um rudimento seminal por l6culo; glabro, piloso ou tuberculado. FRUTO baga

Ou esquizocarpo com 2 mericarpos, glabro, as vezes pilosos ou tuberculados.
Chave para o reconhecimento das espécies.

1 - Flores 4-involucradas.
2 - Lamina foliar com margem translicida; flores solitarias até 2 por n6é e/ou em
dicésio simples.
3 - Plantas, geralmente, de locais alagados; caule com tricomas retrorsos; entrenés
com até 2,0 cm de compr.; mericarpos nao tuberculados .......... 1. R. equisetoides
3’ - Plantas nunca de locais alagados; caule glabro; entrenés de até 0,6 cm comp.;
mericarpos tuberculados ... 2. R. richardianum
2’ - Lamina foliar com margem nunca transldcida; flores solitarias de 2 - 8 por né;
nunca em dicésios.
4 - Lamina foliar com apice mucronulado; fruto indeiscente do tipo baga.
5 - Lamina foliar obovada; flores até 4 por nd; ovario glabro, levemente
TUDEICUIAAO ... 3. R. gracillimum
5' - Lamina foliar oblonga a eliptica; flores até 8 por né; ovario piloso, nunca
TUDEICUIATO ... 4. R. hypocarpium
4’ - Lamina foliar com apice agudo ou acuminado; fruto indeiscente do tipo

esquizocarpo.
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6 - Bracteas involucrais desiguais, 2 maiores e 2 menores .... 5. R. nigro-ramosum
6’ - Bracteas involucrais iguais.
7 - Bracteas involucrais envolvendo flores e frutos.

8 - Lamina foliar ovada a eliptica-orbicular; &pice acuminado; células
secretoras reunidas no apice da face abaxial; uma nervura principal
evidente; até 2 flores por NG .........ccccvvvvviviiiieeeiiiiceeeeeeeeee, 6. R. humilioides

8’ - Lamina foliar ovada a eliptica; apice agudo; células secretoras ausentes;
trés nervuras evidentes; até 4 flores porné ............cccee.... 7. R. valantioides

7' - Bracteas involucrais ndo envolvendo o fruto.

9 - Planta ereta; caule e lamina foliar densamente pilosos; flores sésseis;
corola ciliada; mericarpos ndo-tuberculados .............cccccevvvvvnnnns 8. R. hirtum

9’ - Planta nunca ereta; caule piloso, as vezes com tricomas retrorsos; lamina
foliar glabra ou esparsasmente pilosa, em ambas as faces; flores
pedunculadas; corola glabra; mericarpos tuberculados.

10 - Margem foliar com tricomas retrorsos; até 8 flores por né; pedinculo
recurvado NO frULO ...........eeevviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeen, 9. R. longipedunculatum

10’ - Margem foliar ciliada; até 4 flores por n@; pedunculo nunca recurvado
no fruto.

11 - Caule com longos tricomas, nao retrorsos, lamina foliar pilosa,
margem levemente revoluta, células secretoras presentes na regido
apical e dispersas na face abaxial da folha ............ 5. R. nigro-ramosum

11’ — Caule sem tricomas longos, e com tricomas retrorsos, lamina foliar
freqientemente glabra, margem revoluta, células secretoras presentes
apenas na regido apical da face abaxial da folha
............................................................................ 10. R. megapotamicum

1’ - Flores 2-3-involucradas.

12 - Subarbustos a arbustos; caule circular, ramos apicais quadrangulares; antopédio
curto (menores qu 0,7 CM COMP.) cooeeeeereiiiiiiiiiiieieeee e 11. R. ostenianum

12’ - Ervas prostradas; caule quadrangular; antopddio longo (maiores 0,8 cm comp.).
13 - Entrenés até 0,4 cm compr.; caule e lamina foliar pilosos; células secretoras
reunidas no apice, na face abaxial; flores até 2 por no; ovario piloso, nunca

LL8] 01T (o ] =T o 1P 12. R. humile

13’ - Entrends até 0,7 cm compr.; caule glabro e lamina foliar com raros tricomas,

em ambas as faces; sem células secretoras; flores 1 por né; ovario glabro,

tUDEICUIAAO ..o 13. R. mazocarpum
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Descri¢cOes das espécies:

[11.1.2.1. Relbunium equisetoides (Cham. & Schltdl.) Ehrend., Bot. Jahrb. Syst. 76:
533. 1955.
Figura 3 (A - G).

ERVA apoiante. Caule com tricomas retrorsos; entrenos até 2,0 cm compr. NO
com 4-5 folhas, sendo 2 verdadeiras e 2-3 estipulas levemente menores que as folhas
verdadeiras. LAMINA FOLIAR até 1,0 mm compr. X 0,5 mm larg.; cartacea; ovada a
ovado-lanceolada; apice agudo; séssil; glabra; margens com poucos tricomas retrorsos,
transllcida; células secretoras reunidas no apice. FLORES perfeitas, sésseis, em
monocasios e dicasio; pedunculo 4,0 mm compr.; bracteas 4, menores que 1,0 mm
compr., 2 a 2; antopddio curto; corola glabra; ovario glabro. FRUTO esquizocarpo, com
2 mericarpos, glabros.

[11.1.2.2. Relbunium richardianum (Gill. ex Hook. et Arn.) Hicken., Physis 2: 117.
1916.
Figura 4 (A — G).

ERVA apoiante. CAULE glabro; entrenos até 6,0 mm compr. LAMINA FOLIAR
até 4,0 mm compr. X 1,0 mm larg.; cartacea; oblonga a oblongo-linear; apice obtuso;
base séssil; glabra em ambas as faces; margem levemente revoluta, transllcida;
células secretoras reunidas no apice. FLORES até 2 por né, solitarias, ou ainda em
monocasios; pedunculo até 5,0 mm compr.; bracteas 4, ca. 2,0 mm compr., todas
mesmo tamanho, semelhantes as folhas; antopdodio curto; corola glabra; ovario glabro,
tuberculado. FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos, glabros, tuberculados.

[11.1.2.3. Relbunium gracillimum Ehrend., Bot. Jahrb. Syst. 76: 539. 1955.
Figura 5 (A — H).

ERVA apoiante. CAULE glabro; entrends até 2,5 cm. LAMINA FOLIAR até 1,5
cm compr. X 0,3 cm larg.; membranacea; obovada a oblanceolada; apice mucronulado;
base séssil; glabra, em ambas as faces; margem revoluta, com tricomas retrorsos;
células secretoras reunidas no apice e dispersas no limbo. FLORES até 4 por no,
solitarias; pedunculo até 1,2 cm compr.; bracteas 4, até 4,0 mm compr., todas do
mesmo tamanho, semelhantes as folhas; antopédio curto; corola glabra; ovario glabro,
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levemente tuberculado. FRUTO baga ca. 5,0 mm diam., de cor alaranjada a vermelha
guando madura, glabra.

l11.1.2.4. Relbunium hypocarpium (L.) Hemsl., Biol. Centr. Am. Bot. 2: 63. 1881.
Figura 6 (A — G).

ERVA apoiante. CAULE densamente piloso, as vezes retrorsos; entrends até
4,5 cm compr. LAMINA FOLIAR até 2,0 cm compr. X 1,0 cm larg.; membranacea a
cartacea; oblonga a ovada, predominando a forma eliptica; apice mucronulado; base
séssil; glabras a pilosas, em ambas as faces; margem freqlentemente revoluta; células
secretoras reunidas no apice e dispersas no limbo. FLORES até 8 por nd, solitarias;
peddnculo até 13 mm compr.; bracteas 4, ca. 3,0 mm compr., todas do mesmo
tamanho, semelhantes as folhas; antopddio curto; corola ciliada; ovario piloso. FRUTO

baga ca. 5,0 mm diam., de cor laranja a vermelho quando madura, pilosa.

[11.1.2.5. Relbunium nigro-ramosum Ehrend., Bot. Jahrb. Syst. 76: 529. 1955.
Figura 7 (A - G).

ERVA apoiante. CAULE piloso; entrends até 0,6 cm compr. LAMINA FOLIAR
até 6,0 mm compr. X 2,0 mm larg.; cartacea; oblonga a ovado-lanceolada,
predominando o tipo estreitamente-eliptico; &pice agudo; base séssil; tricomas
retrorsos, em ambas as faces; margem levemente revoluta; células secretoras reunidas
no apice e dispersas no limbo. FLORES até 2 por nd, solitarias; pedunculo até 3,0 mm
compr.; bracteas 4, 2 maiores e 2 menores, até 2,0 mm compr., semelhantes as folhas;
antopodio curto; corola glabra; ovéario glabro, levemente tuberculado. FRUTO
esquizocarpo, com 2 mericarpos, glabros, tuberculados.

[11.1.2.6. Relbunium humilioides M. Porto & Ehrend., PIl. Syst. Evol. 128(34):179.
1977.
Figura 8 (A — H).

ERVA prostrada. CAULE piloso; entrends até 1,0 cm compr. LAMINA FOLIAR
até 4,0 mm compr. X 3,0 mm larg.; membranacea; ovada a eliptica-orbicular; apice
acuminado; base séssil; densamente pilosa em ambas as faces; células secretoras
reunidas no apice. FLORES até 2 por né, solitarias; pedudnculo até 7,0 mm compr.;

bracteas 4, ca. 2,0 mm compr., todas mesmo tamanho, envolvendo flor e fruto, ovadas;
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antopaodio curto; corola pilosa, face abaxial; ovario glabro. FRUTO esquizocarpo, com 2
mericarpos, glabros.

[11.1.2.7. Relbunium valantioides (Cham. et Schitdl.) K. Schum., Mart. Fl. Bras.
6(6):115. 1888.
Figura 9 (A — H).

ERVA apoiante. CAULE piloso; entrends até 2,0 cm compr. LAMINA FOLIAR
até 1,5 cm compr. X 0,6 cm larg.; cartacea; ovada a eliptica; apice agudo; base séssil;
pilosa em ambas as faces; margem ciliada. FLORES até 4 por né, solitarias; pedunculo
até 6,0 mm compr.; bracteas 4, ca. 4,0 mm compr., todas mesmo tamanho, envolvendo
flor e fruto, semelhantes as folhas; antopddio curto; corola ciliada; ovéario glabro.
FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos, glabros.

[11.1.2.8. Relbunium hirtum (Lam.) K. Schum., Mart. Fl. Bras. 6(6):107. 1888.
Figura 10 (A — G).

ERVA ereta. CAULE densamente piloso; entrenos até 6,0 mm compr. LAMINA
FOLIAR até 5,0 mm compr. X 2,0 mm larg.; cartacea; ovado-lanceolada a eliptica;
apice agudo; base séssil; densamente pilosa, hispida em ambas as faces, tricomas
levemente direcionados para o apice; margem revoluta; células secretoras reunidas no
apice e dispersas no limbo. FLORES até 3 por nd, solitérias, sésseis; bracteas 4, até
3,0 mm compr., todas do mesmo tamanho, idénticas as folhas; antopddio curto; corola
ciliada, face abaxial; ovéario glabro. FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos, glabros.

[11.1.2.9. Relbunium longipedunculatum Mariath & Ehrend., Pl. Syst. Evol. 128 (34):
184. 1977.
Figura 11 (A — H).

ERVA apoiante. CAULE com tricomas retrorsos; entrenés até 2,1 cm compr.
LAMINA FOLIAR até 5,0 mm compr. X 1,0 mm larg.; cartacea; oblonga, ovado-
lanceolada a eliptica; apice agudo; base séssil; glabra em ambas as faces; margem
revoluta, tricomas retrorsos; células secretoras no apice. FLORES até 8 por ng,
solitarias; peduanculo até 5,0 mm compr., recurvado no fruto; bracteas 4, ca 1,0 mm
compr, todas mesmo tamanho, semelhantes as folhas; antopddio curto; corola glabra;
ovario glabro, levemente tuberculado. FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos,

glabros.
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[11.1.2.10. Relbunium megapotamicum (Spreng.) Ehrend., Bot. Jahrb. Syst. 76: 543.
1955.

Figura 12 (A - G).

ERVA apoiante. CAULE com tricomas retrorsos; entrenés até 1,6 cm compr.
LAMINA FOLIAR até 4,0 mm compr X 2,0 mm larg.; cartacea; oblonga a ovada; apice
agudo; base séssil; glabra em ambas as faces; margem revoluta, tricomas retrorsos;
células secretoras reunidas no apice. FLORES até 4 por né, solitarias; pedunculo até
4,0 mm compr.; bracteas 4, ca. 2,0 mm compr.,, todas do mesmo tamanho,
semelhantes as folhas; antopddio curto; corola glabra; ovario glabro, tuberculado.
FRUTO esquizocarpo, com mericarpos glabros, tuberculados.

[11.1.2.11. Relbunium ostenianum Standl., Ostenia 120. 1933.
Figura 13 (A - 1I).

SUBARBUSTO ereto. CAULE cilindrico, ramos apicais quadrangulares,
densamente pilosos; entrends até 3,0 mm compr. LAMINA FOLIAR até 2,0 mm compr.
X 0,8 mm larg.; cartacea; oblonga a ovada; apice agudo; base séssil; densamente
pilosa em ambas as faces; margem revoluta; células secretoras reunidas no apice.
FLORES até 3 por nd, solitarias, sésseis; bracteas 2-3, menor que 1,0 mm compr.,
semelhantes as folhas; antopddio curto; corola pilosa, face abaxial, ovério piloso.
FRUTO esquizocarpo, com 2-3 mericarpos, pilosos.

111.1.2.12. Relbunium humile (Cham. et Schltdl.) K. Schum., Mart. Fl. Bras.
6(6):105. 1888.
Figura 14 (A - F).

ERVA prostrada. CAULE piloso; entrends até 4,0 mm compr. LAMINA FOLIAR
até 2,0 mm compr. X 1,0 mm larg.; membranacea; ovada a ovado-lanceolada; apice
agudo; base séssil; pilosa em ambas as faces; células secretoras reunidas no apice.
FLORES até 2 por né, solitarias; pedunculo até 4,0 mm compr., recurvado no fruto;
bracteas 2, as vezes menor que 1,0 mm compr., semelhantes as folhas; antopdodio
longo; corola ciliada; ovario piloso. FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos, pilosos.
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111.1.2.13. Relbunium mazocarpum Greenm., Proc. Amer. Acad. Arts 41: 250. 1905.
Figura 15 (A — E).

ERVA prostrada. CAULE glabro; entrends até 7,0 mm compr. LAMINA FOLIAR
até 2,0 mm compr. X 1,0 mm larg.; membranacea; ovado-lanceolada; apice acuminado;
base séssil; raros tricomas em ambas as faces; margem levemente ciliada. FLORES 1
por noé, solitarias; pedunculo até 4,0 mm compr., recurvado; bracteas 2, menores que
2,0 mm compr, semelhantes as folhas; antopédio longo; corola pilosa, raros tricomas
no apice; ovario tuberculado, glabro. FRUTO esquizocarpo, com 2 mericarpos, glabros,

tuberculados.
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[11.1.3. llustragdOes
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Figura 01 (A — F). Aspectos da macromorfologia de Galium latoramosum. A.
Aspecto geral da planta. B. Folha (face abaxial). C. Pormenor do caule. D. Flor
estaminada em pré-antese. E. Fruto. F. Detalhe das inflorescéncias. Barras de
escala=0,5 mm (D), 1 mm (B - C), 2 mm (E), 10 mm (F).
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Figura 02 (A — E). Aspectos da macromorfologia de Galium uruguayense. A. Vista
geral da planta. B Folha com margens translicidas (setas). C. Pormenor do caule.
D. Fruto. E. Detalhe do ramo, com apenas um fruto por n6. Barras de escala = 1
mm (C — D), 2 mm (B, E), 25 mm (A).
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Figura 03 (A — G). Aspectos da macromorfologia de Relbunium equisetoides. A.
Aspecto geral da planta. B. Detalhe da folha com margens translicidas (setas). C.
Pormenor do caule. D. Face abaxial das bracteas - duas maiores e duas menores
(setas). E. Vista lateral da flor involucrada, com bracteas indicadas por seta. F.
Fruto, com antopddio em evidéncia. G. Detalhe da inflorescéncia. Barras de escala
=1 mm (B), 2 mm (C — G), 25 mm (A).
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Figura 04 (A — G). Aspectos da macromorfologia de Relbunium richardianum. A.
Vista geral da planta. B. Folha (face adaxial). C. Pormenor do caule. D. Detalhe da
inflorescéncia. E. Flor, em vista lateral, com bracteas evidentes. F. Fruto imaturo,
com antopédio (seta). G. Bracteas (face abaxial), células secretoras no apice.
Barras de escala = 0,5 mm (C), 2 mm (B, D — G), 25 mm (A).
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Figura 05 (A — H). Aspectos da macromorfologia de Relbunium gracillimum. A.
Aspecto geral da planta. B. Detalhe do ramo, com flores indicadas por setas. C.
Face abaxial da folha, destacando as células secretoras. D. Pormenor do caule. E.
Flor (vista lateral). F. Fruto maduro, com antopédio (seta) e bracteas (setas
brancas). G. Bracteas com células secretoras. H. Detalhe do no, evidenciando
flores pedunculadas. Barras de escala = 1 mm (C — D), 2 mm (E — H), 25 mm (A —
B).
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Figura 06 (A — G). Aspectos da macromorfologia de Relbunium hypocarpium. A.
Vista geral da planta. B. Pormenor do caule. C. Folha (face adaxial), com células
secretoras (setas) e idioblastos com rafides (asteriscos). D. Detalhe do n6, com
flores pedunculadas. E. Flor (vista frontal). F. Fruto maduro. G. Bracteas com

células secretoras (setas) e idioblastos com rafides (asteriscos). Barras de escala
=2mm (B - G), 25 mm (A).
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Figura 07 (A — G). Aspectos da macromorfologia de Relbunium nigro-ramosum. A.
Aspecto geral da planta. B. Detalhe do ramo, evidenciando flores e frutos
pedunculados (setas). C. Folha, vista abaxial. D. Pormenor do caule. E. Flor em
antese. F. Fruto com apenas uma semente. G. Bracteas, duas maiores e duas

menores (setas). Barras de escala =1 mm (E), 2 mm (B — D, F — G), 25 mm (A).
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Figura 08 (A — H). Aspectos da macromorfologia de Relbunium humilioides. A.
Aspecto geral da planta. B. Detalhe do ramo, com flores pedunculadas (setas). C.
Folha (face adaxial), com margem ciliada e idioblastos com rafides. D. Pormenor do
caule. E. Detalhe do ramo, com fruto pedunculado. F. Flor envolvida pelas bracteas.
G. Fruto imaturo, em vista lateral. H. Bracteas (face abaxial). Barras de escala =
1 mm (D), 2 mm (C, E — H), 25 mm (A — B).
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Figura 09 (A — H). Aspectos da macromorfologia de Relbunium valantioides. A.
Vista geral da planta. B. Folha (face adaxial). C. Pormenor do caule. D. Detalhe do
né, evidenciando flores pedunculadas. E. Flor, envolvida pelas bracteas (vista
lateral). F. Fruto (vista lateral), com antopddio (indicado por seta) e bracteas. G.
Bracteas envolvendo fruto imaturo (vista lateral). H. Bracteas (face abaxial). Barras
de escala =2 mm (B — H), 25 mm (A).
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Figura 10 (A — G). Aspectos da macromorfologia de Relbunium hirtum. A. Vista
geral da planta. B. Folha (face abaxial), destacando as células secretoras (setas).
C. Pormenor do caule. D. Detalhe do né com frutos sésseis. E. Fruto, indicando os
mericarpos. F. Fruto maduro, evidenciando bracteas (vista lateral). G. Bracteas

(face abaxial). Barras de escala =2 mm (B — G), 25 mm (A).
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Figura 11 (A — H). Aspectos da macromorfologia de Relbunium longipedunculatum.
A. Vista geral da planta. B. Folha (face adaxial), com tricomas retrorsos nas
margens (setas), e idioblastos com rafides. C. Pormenor do caule, com tricomas
retrorsos. D. Detalhe do ramo, com flores pedunculadas. E. Fruto imaturo. F. Fruto
maduro, com antopdédio (seta) e bracteas (asterisco), vista lateral. G. Bracteas (face
abaxial). H. Detalhe do né, evidenciando pedunculos recurvados nos frutos. Barras
de escala =2 mm (B — H), 25 mm (A).
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Figura 12 (A — G). Aspectos da macromorfologia de Relbunium megapotamicum. A.
Aspecto geral da planta. B. Detalhe do n6, com flores pedunculadas. C. Folha (face
abaxial), com células secretoras (setas). D. Pormenor do caule, com tricomas
retrorsos (indicados por setas). E. Flor (vista lateral). F. Fruto imaturo (vista lateral).

G. Bréacteas (face abaxial). Barras de escala = 1 mm (C), 2 mm (B, D — G), 25 mm

(A).
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Figura 13 (A — ). Aspectos da macromorfologia de Relbunium ostenianum. A.
Aspecto geral da planta. B. Detalhe do ramo. C. Folha (face adaxial), com
idioblastos com rafides (setas). D. Pormenor do caule. E. Pormenor dos nés, com
frutos sésseis. F. Botao floral (vista lateral), com trés bracteas. G. Fruto maduro,
com apenas uma semente (seta), e duas bracteas. H e |. Detalhe das bracteas,
duas e trés, respectivamente. Barras de escala = 0,5 mm (C), 1 mm (D — ), 25 mm
(A-B).
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Figura 14 (A — F). Aspectos da macromorfologia de Relbunium humile. A. Aspecto
geral dos ramos. B. Folha (face adaxial). C. Pormenor do caule. D. Flor, com
antopdédio (seta) e bracteas (asterisco). E. Fruto, com antopddio (seta) e bracteas
(asterisco). F. Detalhe do ramo, evidenciando frutos pedunculados. Barras de
escala=1mm (D -E),2mm (B-C, F), 25 mm (A).
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Figura 15 (A — E). Aspectos da macromorfologia de Relbunium mazocarpum. A.
Vista geral dos individuos. B. Detalhe do ramo, com frutos pedunculados. C. Folha
(face abaxial). D. Pormenor do caule. E. Fruto, com antopddio (seta) e bracteas

(asterisco). Barras de escala = 1 mm (C —E), 2mm (B), 25 mm (A).
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Figura 16 (A — K). Aspectos da macromorfologia de Borreria verticillata (A — F) e
Psychotria carthagenensis (G — K). A e G. Aspecto geral da planta. B. Folha (face
abaxial). C. Detalhe do caule. D e J. Flor (vista lateral). E e K. Frutos. F e H.
Inflorescéncia. I. Ramo com frutos em diversos estadios de desenvolvimento.
Barras de escala = 1 mm (D-E), 2 mm (B-C, F, J-K), 10 mm (A), 50 mm (H), 150
mm (G, I).
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l1l.2. Caracterizacao foliar das espécies:

[11.2.1. Género Galium

[11.2.1.1. Galium latoramosum

As folhas de G. latoramosum sédo de obovadas (Fig. 17B) a elipticas (Fig. 17A),
textura cartacea, apice agudo, base séssil, mas com leve constricdo na por¢cdo basal
(Fig. 1B).

As folhas (Fig. 1B) e estipulas s&o glabras em ambas as faces. A margem,
porém, possui tricomas unicelulares, retrorsos (Fig. 17F).

Os estdmatos, do tipo paracitico (Fig. 17G), estédo presentes na face abaxial da
folha, caracterizando-a como hipoestomatica. Porém, na regido apical da face adaxial,
ocorrem poros aquiferos (Fig. 17D), que caracterizam um hidatodio.

As células epidérmicas apresentam, em ambas as faces, suas paredes
anticlinais com contorno sinuoso (Fig. 17G), com excec¢édo das células localizadas mais
préximas as margens (Fig. 17F)e sobre a nervura central, que possuem contorno nao-
sinuoso.

Na porcdo apical da face abaxial foram observados idioblastos ou células
secretoras, em numero de 20 a 35 células (Fig. 17E), raramente dispersas no limbo.
Além destes, também s&o observados idioblastos cristaliferos com rafides, evidentes
sob microscopia de luz polarizada (Fig. 17B), situados paralelamente a nervura
mediana.

As folhas séo trinervadas, nas quais a nervura central € de ordem priméaria,
enquanto que as demais tém origem secundaria, e partem diretamente do anel
vascular do no caulinar (Fig. 17A).

A venacdao foliar (Fig. 17A) é pinada, tendendo a broquidédroma. A nervura
primaria apresenta aspecto robusto e curso retilineo. Observa-se no apice uma
proliferacéo de elementos xileméaticos, cujo padrao de deposicdo da parede secundaria
é helicoidal (Fig. 17C).

As nervuras secundarias partem da nervura primaria, e do anel vascular nodal, e
formam arcos proeminentes. As nervuras secundarias inicialmente tém curso
descendente e a partir do terco médio da lamina foliar, essa tendéncia se atenua.
Partindo dos lagos broquidédromos surgem nervuras terciarias, direcionadas para o

interior ou para a periferia das folhas, estas podem ou ndo formar lacos em direcéo a
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margem, estabelecendo uma nervura marginal incompleta (Fig. 17A). Nervuras
terciarias estdo presentes em pouca quantidade. Ha formacdo de aréolas com
terminacdes vasculares ramificadas.

N&o foram observadas nesta espécie distingcbes morfolégicas quanto ao padrao
de venacdo entre as folhas verdadeiras e as estipulas foliares. Esse padrdo nao é
apenas aplicado a espécie em questdo, mas também para todas as espécies descritas

a segquir.

[11.1.1.2. Galium uruguayense

Esta espécie possui folnas com forma oblongo-linear, de textura cartacea, apice
agudo, base séssil, mas com leve constricdo na porcdo basal (18A-B). A margem é
translicida, e sob microscopia de luz polarizada apresenta-se birrefringente (Fig. 18C).

Tanto as folhas como as estipulas mostram-se glabras (Fig. 2B), em ambas as
faces. Na margem ocorrem células papilosas (Fig. 18D, H).

Com relacdo a localizacdo dos estdmatos, do tipo paracitico (Fig. 18l), a folha é
hipoestomatica. Na face adaxial observam-se estdbmatos modificados ou poros
aquiferos (Fig. 18F), caracterizando o hidatodio.

A epiderme apresenta, em ambas as faces, células com paredes anticlinais de
contorno sinuoso (Fig. 18E-F). Sobre a nervura central e margens (Fig. 18H), na regido
ativamente birrefringente (Fig. 18C), as células ndo tém contorno sinuoso, mas sim
retilineo.

N&o foi observada a presenca de células secretoras nos individuos dessa
espécie, contudo os idioblastos com rafides foram detectados em toda a lamina foliar,
distribuidos paralelamente a nervura principal (Fig. 2B).

As folhas sé@o uninervadas, apresentam apenas uma nervura principal, que é de
primeira ordem (Fig. 18A).

O padrao de venacao foliar é pinado, tendendo a broquidédromo (Fig. 18A). A
nervura primaria tem aspecto macico e curso retilineo. No &pice percebe-se uma
profusdo de elementos xilematicos, que tém padrao de deposicdo da parede
secundaria do tipo helicoidal (Fig. 18D).

As nervuras secundarias, que partem diretamente na nervura primaria,
raramente formam arcos proeminentes, esses sao, ha maioria das vezes, incompletos

e descendentes. Nervuras terciarias podem surgir a partir das secundarias, em direcao
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a nervura principal ou a margem (Fig. 18A). Quando ha formacédo de arcos, pode-se

evidenciar a presenca de aréolas com terminagfes vasculares ou ndo.

[11.2.2. Género Relbunium

[11.2.2.1. Relbunium equisetoides

A espécie em questdo possui folhas ovadas a ovado-lanceoladas, (Fig. 19A),
com textura cartacea, apice agudo, e base séssil (Fig. 19C). A margem é translicida, e
sob microscopia de luz polarizada mostra-se birrefringente (Fig. 19B).

N&o foi registrada, em nenhuma das faces, a presenca de tricomas (Fig. 19C).
Porém, nas margens, foram encontrados tricomas unicelulares retrorsos, de dimensoées
inferiores a 100 mm de comprimento (Fig. 19F).

Ambas as faces possuem estdbmatos, caracterizando a folha como
anfiestoméatica (Fig. 19D-E). Estes séo do tipo paracitico (Fig. 19G). Observa-se na
regido apical da face adaxial uma maior concentracdo de poros aquiferos (Fig. 19D),
gue constituem parte do hidatédio.

As células epidérmicas apresentam, em ambas as faces, paredes anticlinais
com contorno sinuoso (Fig. 19D), entretanto, na regido marginal (Fig. 19F) e sobre a
nervura centra da lamina foliar as células tém contorno retilineo.

As células secretoras encontram-se na face abaxial das folhas. Estas, em
guantidade de 25 a 40, estdo reunidas no apice foliar (Fig. 19E). Nao foi observada,
nessa espécie, a presenca de idioblastos cristaliferos com réfides.

Ao observarmos as folhas, € possivel evidencia-las como univervadas (Fig.
19A).

Quanto a venacdao foliar (Fig. 19A, C), as folhas de R. equisetoides sédo pinadas,
com tendéncia broquidédroma. A nervura primaria apresenta-se robusta, com percurso
retilineo, tendendo a sinuoso no apice. Na regido apical ha uma proliferacdo de
elementos xilematicos, que tém padrdo de deposicdo da parede secundaria do tipo
helicoidal (Fig. 19C-D). As nervuras secundarias sdo descendentes e poucas vezes
formam arcos completos, os quais delimitam as aréolas simples. Nervuras terciarias
guando presentes sdo diminutas.

Em R. equisetoides observou-se uma distingcdo entre as folhas verdadeiras e as
estipulas foliares, sendo que as Ultimas apresentam dimensfes menores (Fig. 19B).
Além desta, outras diferencas ndo foram detectadas quanto a morfologia e padrao de

venacdo. Diferentemente das demais espécies analisadas, foram observadas,
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eventualmente, a presenca, de ndo apenas duas, mas de trés a quatro estipulas por né
(Fig. 19B).

[11.2.2.2. Relbunium richardianum

R. richardianum possui folhas de oblongas a oblongo-lineares (Fig. 4B), textura
cartacea, apice obtuso e base séssil (Fig. 20A), mas com leve constricdo na porcao
basal. A margem é levemente revoluta e translicida (Fig. 20B), mostrando-se
birrefringente, sob microscopia de luz polarizada.

As duas faces das folhas e estipulas s@o glabras (Fig. 4B). As margens
evidenciam pequenas papilas (Fig. 20C, F).

As folhas sdo anfiestométicas (Fig. 20D-E), e os estdmatos paraciticos (Fig.
20H). Na regido apical da face adaxial ha uma grande concentracéo de poros aquiferos
(20D), que caracterizam o hidatodio.

As paredes anticlinais das células epidérmicas apresentam, em ambas as faces,
contorno sinuoso (Fig. 20D), no entanto, as células sobre a nervura central e marginais
e tém contorno retilineo (Fig. 20F).

Foi observada a presenca de células secretoras, de 25 a 40, reunidas na regido
apical da face abaxial, sob microscopia de campo escuro (Fig. 20G). Além destas
também sdo observados idioblastos cristaliferos com rafides, situados paralelamente a
nervura mediana.

As folhas séo, visivelmente uninervadas, ou seja, possuem apenas uma nervura
evidente, que € de primeira ordem (Fig. 20A).

A venacao foliar € pinada, tendendo a broquidédroma (Fig. 20A). A nervura
primaria tem espessura macica, curso retilineo, e possui no apice uma significativa
proliferacdo de elementos xileméaticos (Fig. 20C), formada pelas nervuras primaria e
secundarias (Fig. 20A). Os elementos traqueais tém padréo de deposi¢do da parede
secundaria do tipo helicoidal (Fig. 20C).

As nervuras secundarias, que partem diretamente da nervura primaria, formam
arcos proeminentes e completos. As secundarias basais apresentam curso
descendente, e a partir do terco médio essa tendéncia é reduzida, e as nervuras
secundéarias se unem as supradjacentes. A partir de alguns lacos, principalmente na
regido apical da folha, destacam-se as nervuras tercidrias que formam ou néo lagos,
preferencialmente, em direcdo a margem (Fig. 20A). H4& formacdo de aréolas com

terminagdes vasculares ramificadas ou nao.

43



Andlises morfolégicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

[11.2.2.3. Relbunium gracillimum

As folhas de R. gracilimum sdo de obovadas a oblanceoladas (Fig. 5C), com
textura membranacea, apice mucronulado, base séssil, mas com leve constricdo na
porcao basal (Fig. 21A), e margem revoluta.

As folhas séo glabras (Fig. 5C), nas duas faces. A margem, porém, é levemente
ciliada, com tricomas unicelulares, retrorsos (Fig. 21F).

Os estbmatos do tipo paracitico estdo presentes na face abaxial da folha,
caracterizando-a como hipoestomatica (Fig. 21G). Na regido apical uma grande
concentracdo de poros aquiferos foi observada (Fig. 21D), confirmando a presenca do
hidatodio.

Em ambas as faces, as células epidérmicas apresentam contorno sinuoso das
paredes anticlinais (Fig. 21G), exceto as localizadas sobre as margens (Fig. 21F) e
nervura central, que tém contorno retilineo.

Células secretoras estdo reunidas no apice da face abaxial, com cerca de 15 a
25 células (Fig. 21C), e distribuidas no restante da lamina foliar, com 30 a 45 células.
Estas células, sob microscopia de campo escuro, mostram-se refringentes (Fig. 21E).
Além dos idioblastos secretores, sdo observados, sob microscopia de luz polarizada,
idioblastos cristaliferos com rafides, paralelamente dispostos em relacdo a nervura
mediana, além de areia cristalina (Fig. 21B).

Para esta espécie, foram observadas folhas uninervadas (Fig. 21A).

A venacéo foliar € pinada e broquidodroma (Fig. 21A). A nervura primaria tem
aspecto moderado, curso retilineo e sinuoso na regido apical. No apice é observada
proliferacdo dos elementos xilematicos (Fig. 21C), cujo padrédo de deposi¢céo da parede
secundaria € helicoidal (Fig. 21D). Ndo apenas a nervura primaria contribui para esse
acréscimo de elementos vasculares no apice da folhas, mas também as secundarias
(Fig. 21A).

As nervuras secundarias, que partem da nervura primaria, formam arcos
proeminentes, e sempre completos. Os arcos formados tém aspecto ascendente, por
meio dos quais unem-se as supradjacentes. Partindo dos lacos broquidédromos
surgem nervuras terciarias, direcionadas para a nervura primaria e para a periferia das
folhas, quase sempre com curso descendente, e raramente formam lagos completos.
Poucas vezes observam-se nervuras quaternarias e de quinta ordem, cuja trajetéria é
irregular (Fig. 21A). A formacado de aréolas com terminagfes vasculares ramificadas é
frequente.
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[11.2.2.4. Relbunium hypocarpium

A espécie em questao apresenta folhas com formato de oblongo (Fig. 6C),
ovado, predominando o eliptico, textura de membranacea a cartacea, apice
mucronulado, base séssil, mas com leve constricdo na porcdo basal (Fig. 22A), e
margem frequentemente revoluta.

A lamina foliar pode apresentar-se glabra ou pilosa. Quando pilosa (Fig. 22B), a
face abaxial possui tricomas, com comprimento maior que 300 nm, principalmente
sobre a nervura principal. Na face adaxial os tricomas séo esparsos, curtos (menores
gue 300 mm) e voltados para o apice da folha, ou eventualmente ausentes. As margens
séo ciliadas e apresentam papilas (Fig. 22F).

Apenas na face abaxial das folhas, o0os estdomatos estdo presentes,
caracterizando a folha como hipoestomatica, os quais se enquadram no tipo paracitico
(Fig. 22G). Além dos estdbmatos presentes na face abaxial, sdo observados poros
aquiferos ou estbmatos modificados na por¢cdo apical da face adaxial das folhas,
caracterizando o hidatodio.

As células epidérmicas apresentam, em ambas as faces, contorno sinuoso de
suas paredes anticlinais (Fig. 22G), exceta aquelas que estdo dispostas sobre a
nervura central e margens (Fig. 22F).

Nessa espécie as células secretoras estao reunidas no apice das folhas (Fig.
22E) e uniformemente distribuidas na lamina foliar (Fig. 22C), sdo respectivamente de
30 a 50, e 20 a 100 células. As rafides apresentam-se dispersas na lamina foliar e
dispostas paralelamente a nervura principal, destacando-se sob microscopia de luz
polarizada (Fig. 22C).

As folhas de R. hypocarpium sdo uninervadas, possuem somente uma nervura
evidente, que € de ordem primaria (Fig. 22A).

O padrédo de venacdo € pinado e broquidédromo. A nervura primaria tem
espessura moderada, curso retilineo, e sinuoso na por¢cao apical. Esta apresenta em
seu apice uma proliferacdo dos elementos xileméaticos, que possuem padrdo de
deposicao da parede secundaria helicoidal (Fig. 22D). As nervuras secundarias do
apice da folha também participam dessa profuséo (Fig. 22A).

As nervuras secundarias, que se originam da nervura primaria, formam arcos
completos e com disposicdo ascendente, por meio dos quais se unem as

supradjacentes. As nervuras terciarias partem desses lagcos em direcdo a nervura
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central ou as margens das folhas, nesse caso estabelecendo uma nervura marginal
incompleta. Esses arcos se encerram, mais freqientemente, na porcao apical da folha,
e nao na basal. S4o observadas nervuras de quarta e de quinta ordem, com percurso
irregular (Fig. 22A). Aréolas com terminacdes vasculares ramificadas sdo observadas

em grande quantidade na lamina foliar.

[11.2.2.5. Relbunium nigro-ramosum

Essa espécie possui folhas de oblongas (Fig. 7C) a ovado-lanceoladas,
predominando o tipo eliptico, textura cartacea, apice agudo (Fig. 23C), base séssil, mas
com leve constricdo na porcao basal (Fig. 23B), e margem levemente revoluta.

Em ambas as faces da lamina foliar, registrou-se a presenca de tricomas
esparsos (Fig. 23C). Os tricomas sao unicelulares, estdo voltados, preferencialmente,
para o apice foliar (Fig. 23C), e medem entre 300 a 600 um de comprimento. A
margem é levemente ciliada.

Situados na face abaxial, os estbmatos caracterizam a folha como
hipoestomatica, e, em vista frontal sdo do tipo paracitico. No entanto, sdo observadas
variacbes quanto as células subsidiarias, além das duas células normalmente
encontradas, mais uma pode ser adjacente as demais (Fig. 23H), caracterizando o
estbmato como do tipo paralelocitico. Além destes poros aquiferos foram observados
na face adaxial, indicando a presenca de hidatodio.

As paredes anticlinais das células epidérmicas, em ambas as faces da folha,
possuem contorno sinuoso (Fig. 23E), a excecao das localizadas sobre a nervura
central.

Células secretoras estdo reunidas no apice, de 5 a 10 células (Fig. 23F), e
distribuidas na lamina foliar, de 4 a 8 células (Fig. 23C). Estas células, sob microscopia
de campo escuro, mostram-se refringentes (Fig. 23G). Também se observam
idioblastos com réfides.

Percebe-se nessa espécie a presenca de folhas trinervadas, sendo a nervura
central de origem priméaria, e as duas laterais com origem secundaria, partindo
diretamente do anel vascular nodal (Fig. 23A).

Quanto ao padrédo de venacdo, as folhas sdo pinadas, com tendéncia a
broquidédromas (Fig. 23B). A nervura primaria, de aspecto moderado, tem curso

retilineo e, na regido apical, levemente sinuoso. No &pice, juntamente com as nervuras
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secundarias, ha uma proliferacdo dos elementos xileméaticos. Esses elementos do
xilema tém padréo de deposicdo da parede secundaria do tipo helicoidal (Fig. 23D).

As nervuras secundarias, nessa espécie, partem diretamente na nervura
primaria, e a partir do anel vascular. Ha formacéo de arcos proeminentes e raramente
incompletos no apice. As secundarias basais apresentam disposicdo ascendente, e a
partir do terco médio essa tendéncia é reduzida, unindo-se as supradjacentes.

A partir das nervuras secundarias surgem as nervuras terciarias, que se
direcionam para a nervura central ou para a periferia das folhas. Freqientemente
formam arcos em direcdo a margem, constituindo uma nervura marginal incompleta
(Fig. 23B).

[11.2.2.6. Relbunium humilioides

As folhas tém formato ovado (Fig. 8C) a eliptico-orbicular (Fig. 24A), com textura
membranacea, apice acuminado e base séssil, mas com leve constricdo na porcdo
basal (Fig. 24A).

Ambas as faces da lamina foliar sdo densamente pilosas (Fig. 24B), com
tricomas mais longos nas margens (Fig. 24F). Os tricomas sao unicelulares, e medem
entre 300 e 600um.

Os estbmatos sao paraciticos (Fig. 24G), e as folhas hipoestomaticas. Além dos
estbmatos paraciticos do tipo padrédo, também foram observados outros com mais uma
célula subsidiaria adjacente, caracterizando-os como do tipo paralelocitico (Fig. 24G).
Na face adaxial a presenca de poros aquiferos sugere a presenca de hidatodio.

A epiderme caracteriza-se por apresentar, em ambas as faces, células com
paredes anticlinais de contorno sinuoso (Fig. 24G), a excecéo das que se dispde sobre
a nervura central.

Na regido apical da face abaxial, estdo presentes células secretoras (Fig. 24D),
cerca de 5 a 12. Sob microscopia de luz polarizada, é possivel ainda, observar
idioblastos cristaliferos com réfides, que se mostram birrefringentes (Fig. 24C),
paralelamente dispostos em relacdo a nervura mediana.

As folhas desta espécie sdo uninervadas, ou seja, apenas uma nervura central &
visivel, sendo esta de primeira ordem (Fig. 24A).

A venacéo foliar (Fig. 24A) é pinada e broquidédroma. A nervura primaria tem

aspecto moderado e curso retilineo. Observa-se no éapice uma proliferacdo dos
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elementos xilematicos (Fig. 24E), que se originam da nervura primaria e também da
secundaria. Os elementos xilematicos tém deposicdo helicoidal da parede secundaria.
As nervuras secundarias procedem da primaria, formam arcos proeminentes e
completos, e tém disposicdo ascendente. As nervuras terciarias partem das
secundarias e formam ramos em direcdo a nervura central e a margem. Quando
direcionadas para as margens, as nervuras terciarias apresentam lacos completos,

constituindo a nervura marginal, raramente incompleta (Fig. 24A).

[11.2.2.7. Relbunium valantioides

Em R. valantioides as folhas sdo de ovadas a elipticas, com textura cartacea,
apice agudo, base séssil, mas com leve constricdo na porcao basal (Fig. 25A).

Tanto as folhas como as estipulas mostram-se pilosas em ambas as faces. Na
face adaxial longos tricomas simples e unicelulares, com comprimento superior a 600
UM, estdo esparsos pela lamina foliar, enquanto que na face abaxial estdo presentes
apenas sobre a nervura principal. A margem também possui longos tricomas (Fig. 25B,
E). Nas margens, além dos longos tricomas, podemos observar a presenca de papilas
(Fig. 25F).

A lamina foliar, por apresentar estbmatos apenas na face abaxial, é
hipoestomatica. Os estbmatos que ai ocorrem sdo do tipo paracitico (Fig. 25G), e
apresentam-se modificados em poros aquiferos quando reunidos no &pice da face
adaxial, caracterizando o hidatodio.

Em ambas as faces da folha, as células epidérmicas apresentam suas paredes
anticlinais com contorno sinuoso (Fig. 25G), com excecdo das células proximas as
margens e sobre a nervura central, que tém suas paredes retilineas.

Idioblastos secretores nédo foram observados nesta espécie. Ja os cristaliferos
com rafides encontram-se uniformemente distribuidos pela 1amina foliar, posicionados
quase sempre paralelamente a nervura principal, como observado através da
microscopia de luz polarizada (Fig. 25B).

As folhas séo trinervadas, nas quais a nervura central € de ordem priméaria e as
demais secundéarias, partindo do anel vascular nodal (Fig. 25A).

A venacdao foliar é do tipo pinada e broquidédroma (Fig. 25A). A nervura primaria
tem aspecto robusto e curso retilineo no terco médio e sinuoso na regiao apical. No

apice observa-se uma profuséo de elementos xilematicos, a partir da nervura primaria e
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das secundarias (Fig. 25C), que apresentam padrdo de deposicdo da parede
secundaria do tipo helicoidal (Fig. 25D).

As nervuras secundarias tém porte moderado, e originam-se da nervura primaria
e do anel vascular (Fig. 25A). A disposicdo dessas nervuras é ascendente, e formam
arcos completos. As nervuras terciarias, com curso principalmente descendente e
direcionam-se para a nervura central ou para a margem. Quando direcionadas para a
margem as nervuras terciarias constituem uma nervura marginal completa. S&o
observadas nervuras de quarta e de quinta ordem com trajetéria irregular. A presenca

de aréolas simples e com terminacdes vasculares ramificadas foi verificada.

[11.2.2.8. Relbunium hirtum

Em R. hirtum as folhas sdo de ovado-lanceoladas a elipticas, com textura
cartacea, apice agudo, base séssil, mas com leve constricdo na porcdo basal (Fig.
26A), e margem revoluta (Fig. 10B).

As duas faces das folhas mostram-se densamente pilosas. A margem é ciliada
(Fig. 26G). Os tricomas sdo unicelulares, hispidos, com comprimento superior a 600
pum, discretamente direcionados para o apice da folha (Fig. 26B).

O posicionamento dos estbmatos, do tipo paracitico (Fig. 26H), caracteriza a
folha como hipoestomatica. Na face adaxial, porém, observa-se uma concentracéo de
poros aquiferos no apice (Fig. 26D), indicando o hidatodio.

As células epidérmicas apresentam paredes anticlinais com contorno Sinuoso
(Fig. 26H), em ambas as faces. Porém as células epidérmicas que se dispde sobre a
nervura central ndo apresentam tal sinuosidade, sendo consideradas de paredes
retilineas.

Os idioblastos secretores concentram-se na regido apical das folhas (Fig. 26F),
mas também dispersos na lamina foliar, com cerca de 15 a 25, e de 20 a 40 células,
respectivamente. Os idioblastos com réafides estdo distribuidos pela lamina foliar,
dispostos, aproximadamente, em paralelo a nervura principal.

Apesar de ndo visiveis a olho nu, as folhas sao trinervadas, com uma nervura
central de ordem primaria, e as duas laterais secundarias partindo do anel vascular
nodal (Fig. 26A).

A venacdo foliar € do tipo pinada e broquidédroma (Fig. 26A). A nervura primaria
€ de aspecto robusto e curso levemente sinuoso. Na regido apical nota-se uma

proliferacéo de elementos xileméaticos, cujo padrao de deposicdo da parede secundaria
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é helicoidal (Fig. 26C). As nervuras secundarias séo originadas a partir da nervura
principal e do anel vascular nodal. As nervuras secundarias que parte da nervura
central tém disposicdo ascendente no terco médio da folhas, enquanto que na regiao
apical ha tendéncia a descendentes, por meio das quais se unem as supradjacentes.
Partindo dos lacos broquidédromos secundarios surgem as nervuras terciarias,
gue se dirigem para as por¢cao mediana da folha ou em direcdo a margem. Quando se
dirigem para a margem, as nervuras terciarias, formam lagos, freqientemente,
completos (Fig. 26A). As nervuras de quarta e de quinta ordem também foram
observadas, porém com trajetéria irregular. H4 formacdo de aréolas simples e com

terminagOes vasculares ramificadas ao longo da lamina foliar.

[11.2.2.9. Relbunium longipedunculatum

R. longipedunculatum possui folhas oblongas, ovado-lanceoladas a elipticas,
textura cartacea, apice agudo, e base séssil, mas com leve constricdo na porcao basal
(Fig. 27A-B), e margem revoluta.

As folhas sdo glabras na lamina (Fig. 27B), em ambas as faces. A margem,
porém, possui tricomas unicelulares e retrorsos, direcionados para a base da folha (Fig.
27G).

Os estdbmatos paraciticos (Fig. 27H) estédo localizados na face abaxial da folha
(Fig. 27G), caracterizando-a como hipoestomatica. Uma grande concentracéo de poros
aquiferos esta presente no apice da face adaxial (Fig. 27D), na regiao do hidatddio.

Em ambas as faces, as células epidérmicas apresentam contorno sinuoso de
suas paredes anticlinais (Fig. 27D), com excec¢do das que estdo nas margens, no apice
da face abaxial (Fig. 27E), e sobre a nervura central. As paredes periclinais externas
demonstram estrias cuticulares que acompanham as ondulagcbes das paredes
anticlinais (Fig. 27H).

Células secretoras (Fig. 27F) estdo reunidas na face abaxial das folhas,
principalmente na metade superior, com cerca de 15 a 30 células (Fig. 27B). Também
foram observados, eventualmente, idioblastos cristaliferos com rafides, paralelamente
dispostos em relagdo a nervura mediana.

Pela presenca de apenas uma nervura evidente, as folhas desta espécie séo
uninervadas (Fig. 27A-B).

A venacéo foliar é pinada, com tendéncia a broquidédroma (Fig. 27A). A nervura

primaria tem espessura robusta e curso retilineo. Na porcdo distal da regido apical
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observa-se uma discreta profusao de elementos xilematicos, cujo padrao de deposi¢ao
da parede secundaria é helicoidal (Fig. 27C).

As nervuras secundarias partem da nervura primaria e formam arcos completos.
As nervuras secundarias basais tém curso ascendente, por meio dos quais se unem as
supradjacentes, proximo ao 4apice, essa tendéncia se atenua. Dos lacos
broquidédromos partem ramificacdes que dao origem as nervuras terciarias. Essas,
raramente se projetam em dire¢édo ao centro da folha, tém percurso descendente e ndo
formam arcos completos (Fig. 27A-B). Aréolas simples, e com termina¢des vasculares

raramente ramificadas sao formadas.

[11.2.2.10. Relbunium megapotamicum

As folhas sao de oblongas a ovadas (Fig. 12C), com textura cartacea, apice
agudo, base séssil, mas com leve constricdo na porgdo basal (Fig. 28A), e margens
revolutas.

N&o foi registrada, em nenhuma das duas faces, a presenca de tricomas.
Porém, nas margens das folhas e estipulas, observam-se tricomas unicelulares, com
dimensdes entre 300 a 600 mm de comprimento, e células papilosas (Fig. 28H).

Situados na face abaxial da folha, os estdomatos caracterizam-na como
hipoestomatica. S&o, na maioria das vezes, paraciticos ou paralelociticos (Fig. 28lI).

Observa-se na regido apical da face adaxial da folha, uma protrusédo do apice.
Esta se assemelha a um canal constituido por células epidérmicas, apresentando um
poro aquifero em sua extremidade (Fig. 28C-D), integrando parte do hidatodio.

Em ambas as faces, as células epidérmicas apresentam paredes anticlinais com
contorno levemente sinuoso (Fig. 28l), exceto aqueles que localizam-se sobre a
nervura central.

Sao percebidas na face abaxial células secretoras restritas a regido apical da
lamina foliar, com cerca de 10 a 20 (Fig. 28F). Estas células mostram-se refringentes,
guando observadas sob microscopia de campo escuro (Fig. 28G). A presenca de
idioblastos com réafides também foi percebida, apos visualizacdo em microscopia de luz
polarizada (Fig. 28B).

Em R. megapotamicum as folhas séo trinervadas, a nervura central é de ordem
primaria, enquanto as outras duas tém origem secundaria, e partem diretamente do

anel vascular nodal (Fig. 28A).
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O padrao de venacéo é pinado, tendendo a broquidédromo (Fig. 28A). A nervura
priméria, de tamanho robusto, tem curso levemente sinuoso na porcédo apical. No apice
observa-se uma proliferacdo de elementos xilematicos com origem das nervuras
priméria e secundarias (Fig. 28E). Os elementos traqueais tém padrao de deposicao da
parede secundaria do tipo helicoidal (Fig. 28E).

As nervuras secundarias originam-se a partir de ramificagcbes da nervura
primaria ou do anel nodal. Na regido basal da lamina foliar formam arcos proeminentes
de curso inicialmente ascendente, e proximo ao apice essa tendéncia se atenua. A
partir dos arcos formados pelas nervuras secundarias, surgem as nervuras terciarias,
gue se dirigem para a por¢cdao mediana e marginal da folha. Essas formam lagos
completos em direcdo a margem. Nervuras de quarta e de quinta ordem, com percurso
irregular também s&o observadas. Foram observadas aréolas com terminacdes

vasculares ramificadas e, raramente simples.

[11.2.2.11. Relbunium ostenianum

Essa espécie possui folnas de oblongas (Fig. 29B) a ovadas (Fig. 13C), com
textura cartacea, apice agudo, base séssil, mas com leve constricdo na por¢cdo basal
(Fig. 29B), e margem revoluta.

As folhas, em ambas as faces, sdo densamente pilosas (Fig. 29B), e a margem
possui tricomas (Fig. 29D). Os tricomas sao unicelulares, e com comprimento de até
300 um, direcionados, em sua maioria, para o apice da folha (Fig. 29B).

Com relacdo a localizacdo, os estdmatos paraciticos encontram-se apenas na
face abaxial da folha — folha hipoestoméatica (Fig. 29E). Diferentemente do observado
até o momento para as demais espécies, essa € a Unica que ndo apresenta, na face
adaxial (Fig. 29G), uma concentracdo de poros aquiferos no apice da folha, mas
apenas um ou dois localizados exatamente no é&pice (Fig. 29H), que indicam a
presenca de hidatédio.

As células epidérmicas apresentam contorno levemente sinuoso de suas
paredes anticlinais (Fig. 29G-H). A parede periclinal externa evidencia longas estrias
cuticulares (Fig. 29E).

Na regido apical, da face abaxial, sdo encontradas células secretoras (Fig. 29C),
de 8 a 15. E paralelamente a nervura principal, sdo encontrados idioblastos com réfides
(Fig. 13C).
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As folhas s&do uninervadas, ou seja, possuem apenas uma nervura central
evidente, que € de ordem primaria (Fig. 29A).

A venacdao foliar € pinada, tendendo a broquidédroma (Fig. 29A-B). A nervura
primaria, de tamanho moderado, tem curso retilineo, tendendo a sinuoso. Em seu apice
h& uma discreta proliferacdo dos elementos xilematicos, cujo padrao de deposicdo da
parede secundaria é helicoidal (Fig. 29F).

As nervuras secundarias partem da nervura primaria formando arcos completos.
Na regido basal da lamina foliar, as nervuras secundérias tém curso descendente, em
seguida tornam-se ascendentes, unindo-se as supradjacentes. As nervuras terciarias
partem dos lagos broquidédromos, formando lacos em direcdo a margem,
estabelecendo uma nervura marginal, na maioria das vezes, completa (Fig. 29A).

Aréolas com terminag@es vasculares ndo-ramificadas estéo presentes.

[11.2.2.12. Relbunium humile

As folhas sdo de formato ovado a ovado-lanceolado, textura membranacea,
apice agudo, base séssil, mas com leve constricdo na porcado basal (Fig. 30A).

A lamina foliar € pilosa, em ambas as faces, com tricomas unicelulares, medindo
300 a 600 um de comprimento (Fig. 30B). Na face abaxial os tricomas estdo apenas
sobre a nervura central, e na face adaxial encontram-se dispersos na lamina. A
margem é ciliada e os tricomas estdo, em sua maioria, voltados para o apice da folha
(Fig. 30B-C). As células da margem podem apresentar pequenas e eventuais papilas
(Fig. 30E).

Em vista frontal os estdbmatos sdo do tipo paracitico (Fig. 30G) e a folha é
hipoestomatica. Na porcao apical da face adaxial das folhas e estipulas séo
observados poros aquiferos (Fig. 30D), que caracterizam o hidatddio.

A epiderme apresenta células com paredes anticlinais de contorno sinuoso (Fig.
30F-G).

As células secretoras estdo reunidas no apice, de 8 a 15 células (Fig. 30F). Ja
os idioblastos com rafides séo presentes apenas no terco inferior da folha (Fig. 14B).

Apenas uma nervura central evidente, que € de ordem primaria, caracteriza as
folhas como uninervadas (Fig. 30A).

Quanto a venacéo foliar, as folhas de R. humile s@o pinadas e broquidédromas

(Fig. 30A). A nervura priméria, de tamanho moderado, tem curso retilineo (Fig. 30A), e
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apresenta em seu apice uma proliferacdo de elementos xilematicos, cujo padrdo de
deposicdo do espessamento secundario é helicoidal (Fig. 30C).

As nervuras secundarias formam tém curso principalmente ascendente, por
meio das quais se unem as supradjacentes. Partindo dos lacos broquidédromos, as
nervuras terciarias se dirigem para a regido central ou marginal das folhas, tém
percurso descendente, e nunca formam lacos (Fig. 30A). Foi observada a presenca de

aréolas simples e com terminacdes vasculares ramificadas na lamina foliar.

[11.2.2.13. Relbunium mazocarpum

R. mazocarpum apresenta folhas de ovado-lanceoladas a elipticas (Fig. 15C),
com textura membranacea, apice acuminado, base séssil, mas com leve constricdo na
porcao basal (Fig. 31B).

Os tricomas séo unicelulares e raros em ambas as faces da lamina foliar (Fig.
31B). A margem, porém, possui papilas (Fig. 31E).

A folha é hipoestomatica e os estbmatos sdo paraciticos (Fig. 31H). Poros
aquiferos estao presentes no apice da face adaxial (Fig. 31G), integrando o hidatodio.

As células epidérmicas apresentam, em ambas as faces, contorno sinuoso de
suas paredes anticlinais (Fig. 31H). As paredes periclinais externas possuem estrias
cuticulares (Fig. 31l).

Ndo foi observada a presenca dos idioblastos secretores, porém muitos
idioblastos com réfides estdo presentes (Fig. 31F), como observado através da
microscopia de luz polarizada (Fig. 31C). Estes estdo paralelamente dispostos em
relacdo a nervura mediana (Fig. 31B).

As folhas apresentam-se uninervadas, ou seja, com apenas uma nervura central
evidente (Fig. 31A).

A venacao foliar é do tipo pinada, tendendo a broquidédroma (Fig. 31A). A
nervura priméria, de tamanho moderado, tem curso retilineo. No apice ha uma leve
proliferacéo de elementos xileméaticos, cujo padrao de deposicdo da parede secundaria
€ do tipo helicoidal (Fig. 31D). As nervuras secundarias sao pouco frequentes. Essas
se originam da nervura primaria, e podem formar arcos. Poucas nervuras terciarias

foram observadas, e estas se direcionam para a margem foliar.
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Tabela 03. Caracteristicas morfolégicas das folhas, de espécies de Galium e de Relbunium.

- ~ . N Células
Forma Textura Apice Base Margem Nervagéao Posig&o estOmato
P 9 & & secretoras
apice,
G. latoramosum obovada, eliptica cartacea agudo séssil | --ee- trinervadas hipoestomatica raramente
l&mina foliar
G. uruguayense oblongo-linear cartacea agudo séssil translicida uninervadas hipoestomatica ausentes
. : ovada, . - . . : " L
R. equisetoides cartacea agudo séssil transllicida uninervadas anfiestomética apice
ovado-lanceolada
: : oblonga, . . - . . L. .
R. richardianum . cartacea obtuso séssil transllicida uninervadas anfiestomética apice
oblongo-linear
- obovada . o . . - apice e
R. gracillimum ' membranacea | mucronulado | séssil revoluta uninervadas hipoestomatica A .
9 oblanceolada P l&mina foliar
. oblonga membranacea o x . . - apice e
R. h rpium . mucronul il | revol n ninerv. hipoestomatica A ;
ypocarpiu ovada e eliptica a cartacea ucronulado | séss evoluta ou ndo uninervadas p lamina foliar
. oblonga . o . . - apice e
R. nigro-ramosum ' cartacea agudo séssil revoluta trinervadas hipoestomatica A .
9 ovado-lanceolada 9 P l&mina foliar
R. humilioides eliptico-orbicular | membranacea| acuminado séssil | ---e-- uninervadas hipoestomatica apice
R. valantioides ovada, eliptica cartacea agudo séssil | ---e-- trinervadas hipoestomatica ausentes
. ovado-lanceolada . - . . - apice e
R. hirtum o ' cartacea agudo séssil revoluta trinervadas hipoestomatica A .
eliptica 9 P l&mina foliar
. oblonga, ovado- . I . . L. L
R. longipedunculatum 9 P cartacea agudo séssil revoluta uninervadas hipoestomatica apice
lanceolada, eliptica
R. megapotamicum oblonga, ovada cartacea agudo séssil revoluta trinervadas hipoestomatica apice
R. ostenianum oblonga, ovada cartacea agudo séssil revoluta uninervadas hipoestomatica apice
. ovada, . P . . " -
R. humile membranacea agudo séssil | - uninervadas hipoestomatica apice
ovado-lanceolada
ovado-lanceolada, . . . . L.
R. mazocarpum membranacea agudo séssil | - uninervadas hipoestomatica ausentes

eliptica
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Tabela 04. Caracteristicas morfolégicas das folhas, de espécies de Galium e de Relbunium, enfatizando pilosidade e hidatodio.

Tricomas, face adaxial Tricomas, face abaxial Margem Hidatodio

G. latoramosum ausentes ausentes tricomas retrorsos apenas nervura primaria

G. uruguayense ausentes ausentes papilas apenas nervura primaria

R. equisetoides ausentes ausentes tricomas retrorsos apenas nervura primaria

R. richardianum ausentes ausentes papilas nervura primaria e secundéria

R. gracillimum ausentes ausentes tricomas retrorsos nervura primaria e secundaria

_ glabra ou pilosa, esparsos, glabra ou pilosa, sobre nervura . _ o o

R. hypocarpium o o o ciliada, papilas nervura primaria e secundaria
voltados para o apice principal, voltados para o apice

R. nigro-ramosum esparsos, voltados para apice | esparsos, voltados para o apice ciliada nervura primaria e secundéria

R. humilioides densamente pilosa densamente pilosa ciliada nervura primaria e secundéria

. pilosa, longos, pilosa, longos, . o o
R. valantioides . o o ciliada nervuraprimaria e secundaria
dispersos na lamina sobre a nervura principal
_ densamente pilosas, longos, densamente pilosas, longos, . o

R. hirtum o o o ciliada apenas nervura primaria
voltados para o apice direcionados para o 4pice

R. longipedunculatum ausentes ausentes tricomas retrorsos apenas nervura primaria

R. megapotamicum raros, curtos raros, curtos ciliada, papilas nervura primaria e secundaria

R. ostenianum densamente pilosas, curtos densamente pilosas, curtos ciliada apenas nervura primaria

_ _ _ , _ o ciliada, tricomas para o o
R. humile pilosa, dispersos no limbo pilosa, nervura central, médios o _ apenas nervura primaria
apice, papilas
R. mazocarpum raros raros ciliada, papilas apenas nervura primaria
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Tabela 05. Venacéo foliar das folhas, de espécies de Galium e de Relbunium.

~ L - o Nervura Nervura Nervura
Padréao Nervura primaria Nervura secundaria Nervura terciaria L . .
guaternaria | quinta ordem | marginal
I - arcos completos, base arcos completos ou .
. r i rom r , retilin L. ' . nte | = ---- incompl
G. latoramosum broquidédromo obusta, retilinea descendente, apice ascendente incompletos ausente completa
. . - arcos incompletos .
. roquidodrom macico, retilin ’ r incompl nte | = - n
G. uruguayense broquidédromo acigo, retilinea descendentes arcos incompletos ausente ausente
. . I robusta, retilinea arcos incompletos .
. roquidodrom . ' P ’ r incompl nte | = -
R. equisetoides broquidédromo sinuosa no apice descendentes arcos incompletos ausente ausente
. . . . - arcos completos, base .
. roquidodrom macico, retilin . ' r incompl nte | = - n
R. richardianum broquidédromo acico, retilineo descendente, apice ascendente arcos incompletos ausente ausente
- - moderada, retilinea arcos incompletos trajetdria .
. roquidodrom . PSS I mpl nden ' : r n
R. gracillimum broquidédromo sinuosa no Apice arcos completos, ascendentes descendentes irregular presente incompleta
. - moderada, retilinea arcos incompletos trajetdria .
. roquidodrom . RPN I mpl nden ' : r n
R. hypocarpium broquidédromo sinuosa no pice arcos completos, ascendentes descendentes iregular presente incompleta
. - moderada, retilinea arcos completos, base arcos completos ou .
. - roquidodrom . PSS L ' . nte | = - incompl
R. nigro-ramosum broquidodromo sinuosa no apice | ascendente, apice descendente incompletos ausente completa
o s o r mpl
R. humilioides broquidédromo | moderada, retilinea | arcos completos, ascendente a C?rici)omppl)eettooss ou ausente | = - completa
. I robusta, retilinea arcos completos ou trajetoria
. roquidodrom . ' P I mpl nden : : r n
R. valantioides broquidédromo sinuosa no apice arcos completos, ascendentes incompletos iregular presente completa
. I robusta, levemente arcos completos, base arcos incompletos trajetoria .
. roquidodrom . L ' ' . r n incompl
R. hirtum broquidodromo sinuosa descendente, apice ascendente | raramente completos irregular presente completa
arcos completos, base arcos incompletos
R. longipedunculatum | broquidédromo | robusta, retilinea ascendentes, apice b ’ ausente | = ----- incompleta
descendente
descendente
- arcos completos, base C
. I robusta, retilinea, L arcos completos ou trajetoria .
. roquidédrom X g nden i . ; resen
R. megapotamicum broquidédromo sinuosa no apice ascendentes e apice incompletos iregular presente incompleta
descendentes
. s moderada, retilinea arcos completos, base
. roquidodrom . PN . ' r mpl nte | = -
R. ostenianum broquidodromo sinuosa no apice | descendente, apice ascendente arcos completos ausente completa
. s e r incompl
R. humile broquidédromo | moderada, retilinea | arcos completos, ascendentes arcos incompletos, ausente | = - ausente
descendentes
s e r mpl incompl r incompl
R. mazocarpum broquidédromo | moderada, retilinea arcos completos & incompletos, | - arcos incompletos, ausente | = ----- ausente
descendentes ascendentes
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l11.2.3. Caracteristicas micromorfolégicas comuns as espécies:

[11.2.3.1. Vasculariza¢ao nodal

O padrdo de venacdo das folhas e das estipulas ndo apresenta diferencas
significativas. Entretanto ocorrem variacdes quanto a origem das nervuras primarias e
secundarias. Tais variaces sdo percebidas quando comparamos folhas e estipulas de
espécies que apresentam apenas uma nervura principal com outras que possuem trés.

Nas folhas que apresentam apenas uma nervura principal, como em G.
uruguayense (Fig. 18B), R. equisetoides (Fig. 19C), R. richardianum (Fig. 20A), R.
gracillimum (Fig. 21A), R. hypocarpium (Fig. 22A), R. humilioides (Fig. 24A), R.
longipedunculatum (Fig. 27B), R. ostenianum (Fig. 29A), R. humile (Fig. 30A) e R.
mazocarpum (Fig. 31B), o trago vascular nodal d& origem a trés ramos vasculares, um
central e dois laterais. O mediano se estabelece como nervura priméaria da folha (F), e
os dois laterais (F1 e F2), ainda em nivel nodal, dirigem-se respectivamente um para
cada estipula, e vdo se encontrar com o outro ramo lateral da outra folha (F3 e F4,
respectivamente), constituindo a nervura principal da estipula (Fig. 18G).

Com relacao as folhas que possuem trés nervuras principais, o modelo descrito
€ um pouco mais complexo. Nesses casos, como em G. latoramosum (Fig. 17A), R.
nigro-ramosum (Fig. 23B), R. valantioides (Fig. 25A), R. hirtum (Fig. 26A) e R.
megapotamicum (Fig. 28A), o traco nodal (T) também se divide em trés ramos
vasculares, sendo que o mediano estabelece-se como a nervura primaria da folha (F).
Os ramos laterais (F1 e F2), emitem ramificacdes, Fla e F2a, respectivamente, cada
ramificacdo constituird uma das duas nervuras secundarias laterais da folha. Antes de
fazer parte da nervura central da estipula (F1 e F3, F2 e F4), F1 emite mais uma
ramificacao (F1b), que ira constituir uma das nervuras secundarias laterais da mesma.
Esse processo se repete no que diz respeito ao ramo lateral F2 e ao traco vascular
nodal da folha e estipula opostas (Fig. 23A).

Essa estrutura vascular que conecta as folhas e estipulas € aqui denominada de

anel vascular nodal, para os dois modelos descritos.
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[11.2.3.2.Hidatddios

Em todas as espécies de Galium e de Relbunium descritas neste trabalho, foi
observada a proliferacdo de elementos xilematicos na porcao distal do apice foliar. Na
face adaxial dessa regido percebeu-se uma grande concentracdo de estbmatos
modificados. Essa profuséo de elementos do xilema, dispostos em pincel, tem origem a
partir da nervura primaria das folhas e das estipulas, e, em algumas espécies, a
nervura secundaria participa juntamente com a primaria, como em R. richardianum
(Fig. 20A, C), R. gracillimum (Fig. 21A, C-D), R. hypocarpium (Fig. 22D), R. nigro-
ramosum (Fig. 23B, D), R. humilioides (Fig. 24A, E), R. valantioides (Fig. 25A, C-D) e
R. megapotamicum (Fig. 28A, E).

Esse conjunto de elementos xilematicos constitui a por¢cao vascular do hidatodio.
Os elementos traqueais, que apresentam padrdo de deposicdo da parede secundaria
do tipo helicoidal, estdo relacionados a estdmatos modificados, nao-funcionais,
denominados poros aquiferos, presentes na face adaxial da lamina foliar (Fig. 17D;
18F; 19D; 20D; 21D; 23E; 24E; 26D; 27D; 30D; 31G). Todas as espécies descritas
compartilham dessas caracteristicas, com excec¢do de R. ostenianum, que apresenta
um ou dois estdmatos no apice foliar (Fig. 29H); e de R. megapotamicum que €&
desprovida de poros aquiferos. Nesta espécie ha formacao de um canal, terminado por
um estdomato modificado (Fig. 28C-D), como ja descrito anteriormente.

[11.2.3.3. Células Secretoras

Os idioblastos ou células secretoras foram observados nas espécies dos
géneros Galium e Relbunium, a excecdo de R. valantioides, R. ostenianum e R.
mazocarpum. Essas células estdo localizadas na epiderme da face abaxial das folhas e
estipulas, comumente reunidas no apice ou dispersas irregularmente na lamina foliar,
solitarias ou em grupos.

Ao observar a folha ou estipula, em corte transversal, percebe-se que as células
secretoras tém maiores dimensdes se comparadas as demais células epidérmicas (Fig.
33C-D, I, K), e em vista frontal, além das dimensdes, elas se destacam por nao
apresentarem sinuosidades das suas paredes anticlinais, tendo formato
aproximadamente retangular. Em R. gracillimum essas células, que se projetam para o
interior do mesofilo, ocupam toda a espessura do parénquima esponjoso (Fig. 33I).

Nas espécies descritas foram realizados testes histoquimicos (Sudan IIl) que

confirmam a presenca de substancias lipidicas nessas células.
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I11.2.4. Caracteristicas micromorfologicas particulares a determinadas espécies:

As folhas e estipulas de G. uruguayense, R. equisetoides e R. richardianum
apresentaram particularidades com relacdo a estrutura das suas margens. Estas
quando observadas a olho nu, ou mesmo com auxilio de um microscopio
estereoscopico, mostram-se translicidas, e ao microscopio de luz polarizada,
birrefringentes.

Observou-se nas margens a presenca de colénquima do tipo anelar (Fig. 33B,
D). G. uruguayense (Fig. 33A) e R. richardianum (Fig. 33G) além de apresentarem
colénquima nas margens, também o possuem na por¢ao abaxial da nervura central. A
guantidade de colénquima nas margens estd diretamente proporcional a idade da
folhas. Nas folhas jovens (Fig. 33 E-F) as células colenquimaticas ndo estao
completamente diferenciadas com relacdo ao depoésito da parede primaria, enquanto
gue nas folhas completamente expandidas percebe-se a grande de quantidade de
células com depodsito de parede do tipo anelar j4 formado (Fig. 33A-D). Em G.
uruguayense e R. richardianum, tais células formam cerca de até seis ou sete
camadas. A margem das folhas e estipulas dessas duas espécies tem aspecto
arredondado, em secao transversal, enquanto que em R. equisetoides (Fig. 33C- D) o
formato é proximo ao triangular, com poucas camadas de células.

Testes histoquimicos confirmaram a presenca de celulose e de pectinas, e a
auséncia de calose, nas células colenquimaticas.

Em termos de comparacgéo, foram realizadas observacoes, a partir de secdes
transversais das folhas de R. gracilimum (Fig. 33I-K), ja que esta ndo apresenta
colénquima em suas margens. Além disso, esta espécie nunca foi analisada em
detalhe por nenhum trabalho anterior.

Em G. uruguayense observamos distingbes entre as dimensbes das células
epidérmicas, nas duas faces. As células da face adaxial tém maiores dimensdes
guando comparadas as da face abaxial (Fig. 33G). Essas células possuem dimensées
irregulares em sua largura, resultado das paredes anticlinais sinuosas (Fig. 33G). O
mesofilo é dorsiventral. O parénquima palicadico é uniestratificado, e entre suas
células, espacos intercelulares aumentam gradativamente em dire¢cdo ao parénquima
esponjoso. Na regido marginal da lamina foliar, ja descrita com relacdo ao tecido
colenquimatoso, suas células atingem a face abaxial da epiderme. O parénquima
esponjoso € constituido por células de formato irregular (Fig. 33G), e entre elas
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grandes espacos intercelulares sdo observados. Idioblastos cristaliferos com rafides
estdo presentes entre os dois tipos de parénquima. A nervura central, que € evidente
na face abaxial, na porcdo mediana da folha apresenta tecido mecanico
colenquimatoso, com padrdo de espessamento do tipo anelar. Na face adaxial este
tecido ndo se desenvolve. O feixe da nervura primaria € do tipo colateral fechado, com
bainha perivascular isenta de cloroplastidios.

As folhas de R. equisetoides ndo apresentam diferencas significativas com
relacdo a altura de suas células epidérmicas, porém ha variacfes referentes a largura,
devido as paredes anticlinais de tais células apresentarem contorno sinuoso (Fig. 33C).
As células secretoras, ja descritas, estdo presentes na face abaxial. O mesofilo é
dorsiventral, porém algumas células do parénquima esponjoso apresentam-se
semelhantes, com relacdo a forma, as do parénquima palicadico. O parénquima
palicadico € uniestratificado. Nas margens colenquimatosas das folhas, também ja
descritas, as células palicadicas atingem a face abaxial e contornam essa regido até
préoximo das nervuras secundarias marginais. O parénquima esponjoso é constituido
por células isodiamétricas, e entre elas existem muitos espacos intercelulares. Os
idioblastos portadores de rafides estdo localizados entre o parénquima palicadico e o
esponjoso. O sistema vascular da nervura central ndo se mostra proeminente, ou seja,
nao é evidente na face abaxial da folha (Fig. 33C). A nervura primaria € semelhante ao
descrito para G. uruguayense, porém com cloroplastidios.

Nas folhas de R. richardianum as células epidérmicas das duas faces sédo
distintas com relacdo ao tamanho, principalmente quanto as dimensdes de largura. As
células da face adaxial tém maiores dimensfes do que as da face abaxial (33E). As
células secretoras, idioblastos da epiderme foliar, foram descritas no item anterior. O
mesofilo é dorsiventral, com parénquima palicadico, uni- ou biestratificado, com células
alongadas e espacos intercelulares reduzidos. Na regido da margem foliar com
presenca de colénquima, anteriormente descrita, as células do parénquima palicadico
atingem a face abaxial da folha. As células do parénquima esponjoso sao
isodiamétricas, ndo emitem projecdes, e entre elas ha muitos espacos intercelulares,
poréem de dimensfes reduzidas. Os idioblastos cristaliferos com réafides estao
localizados entre o parénquima palicadico e o esponjoso. A nervura central é evidente
na por¢cdo mediana da face abaxial da folha. O feixe da nervura priméaria é do tipo
colateral fechado, e a bainha perivascular apresenta poucos cloroplastidios (Fig. 33E).

Em R. gracilimum as células epidérmicas de ambas as faces sdo distintas com

relacdo as suas dimensdes. As células da face adaxial sdo maiores em altura e em
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largura quando comparadas as da face abaxial. As maiores variagdes sdo encontradas
com relacdo a largura, como resultado das paredes anticlinais sinuosas (Fig. 33l). O
mesofilo € dorsiventral. O parénquima palicadico € uniestratificado, e os espacos
intercelulares que existem entre suas células séo frequentes. As células do parénquima
palicadico atingem o bordo das folhas (Fig. 33J). O parénquima esponjoso esta
formado por células que emitem projecdes. Na zona de contato entre os dois tipos de
parénquima, encontram-se os idioblastos com rafides (Fig. 33I, K). A nervura central,
evidente na face abaxial, ndo apresenta colénquima. O feixe da nervura primaria € do

tipo colateral fechado, e a bainha perivascular possui poucos de cloroplastidios.

Na tabela a seguir (Tabela 06) foram destacadas as principais caracteristicas

anatémicas que diferenciam os tdxons descritos.
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Tabela 06. Comparacéo das caracteristicas anatdbmicas das folhas.

G. uruguayense

R. equisetoides

R. richardianum

R. gracillimum

células face adaxial com

dimensodes das células

células face adaxial com

células face adaxial com

Epiderme maiores dimensdes (altura) | epidérmicas das duas faces | maiores dimensdes (altura) maiores dimensoes (altura)
gue as da face abaxial da folha sédo semelhantes gue as da face abaxial gue as da face abaxial
Parénquima uniestratificado uniestratificado uni- ou biestratificado Uniestratificado
S grandes espagos grandes espagos poucos espacos OUCOS esbacos intercelulares
palicadico intercelulares intercelulares intercelulares P pac
Parénquima grandes espagos grandes espagos pequenos espacos grandes espagos
€sponjoso intercelulares intercelulares intercelulares intercelulares
Id_|obl§13tos rafides rafides rafides rafides e areia cristalina
cristaliferos
evidente nao evidente evidente evidente
Nervura central colaterfall _ colaterf;ll _ colaterf;ll _ o colater:'all _
presenca de colénquima da | presenca de colénquima da | presenca de colénquima da auséncia de colénquima da
face abaxial face abaxial face abaxial face abaxial
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[11.2.5. llustracoes
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Figura 17 (A — G). Aspectos da micromorfologia das folhas de Galium latoramosum.
A. Representacdo esquematica da venacao foliar, nervura primaria (F) e nervuras
secundarias (F’) partindo do anel vascular. B. Vista geral da folha, sob microscopia
de luz polarizada, com idioblastos com rafides (setas). C. Detalhe do &pice,
destacando a profusdo dos elementos vasculares do xilema. D. Poros aquiferos
(indicados por setas), no é&pice da face adaxial. E. Folha (face abaxial),
evidenciando as células secretoras (setas). F. Detalhe da margem foliar, com
tricomas retrorsos. G. Folha (face abaxial), células epidérmicas com paredes
anticlinais de contorno sinuoso, e estdématos (setas). Barras de escala = 50 rm (F —
G), 100 mm (C — E), 25 mm (A - B).
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Figura 18 (A — I). Aspectos da micromorfologia das folhas de Galium uruguayense.
A. Representacdo esquematica da venacao foliar (nervura primaria — F), margens
translicidas indicadas por setas. B. Aspecto geral da folha. C. Folha sob
microscopia de luz polarizada, com margens de tecido colenquimético em
evidéncia. D. Apice foliar demonstrando a profuséo dos elementos vasculares do
xilema. E. Apice (face abaxial), com estématos indicados por setas. F. Apice (face
adaxial), evidenciando os poros aquiferos. G. Detalhe da vascularizacdo do nodal,
destacando a nervura primaria (F), os ramos vasculares laterais (F1 e F2; F3 e F4)
e a nervura das estipulas (F1 F3; F2 F4). H. Pormenor da margem foliar, com
papilas indicadas por setas. |I. Pormenor da epiderme, em vista frontal,
evidenciando os estdmatos. Barras de escala =50 mm (H — 1), 100 nm (D — G), 25
mm (A - C).
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Figura 19 (A — G). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
equisetoides. A. Representacdo esquematica da venacao foliar (nervura primaria -
F). B. Aspecto geral das folhas e estipulas (asterisco), sob microscopia de luz
polarizada, evidenciando as margens de tecido colenquimatico (setas). C. Folha,
hidatédio na regido apical. D. Apice foliar com profusdo dos elementos vasculares
do xilema, evidenciando poros aquiferos (setas). E. Regido apical foliar, com células
secretoras (setas) e estdmatos (asteriscos) na face abaxial. F. Detalhe da margem,
com corddo de tecido colenquimatico e tricoma retrorso (seta). G. Pormenor da
epiderme, em vista frontal, com estdmatos em evidéncia. Barras de escala = 50
mm (F — G), 100 nm (C — E), 15 mm (A — B).
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Figura 20 (A — H). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
richardianum. A. Representacdo esquematica da venacao foliar (nervura primaria -
F). B. Aspecto geral da folha, sob microscopia de luz polarizada, com tecido
colenquimético em evidéncia. C. Apice, evidenciando a profusdo dos elementos
vasculares do xilema. D. Apice foliar (face adaxial) com poros aqiiferos (setas). E.
Apice foliar (face abaxial), com estdmatos (asteriscos) e células secretoras (setas).
F. Detalhe da margem, evidenciando as papilas. G. Detalhe das células secretoras,
na regiao apical (face abaxial), sob microscopia de campo escuro. H. Pormenor da
epiderme, em vista frontal, evidenciando os estdmatos. Barras de escala =50 mm
(F, H), 100 mm (C — E, G), 25 mm (A — B).
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Figura 21 (A — G). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
gracillimum. A. Representacdo esquemética da venacéo foliar (nervura primaria -
F). B. Aspecto geral da folha, sob microscopia de luz polarizada, evidenciando os
idioblastos com réfides e areia cristalina. C. Folha (regido apical), evidenciando
hidatodio (seta), agrupamento de células secretoras (setas brancas) e idioblastos
com réfides (asteriscos). D. Apice foliar, com profusdo de elementos vasculares do
xilema e poros aquiferos (setas). E. Células secretoras, agrupadas no apice foliar
(face abaxial), sob microscopia 6tica de campo escuro. F. Detalhe da margem foliar,
com tricoma retrorso. G. Detalhe da epiderme, em vista frontal, com estématos

indicados por setas. Barras de escala =50 nm (D - G), 100 mm (C), 25 mm (A — B).

69






Analises morfolégicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

Figura 22 (A — G). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
hypocarpium. A. Representacdo esquematica da venacgéao foliar (nervura primaria -
F). B. Aspecto geral foliar, sob microscopia de luz polarizada, com tricomas e
idioblastos com rafides (setas). C. Detalhe da lamina foliar, sob microscopia de luz
polarizada, evidenciando os idioblastos com réafides (setas) e células secretoras
(asteriscos). D. Apice foliar com profuséo dos elementos vasculares do xilema. E.
Agrupamento de células secretoras no apice foliar. F. Pormenor da margem foliar,
papilas indicadas por setas. G. Pormenor da epiderme, em vista frontal,
evidenciando os estématos. Barras de escala = 50 nm (G), 100 nm (C — F), 25 mm
(A-B).
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Figura 23 (A — H). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium nigro-
ramosum. A. Detalhe da vasculariza¢do nodal, traco vascular (T), nervura primaria
da folha (F), ramos laterais (F1, F2, F3, F4), nervura secundaria das folhas (Fla,
F2a, F3a, F4a) e das estipulas (laterais - F1b, F2b, F3b, F4b; centrais - F1F3,
F2F4). B. Representacao esquematica da venacdao foliar das folhas e estipulas. C.
Aspecto geral da folha (face abaxial), evidenciando distribuicdo de tricomas e
células secretoras (setas). D. Regido apical da folha, com profusédo dos elementos
vasculares do xilema. E. Apice foliar (face adaxial), poros aqiiiferos (setas). F.
Pormenor das células secretoras. G. ldem, sob microscopia 6tica de campo escuro.
H. Pormenor da epiderme, em vista frontal, evidenciando estdbmato. Barra de escala
=50 mm (A, F - H), 100 mm (C - E, G), 25 mm (B).
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Figura 24 (A — G). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
humilioides. A. Representagéo esquemética da venacao foliar (nervura priméaria - F).
B. Aspecto geral da folha, sob microscopia de luz polarizada, evidenciando
idioblastos com réfides (setas). C. Detalhe da lamina foliar, evidenciando idioblastos
com réfides, sob microscopia de luz polarizada. D. Pormenor do apice foliar (face
abaxial), com células secretoras. E. Apice foliar (vista geral), com profusédo de
elementos do xilema, evidenciando poros aquiferos (setas). F. Detalhe da margem
foliar com tricomas. G. Pormenor da epiderme, com estdmatos paraciticos (seta) e
paralelociticos (seta branca), em vista frontal. Barras de escala =50 mm (C-D, F -

G), 100 nm (E), 25 mm (A — B).
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Figura 25 (A — G). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
valantioides. A. Representacdo esquematica da venacdao foliar, nervura priméaria (F)
e nervuras secundarias (F’) que partem diretamente do anel vascular. B. Aspecto
geral da folha, sob microscopia de luz polarizada, com idioblastos com rafides
(setas). C. Apice foliar, evidenciando regido do hidatédio. D. Detalhe do épice,
demonstrando a profusdo dos elementos vasculares do xilema. E. Margem foliar
com tricomas. F. Pormenor da margem com papilas (setas). G. Pormenor da

epiderme, em vista frontal, evidenciando os estdbmatos. Barras de escala = 50 mm

(D, F-G), 100 mm (C — E), 25 mm (A - B).
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Figura 26 (A — H). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium hirtum. A.
Representacdo esquematica da venacdo foliar, nervura primaria (F) e nervuras
secundarias (F') que partem diretamente do anel vascular. B. Aspecto geral da
folha, sob microscopia de luz polarizada, com destaque para os tricomas. C. Apice
foliar, demonstrando a profusdo dos elementos vasculares do xilema. D. Poros
aquiferos (setas) na regido apical da folha (face adaxial). E. Vista do apice foliar
(face abaxial). F. Detalhe das células secretoras, no apice foliar (face abaxial). G.
Pormenor da margem foliar com tricomas. H. Pormenor da epiderme, em vista
frontal, evidenciando estdbmatos. Barras de escala = 50 nm (F - H), 100 rm (C — E),
25 mm (A - B).
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Figura 27 (A — H). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
longipedunculatum. A. Representacdo esquematica da venacao foliar (nervura
primaria - F). B. Folha (face abaxial), evidenciando células secretoras (setas) e
regido do hidatodio (asterisco). C. Apice foliar, demonstrando profusdo dos
elementos vasculares do xilema. D. Apice foliar (face adaxial), com poros aqiiferos
(setas). E. Regido apical (face abaxial) com estémato (seta). F. Detalhe da lamina
foliar (face abaxial), indicando as células secretoras. G. Margem foliar com tricomas
retrorsos. H. Pormenor da epiderme, em vista frontal, evidenciando estématos.

Barras de escala = 50 mm (F-H), 100 nm (C-E), 25 mm (A-B).
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Figura 28 (A — 1). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
megapotamicum. A. Representacao esquematica da venacdo foliar, nervura
primaria (F) e nervuras secundarias (F’) que partem diretamente do anel vascular.
B. Aspecto geral da folha, sob microscopia de luz polarizada, com idioblastos com
rafides indicados por setas. C e D. Detalhe do éapice, evidenciando canal (seta
branca) e poro aqiifero (seta). E. Apice foliar com profusdo de elementos
vasculares do xilema. F. Detalhe das células secretoras, em vista frontal (face
abaxial). F. O mesmo que o anterior, sob microscopia 6tica de campo escuro. H.
Detalhe da margem foliar com papilas. I. Pormenor da epiderme, em vista frontal,
evidenciando os estbmatos. Barras de escala = 50 nm (F-1), 100 nm (C-E), 25 mm
(A-B).
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Figura 29 (A — H). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
ostenianum. A. Representacdo esquematica da venacdo foliar (nervura primaria -
F). B. Aspecto geral da folha, com tricomas evidentes. C. Detalhe do apice foliar
(face abaxial) com células secretoras, sob microscopia de campo escuro. D.
Margem foliar com tricomas. E. Detalhe da lamina foliar (face abaxial) com
estdmatos, em vista frontal. F. Apice foliar com profusdo dos elementos xilematicos.
G. Regido apical da folha (face adaxial). H. Apice foliar (face abaxial), evidenciando
o0 poro aquifero na extremidade (seta) e estdbmatos (setas brancas). Barras de

escala =50 nm (C - H), 10 mm (A - B).
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Figura 30 (A — G). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium humile. A.
Representacdo esquematica da venacdo foliar (nervura primaria - F). B. Aspecto
geral das folhas e estipulas, sob microscopia de luz polarizada, destacando os
tricomas. C. Detalhe do é&pice foliar, evidenciando a profusdo dos elementos
condutores do xilema. D. Poros aquiferos (setas), na regido apical da folha (face
adaxial). E. Pormenor da margem foliar com papilas. F. Detalhe do &pice foliar (face
abaxial) com células secretoras. G. Pormenor da epiderme, em vista frontal,
evidenciando um estdbmato. Barras de escala = 50 mm (E, G), 100 nm (C - D, F), 25
mm (A - B).
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Figura 31 (A — 1). Aspectos da micromorfologia das folhas de Relbunium
mazocarpum. A. Representacdo esquematica da venacao foliar (nervura primaria -
F). B. Aspecto geral da folha. C. ldem, sob microscopia de luz polarizada, com
idioblastos com réfides indicados por setas. D. Pormenor do &pice foliar, com
profusdo dos elementos vasculares do xilema. E. Detalhe da margem foliar com
papilas. F. Detalne de um idioblasto de rafides. G. Apice foliar (face adaxial),
evidenciando os poros aquiferos. H. Pormenor da epiderme, em vista frontal,

evidenciando os estbmatos. |. Detalhe do &pice foliar, destacando estrias

epicuticulares. Barras de escala = 50 mrm (D - 1), 25 mm (A - C).
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Figura 32 (A — F). Aspectos da micromorfologia das folhas de Borreria verticillata (A
— C) e Psychotria carthagenensis (D — F). A. e D. Representacao esquematica da
venagdo foliar. B. Pormenor da epiderme, em vista frontal, evidenciando os
estdmatos. C. e F. Margem foliar. E. Mesofilo da folha, sob microscopia de luz
polarizada, evidenciando os idioblastos com rafides. Barras de escala = 50 nm

(B—C, E-F),25mm (A, D).
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Figura 33 (A — K). Caracteristicas micromorfolégicas das folhas de Galium
uruguayense (A — B), Relbunium equisetoides (C — D), R. richardianum (E — H) e R.
gracillimum (I — K). A, C, G, I. Aspecto geral da folha em sec¢éo transversal (ST),
evidenciando parénquima palicadico (pp), parénquima esponjoso (pe), nervura
central (nc), idioblastos com réfides (ir), tecido colenquimatico (indicado por setas) e
idioblastos secretores (is). E. Vista geral da folha em estadios precoces do
desenvolvimento (ST). B, D, H. Detalhe da margem foliar (ST), com células do
colénquima em destaque. J. Margem foliar sem a presenca de tecido
colenquimatico. F, K. Pormenor da epiderme foliar (face abaxial), evidenciando os
idioblastos secretores. Barra de escala = 10 mm (F — G), 50 nm (B, D, H, J), 100 nm
(A, C,E, G, I).
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Andlises morfolégicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

[11.3. Caracterizacao das estruturas reprodutivas:

Entre as duas espécies de Galium analisadas perceberam-se comportamentos
distintos com relagdo a esporidade das flores. Em G. latoramosum né&o existem flores
bisporangiadas, mas sim flores pistiladas e estaminadas ocorrendo em individuos
separados; diferindo do encontrado em G. uruguayense, o qual apresenta apenas
flores bisporangiadas. Analisando as espécies de Relbunium, observou-se que todas
possuem flores bisporangiadas.

A corola das flores de G. latoramosum (Fig. 34A), R. equisetoides (Fig. 36F), R.
richardianum (Fig. 37A), R. gracillimum (Fig. 38A), R. nigro-ramosum (Fig. 40A), R.
longipedunculatum e R. megapotamicum (Fig. 45A) mostra-se glabra na face abaxial.
Em G. uruguayense (Fig. 35A), R. humilioides (Fig. 41A), R. hirtum (Fig. 43A-F) e R.
ostenianum (Fig. 46B), a corola, na face abaxial, € pilosa, com tricomas esparsos; e em
R. hypocarpium (Fig. 39A), R. valantioides (Fig. 42A), R. humile (Fig. 47A) e R.
mazocarpum (Fig. 48A), a corola apresenta tricomas apenas nas margens; nos dois
casos, 0s tricomas séo unicelulares e longos.

A corola, na face adaxial, apresenta células epidérmicas com formato
isodiamétrico e revestidas por cuticula formando projecbes epicuticulares isoladas.
Essas saliéncias mostram-se proeminentes e distribuidas paralelamente ao longo do
maior comprimento da célula, como observado em G. latoramosum (Fig. 34E), G.
uruguayense (Fig. 35F, H), R. equisetoides (Fig. 36G, 1), R. richardianum (Fig. 37F), R.
hypocarpium (Fig. 39E-F), R. humilioides (Fig. 41E, G), R. valantioides (Fig. 42E, H), R.
longipedunculatum (Fig. 44F), R. megapotamicum (Fig. 45F), R. ostenianum (Fig. 46F-
G), R. humile e R. mazocarpum (Fig. 48E). Além desse padrdo, estrias longas e
grossas estdo posicionadas paralelamente, em R. nigro-ramosum (Fig. 40E-F) e R.
hirtum (Fig. 43G, 1).

Além das células epidérmicas, estbmatos e tricomas também estdo presentes na
face adaxial das pétalas.

Os estbmatos, pouco frequentes, sdo do tipo paracitico e estdo localizados,
preferencialmente, na regido apical da pétala (Fig. 34E; 36G; 44F).

Os tricomas sdo unicelulares glandulares, e estdo dispostos proximos as
margens e na porcdo central da face adaxial das pétalas, sempre sobre os feixes
vasculares ou dispersos por toda a pétala, como em G. uruguayense (Fig. 35A, H). Em
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R. equisetoides (Fig. 36A, F), R. richardianum (Fig. 37F), R. nigro-ramosum, R.
humilioides (Fig. 41A), R. valantioides, R. megapotamicum, R. humile (Fig. 47A) e R.
mazocarpum (Fig. 48E) observa-se de duas a trés fileiras de tricomas glandulares nas
margens e uma sobre a regido mediana das pétalas. Nas espécies R. hypocarpium
(Fig. 39A) e R. ostenianum (Fig. 46F), os tricomas estdo organizados em, duas ou trés
fileiras nas margens e na porcao central. J4, para G. latoramosum (Fig. 34E) e R.
longipedunculatum (Fig. 44A), observa-se nas margens de trés a cinco fileiras,
enquanto na regido mediana da pétala, duas fileiras. Apenas uma fileira de tricomas
glandulares esta presente sobre as margens e regiao mediana de R. hirtum (Fig. 43F-
G).

Esses tricomas sédo unicelulares e de formato claviforme (Fig. 34E-F; 35G-H;
36G-H; 37E-F; 38G-H; 39E, G; 40F-G; 41E-F; 42F-G; 43G-H; 44G-H; 45E; 46F, H;
47D-F; 48E-F). A cuticula, nos tricomas maduros, apresenta saliéncias pouco
proeminentes e orientadas aleatoriamente, com excecao da regido do pedunculo (Fig.
36G; 37F; 39E; 41E; 44G; 47F; 48E). Em estadios precoces do desenvolvimento, o
tricoma possui um grande vacuolo na por¢do apical e nucleo proeminente (Fig. 43H;
45E). Em estadios tardios, este grande vacuolo se fragmenta em varios vacuolos de
dimensdes reduzidas (Fig. 37E). A realizacdo de testes histoquimicos evidenciou a
presenca de lipidios e de polissacarideos no contelddo citoplasmético dos tricomas.
Né&o foi registrado o deslocamento da cuticula da parede periclinal externa do tricoma,
provocado pela secrecdo, notou-se apenas um leve aumento na espessura da mesma
cuticula (Fig. 38H).

O numero de camadas de células parenquimaticas do mesofilo das pétalas, na
regido do terco médio, varia entre duas a quatro camadas, como em G. latoramosum
(Fig. 34F), G. uruguayense (Fig. 35G), R. equisetoides, R. gracillimum (Fig. 38G), R.
hypocarpium (Fig. 39F), R. humile (Fig. 47D) e R. mazocarpum (Fig. 48F); e de quatro
a seis camadas em R. richardianum (Fig. 37A), R. nigro-ramosum (Fig. 40A), R.
humilioides (Fig. 41H), R. valantioides, R. hirtum, R. longipedunculatum, R.
megapotamicum (Fig. 45E) e R. ostenianum (Fig. 46G). Essas células, em vista
longitudinal, mostram-se alongadas, e entre elas estdo presentes uma grande
guantidade de espacos intercelulares, como visualizado para R. equisetoides, R.
hypocarpium (Fig. 39F), R. humilioides (Fig. 41H), R. humile (Fig. 47D) e R.
mazocarpum (Fig. 48F), e espacos intercelulares quase ausentes (G. latoramosum -
Fig. 34A, F; G.uruguayense - Fig. 35B, F-G; R. richardianum - Fig. 37A, E; R.
gracillimum - Fig. 38A, G; R. nigro-ramosum - Fig. 40A; R. valantioides, R. hirtum, R.
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longipedunculatum R. megapotamicum - Fig. 45F e R. ostenianum - Fig. 46G-H). A
presenca de idioblastos cristaliferos com réafides foi evidenciada, junto a face adaxial da
epiderme ou na camada celular adjacente a essa, como em R. humilioides (Fig. 41H) e
R. ostenianum (Fig. 46G).

A face abaxial da pétala apresenta, quando glabras, apenas células epidérmicas
pavimentosas e estdmatos; quando pilosas, tricomas unicelulares estdo presentes nas
margens ou dispersos pela lamina. Nessa face as células tém cuticula finamente
estriada, que acompanha a maior dimensao da célula. Em R. gracillimum (Fig. 38A, G,
l) foram observadas células ou idioblastos secretores que se localizam, principalmente,
a partir do terco médio, em direcdo ao apice da pétala. Essas células, que possuem
citoplasma muito denso e nucleo proeminente, sdo muito semelhantes as células
secretoras ja descritas para as folhas, mas diferem principalmente em relacao a forma,
apresentando-se mais retangulares.

O androceu esta constituido por quatro estames (Fig. 35A; 36A; 41A; 44A).
Estes possuem filetes e anteras dorsifixas, de disposicdo alternipétala, sendo
parcialmente nelas fixados. As anteras séo bitecas e tetrasporangiadas (Fig. 48C). No
momento da deiscéncia, 0s estratos parietais estdo reduzidos apenas a epiderme e
endotécio (Fig. 34C; 35D; 36C; 37C; 38C; 39C; 40C, 41C; 42C; 43C; 44C; 45C; 46C;
47C; 48C). O endotécio, com células alongadas, possui espessamento desigual de
suas paredes, que sao constituidas, preferencialmente, por lignina. As células do
endotécio apresentam barras em forma de “U” sobre as paredes anticlinais (Fig. 38E,
40D) e estas barras, sobre a parede periclinal interna, fundem-se apresentando um
formato estrelado em vista frontal (Fig. 34C; 38D; 40D; 41C; 42D; 43E; 44C). No
momento da abertura da antera, os graos de pélen encontram-se bi- ou tricelulares, de
simetria isopolar, de formato prolato-esferoidal ou subprolato, penta- ou hexacolpados
(Fig. 34D; 35E; 36D-E; 37D; 38F; 39D; 40D; 41D; 42D; 43D; 44D-E; 45D; 46D-E; 47C;
48D).

O gineceu apresenta um ovario infero, bicarpelar (Fig. 34H), bilocular, com um
rudimento seminal por l6culo (Fig. 35A; 37A; 38A; 40A; 45A; 46B); porém R.
ostenianum eventualmente apresenta ovarios tricarpelares (Fig. 46A). O rudimento
seminal, quando maduro, é anatropo e unitegumentado (Fig. 34B; 35C; 36B; 37B; 38B;
39B; 40B; 41B; 42B; 43B; 44B; 45B; 46B; 47B; 48B).

Flores e frutos apresentam uma estrutura semelhante a um “peddnculo” entre as
bracteas involucrais e o ovario, denominada antopddio. Na maioria das espécies
observadas, o antopédio, no estadio floral, mede de 0,2 a 0,4 mm de comprimento,
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sendo imperceptivel a olho nu (Fig. 37G; 40I; 43L; 45A; 46J). Em R. gracillimum (Fig.
38J-K), R. humilioides (Fig. 41K) e R. longipedunculatum (Fig. 441-J) o antopddio mede
entre 0,4 a 0,55 mm, e em R. valantioides (Fig. 421-K) alcanc¢a cerca de 0,5 a 0,7mm.
Porém, em R. humile (Fig. 47A) e R. mazocarpum (Fig. 48A), esta estrutura torna-se
muito alongada, com cerca de 0,9 a 1,1 mm de comprimento. Nas espécies de Galium
essa estrutura ndo pode ser observada, jA que suas flores ndo possuem bracteas
involucrais.

A parede do ovario esta constituida pelo mesofilo carpelar, revestido pela
epiderme, com uma face voltada para o exterior e uma para o léculo do carpelo. A
epiderme da face externa pode apresentar, além das células pavimentosas, idioblastos
secretores, tricomas unicelulares e papilas. As células de revestimento tém formato
isodiamétrico e, na parede periclinal externa, sdo revestidas por cuticula, que
apresenta diversos padrbes de ornamentacao.

Em algumas espécies, a face externa da parede do ovario apresenta células
epidérmicas de aspecto arredondado, como em R. gracillimum (Fig. 38B), R. nigro-
ramosum (Fig. 40B), R. humilioides (Fig. 41B), R. hirtum (Fig. 43B) e R.
longipedunculatum (Fig. 44B). Em R. hirtum a epiderme externa mostra-se secretora,
pois foi observado o deslocamento da cuticula devido ao acimulo de secre¢éo entre a
cuticula e a parede externa (Fig. 44B). Em R. equisetoides, as células que constituem a
epiderme externa tém grandes dimensdes quando comparadas as demais células do
ovario, atingindo mesma altura que a espessura total do mesofilo carpelar (Fig. 36B).

Os idioblastos secretores mostram-se dispersos na face externa da epiderme,
com excec¢dao da regido proxima ao septo, de algumas espécies - G. uruguayense (Fig.
35A), R. richardianum (Fig. 37A), R. gracilimum (Fig. 38A), R. nigro-ramosum (Fig.
40B), R. megapotamicum (Fig. 45A) e R. mazocarpum (Fig. 48A). Em R. gracillimum
(Fig. 38A) os idioblastos estédo presentes apenas na por¢ao superior do ovario, préximo
a corola.

A presenca de tricomas unicelulares foi observada em R. hypocarpium (Fig.
39A), R. ostenianum (Fig. 46B) e R. humile (Fig. 47A).

Em G. latoramosum foi observada, tanto na face externa da epiderme, como no
mesofilo carpelar, a ocorréncia de divisdes periclinais e anticlinais. Algumas células da
face externa da epiderme dividem-se periclinalmente, apenas uma vez, contudo nao
constituem uma epiderme biestratificada, pois as divisdes ocorrem em varios pontos da
parede do ovério, ndo caracterizando uma nova camada de origem epidérmica. As

novas células formadas tém a mesma altura que uma célula epidérmica que nao sofreu
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divisdo periclinal; portanto, a epiderme de G. latoramosum € uniestratificada, porém
com a existéncia de muitas divisdes periclinais sem alteragdo da camada original.

O mesofilo carpelar apresenta de quatro a sete camadas de células
parenquimaticas, de aspecto isodiamétrico, como em G. latoramosum (Fig. 34G), G.
uruguayense (Fig. 35I), R. richardianum (Fig. 37J), R. nigro-ramosum (Fig. 40J) e R.
ostenianum (Fig. 46J-L); e de trés a cinco camadas em R. gracillimum (Fig. 38L), R.
hypocarpium (Fig. 39J), R. humilioides (Fig. 41J, L), R. valantioides (Fig. 42L), R. hirtum
(Fig. 43M-N), R. longipedunculatum (Fig. 44L-M), R. megapotamicum (Fig. 45G), R.
humile (Fig. 47G) e R. mazocarpum (Fig. 48J). Em R. equisetoides as células
constituintes do mesofilo ttm morfologia semelhante as do parénquima palicadico das
folhas (em vista longitudinal), entre as quais muitos espacos intercelulares (Fig. 36L).
Em todas as espécies foi observada a presenca de cloroplastidios, e de idioblastos
cristaliferos de rafides junto a epiderme interna.

A epiderme da face interna do ovario apresenta-se sempre uniestratificada, e
possui células semelhantes as da epiderme da face externa, porém com menores
dimensdes. Essa camada mantém-se adjacente ao rudimento seminal. Entre a
epiderme da face interna e o mesofilo carpelar, sdo formadas, por lise de algumas
células do parénquima, lacunas no pericarpo (Fig. 34G; 35I; 36L; 38L; 42I; 44l; 45G;
47G).

O processo da fecundacdo, a exemplo de G. latoramosum, pode ocorrer
simultaneamente nos dois rudimentos seminais (Fig. 341), ou em apenas um (Fig.34J);
em ambos os casos ha formacao de frutos.

Para as espécies analisadas, dois tipos de frutos sdo descritos, fruto do tipo
esquizocarpo e baga, este ultimo encontrado apenas em R. gracillimum (Fig. 38J) e R.
hypocarpium (Fig. 39H). As fases iniciais de desenvolvimento dos dois tipos de fruto
sédo semelhantes, divergindo na maturidade dependendo o fruto considerado.

Logo apés a fecundagdo, inicia-se o desenvolvimento das estruturas do
rudimento seminal para formacdo da semente, a0 mesmo tempo que este preenche o
[6culo do carpelo, diminuindo o volume das lacunas do pericarpo formadas
anteriormente.

Durante esse processo o fruto vai aumentando de tamanho e, por conseguinte,
seus tecidos acompanham esse crescimento. As células da face externa e interna da
epiderme do ovario, agora denominadas exo- e endocarpo, respectivamente, ndo se
dividem anticlinalmente, tornando-se entédo distendidas, a exce¢ao do observado em G.

latoramosum, como anteriormente descrito.
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As pavimentosas do exocarpo apresentam variagbes quanto ao padrédo de
ornamentacdo da cuticula. Em R. equisetoides (Fig. 360) a cuticula apresenta
saliéncias diminutas e esparsas; 0 mesmo padrao de proje¢cdes também foi encontrado
em R. hypocarpium (Fig. 39N) e R. hirtum (Fig. 43R), porém em maior densidade e
orientadas paralelamente. Essas saliéncias podem formar estrias epicuticulares,
evidenciadas em muitas espécies. Em R. richardianum (Fig. 37P) e R. humilioides (Fig.
410) percebeu-se estrias curtas, sem padrao de orientacdo definido; G. latoramosum
(Fig. 34L), G. uruguayense (Fig. 35Q), R. valantioides (Fig. 420), R. longipedunculatum
(Fig. 44J), R. humile (Fig. 47N) e R. mazocarpum (Fig. 48M) possuem longas estrias
orientadas paralelamente; e em R. nigro-ramosum (Fig. 40M), R. megapotamicum (Fig.
450) e R. ostenianum (Fig. 460), delgadas estrias estdo orientadas em direcao ao
centro da células, constituindo uma saliéncia.

O aspecto tuberculado dos frutos é dado pela presenca dos idioblastos ou
células secretoras (Fig. 35N), e sdo revestidos por estrias curtas de espessuras
variadas. Em R. nigro-ramosum (Fig. 40J-K) e R. megapotamicum (Fig. 45L-M) os
idioblastos estdo proeminentes em relacdo a epiderme, sendo sustentados por duas a
trés células epidérmicas. Estes ocorrem isoladamente ou reunidos em, no maximo,
cinco (R. nigro-ramosum — Fig. 40H) ou dez células (R. megapotamicum - Fig. 45H).
Por outro lado, foram observadas papilas do tipo domo de circunscricdo central ou
envolvendo toda a parede periclinal externa das células epidérmicas. O padrdo domo
central foi encontrado no exocarpo de R. richardianum (Fig. 37J), R. hirtum (Fig. 43N) e
R. megapotamicum (Fig. 45G), enquanto que o domo formado por toda a parede
periclinal externa ocorre em R. longipedunculatum (Fig. 44M).

O mesocarpo apresenta células semelhantes as descritas para o ovario maduro,
com excecgao de G. latoramosum (Fig. 34K, M) e R. longipedunculatum (Fig. 44M), que
apresentam um incremento no nimero de células, alcangando entre 5 a 8 camadas.

Nessa fase o antopodio encontra-se semelhante ao descrito para a flor nas
espécies de Relbunium, exceto em R. humile e R. mazocarpum que se apresentam
mais alongados.

Até esse estadio, o desenvolvimento dos frutos, esquizocarpos e bagas das
espécies analisadas, sao semelhantes. Com a maturacdo dos frutos diferencas
estruturais sdo perceptiveis e constituem-se atributos importantes para a separagao

das espécies.
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Nos frutos esquizocarpos (34l; 35J; 36J; 37H; 40H; 41l; 42J; 43J; 44K; 45H;
461; 47H; 48H), as células do exo- e endocarpo mostram-se ainda mais distendidas e
comprimidas.

No exocarpo observa-se, com relacdo a cuticula, que as saliéncias e estrias
descritas anteriormente (Fig. 44J) estdo com dimensfes reduzidas e mais dispersas
(Fig. 44P). Em G. latoramosum as células do exocarpo ndo apresentam cuticula
ornamentada (Fig. 34N).

Com relagédo aos idioblastos secretores, estes apresentam citoplasma muito
denso (35P; 37M-O; 45L-M). Observou-se, em R. richardianum, o deslocamento da
cuticula causado pelo acumulo de secrecdo entre a cuticula e a parede externa (37N).
Em G. uruguayense (35Q) e R. richardianum (37P) os idioblastos s&o revestidos por
saliéncias ou estrias muito curtas e espessas dispostas em grande densidade. Em R.
nigro-ramosum (40M), R. megapotamicum (45N) e R. mazocarpum (48M) os
idioblastos tem ornamentagcédo com estrias finas.

O mesocarpo do fruto maduro possui apenas de duas a trés camadas de células
parenquimaticas em G. uruguayense (350), R. equisetoides (36N), R. richardianum
(37K-L), R. humilioides (41M-N), R. valantioides (42M-N), R. hirtum (430-P), R.
megapotamicum (45J-M), R. humile (47L-M) e R. mazocarpum (48K-L); de trés a seis
camadas em R. nigro-ramosum (40L), R. longipedunculatum (440) e R. ostenianum
(46M-N); e de 6 a 10 camadas em G. latoramosum (34M). Os espacos intercelulares
sdo grandes e frequentes em R. equisetoides (36M-N) e R. humilioides (41M-N); e
guase ausentes em G. latoramosum (34M), G. uruguayense (350), R. richardianum
(37L), R. valantioides (42N), R. hirtum (430), R. longipedunculatum (44N), R.
ostenianum (46N), R. humile (47L-M) e R.mazocarpum (48K-L).

Neste estadio de desenvolvimento, o0 mesocarpo tem células parenquimaticas
alongadas, com paredes primarias muito finas, freqiientemente obliteradas (350; 37L;
40L; 42N; 45L; 46N). Idioblastos cristaliferos com réfides sdo observados junto ao
endocarpo (36M; 41N; 43M). Em R. equisetoides 0 mesocarpo continua a apresentar
caracteristicas semelhantes a parénquima palicadico (36M-N) e, em R. hirtum, as
células do mesocarpo aumentam em tamanho (430-P). G. latoramosum apresenta as
células do mesocarpo nao-alongadas e obliteradas (34M) e, nessa espécie, 0 pericarpo
tem aspecto suculento.

Além das células do exocarpo e do mesocarpo serem gradativamente alongadas
durante a maturacao do fruto, as do endocarpo também se tornam muito distendidas ao
final do desenvolvimento do embrido. Em R. equisetoides (36M-N), R. nigro-ramosum
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(40L) e R. ostenianum (46N), o endocarpo, apesar de integro, torna-se quase que
imperceptivel entre a testa e o mesocarpo. Em G. uruguayense (350), R. humilioides
(41M), R. valantioides (42N), R. longipedunculatum (44N) e R. megapotamicum (45L) o
endocarpo apresenta-se fortemente distendido, porém é de facil localizacdo. Em G.
latoramosum (34M), R. richardianum (37K-L), R. hirtum (43P-Q), R. humile (47L-M) e
R. mazocarpum (48L) se observa a descontinuidade do endocarpo, ou seja, este se
rompe devido ao crescimento do fruto e oblitera-se, tornando-se imperceptivel entre a
testa e 0 mesocarpo.

Durante o desenvolvimento da semente, observa-se a atividade de digestao
celular do endosperma sobre o tegumento, e do embrido sobre o endosperma (Fig.
36K; 371; 43K; 45K). O tegumento é consumido quase em sua totalidade, restando
apenas uma camada de células, que corresponde a face externa da epiderme do
tegumento, no rudimento seminal (35L, N; 36M; 40K; 41N; 42M; 43N-O; 47K). Essa
Gnica camada celular residual da& origem a testa. Em R. hirtum (43Q), R.
longipedunculatum (44N) e R. ostenianum (46M-N) as células da testa apresentam
compostos fendlicos em seu citoplasma. Na maturidade do embrido, a testa esta
representada apenas por esta uma camada celular, porém de maiores dimensfes de
guando constituia a face externa da epiderme do rudimento seminal (34M; 350; 36N;
37L; 40L; 41N; 42N; 43Q; 44N; 45M; 46N; 47L; 48L).

O endosperma, em secdo transversal, apresenta-se composto por células de
aspecto homogéneo (Fig. 35K; 45l), com paredes espessadas e constituidas,
preferencialmente, por celulose e pectinas, porém na sua periferia essas apresentam
paredes ainda mais espessas (350; 36N; 37K; 43Q; 47L). Observa-se claramente um
gradiente na espessura das paredes celulares do endosperma. As paredes celulares
das células préximas a testa sdo mais espessas do que as células préximas ao
embrido. Através de testes histoquimicos observaram-se lipidios no citoplasma de suas
células e a auséncia de amido. O endosperma de G. latoramosum nao foi observado,
devido a dificuldades técnicas.

Apés a maturacdo do embrido da-se a deiscéncia do fruto esquizocarpo quando
ocorre a separacado dos mericarpos. Nesse estadio, os dois mericarpos se separam
através da linha de abscisdo existente entre os carpelos (35M; 40I; 42K; 47H). Essa
regido forma-se durante o estabelecimento do ovario, na zona de contato entre os dois
carpelos. Suas células sdo parenquiméaticas e de paredes finas, e percebe-se uma
linha de fragilidade, composta por células mais alongadas, correspondendo a zona de
separacao dos mericarpos (48G).
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Assim como nos frutos esquizocarpos, os frutos do tipo baga, também
apresentam distensfes nas células do exo- e endocarpo, ao longo do desenvolvimento
e maturacao.

No exocarpo os idioblastos presentes na face externa da epiderme do ovario e
em fases jovens do fruto de R. gracillimum ndo estdo presentes no fruto maduro (38J,
0), pois o crescimento exagerado do fruto acarreta uma grande distensdo de todas as
células do exocarpo. Porém em R. hypocarpium os tricomas presentes no ovario e no
fruto jovem permanecem no fruto maduro (39H, N).

O mesocarpo possui de duas a quatro camadas de células parenquimaticas
grandes, isodiamétricas, com paredes muito finas, grandes vacuolos, e aspecto
suculento (38L-N; 39J-M). Espacos intercelulares se desenvolvem em R. hypocarpium
(39K-M), sendo ausentes em R. gracillimum (38M-N). Nao foram observadas divisbes
periclinais nas células do mesocarpo dessas espécies, portanto ndo ha proliferacédo de
suas camadas. Porém, divisbes anticlinais foram detectadas, a fim de acompanhar o
crescimento do fruto. A ocorréncia dessas divisdes periclinais faz com que as células
do mesocarpo néo se distendem tanto, mantendo sua suculéncia. No momento em que
o embrido atinge, o estadio de torpedo tardio o mesocarpo apresenta cerca de trés a
cinco camadas de células (38K, N; 39K-M). Idioblastos cristaliferos com réafides foram
encontrados junto ao endocarpo.

O endocarpo, no fruto maduro, mesmo apos ter sofrido distensées, permanece
integro (38N; 39 M).

Durante a atividade de digestdo celular do endosperma sobre o tegumento,
observamos a formacdo da testa (38M; 39J; 471). Nesse processo as camadas
celulares pertencentes ao rudimento seminal sédo digeridas, restando apenas uma em
R. gracillimum (38N) que permanece integra e envolve as faces dorsal e ventral da
semente. Em R. hypocarpium, a testa, também com apenas uma camada de células
(39K-L), por nao apresentar divisdes anticlinais no intuito de acompanhar o crescimento
do fruto, se rompe, permanecendo seus fragmentos sobre o endocarpo (39M). Essa é a
Unica semente, entre as espécies de Relbunium, que ndo é completamente envolvida
pela testa.

Diferente da testa dos frutos esquizocarpos, nos frutos tipo baga, estas células
ndo apresentam acréscimo em suas dimensdes durante a formacdo do embrido,
mostrando-se semelhantes as dimensdes das células do endocarpo.

As sementes, nos dois tipos de frutos, apresentam contorno eliptico a esférico,
com leves sinuosidades nos frutos esquizocarpos (Fig. 45l). Uma depressao é
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observada na porcao ventral, resultante do tecido funicular residual nao-digerido,
guando o endosperma esta em formacao (Fig. 35K). O embrido na fase de torpedo

tardio é curvo, e encontra-se completamente circundado pelo endosperma (391; 47J;
48|).

As Tabelas 07 e 08 foram elaboradas a fim de facilitar a comparacao entre as

variacdes morfologicas encontradas nas flores (Tabela 07) e frutos (Tabela 08) das

espécies analisadas de Galium e Relbunium.
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Tabela 07. Variac6es morfoldgicas encontradas entre as flores de Galium e Relbunium.

Células L
. . o Ovario Parede do -
Flores Bracteas | Pedunculo Corola epidérmicas . . Antopadio
. eplderme externa ovario
(cuticula)
- curto . A estrias longas,
n
G. latoramosum monospdricas | ausentes 2 mm) face abaxial glabra saliéncias paralelas glabra ausente
L curto I A estrias longas, idioblastos
G. uruguayense bisporicas | ausentes 2 mm) face abaxial pilosa saliéncias paralelas isolados ausente
. . S 4, curto . A A . . .
R. equisetoides bisporicas desiguais 2 mm) face abaxial glabra saliéncias | saliéncias diminutas glabra imperceptivel
. . L médio . A estrias curtas, sem idioblastos . .
. - v . . imper ivel
R. richardianum bispéricas 4 (4 mm) face abaxial glabra saliéncias orientaco definida | isolados, papilas perceptive
- L longo . idioblastos
R. gracillimum bisporicas 4 (12 mm) face abaxial glabra | = ---eeeem | cmmeeee isolados curto
. o longo face abaxial tricomas A saliéncias . . .
. imper ivel
R. hypocarpium bisporicas 4 (13 mm) nas margens saliéncias proeminentes tricomas perceptive
4 curto estrias finas idioblastos
R. nigro-ramosum bisporicas o face abaxial glabra estrias orientadas para o isolados e em imperceptivel
desiguais (3 mm) : ;
centro, espinho reunidos
g o médio L A estrias curtas, sem
i - > r r
R. humilioides bispéricas 4 (7 mm) face abaxial pilosa saliéncias orientaco definida glabra curto
. L médio face abaxial tricomas A estrias longas -
' labr médi
R. valantioides bispéricas 4 (4 mm) nas margens saliéncias paralelas glabra édio
. L L I . saliéncias . . .
. il imper ivel
R. hirtum bispéricas 4 seéssil face abaxial pilosa estrias proeminentes papilas perceptive
. L médio . A estrias longas, células com
r
R. longipedunculatum bispoéricas 4 (5 mm) face abaxial glabra saliéncias paralelas domo curto
médio estrias finas idioblastos
R. megapotamicum bispdricas 4 (4 mm) face abaxial glabra saliéncias orientadas para o isolados e em imperceptivel
centro, espinho | reunidos, papilas
estrias finas tricomas, células
R. ostenianum bispdricas 2-3 séssil face abaxial pilosa saliéncias orientadas para o com ’a ilas imperceptivel
centro, espinho pap
. L médio face abaxial tricomas A estrias longas .
' ricom lon
R. humile bispéricas 2 (4 mm) nas margens saliéncias paralelas tricomas ongo
R. mazocaroum bispéricas > médio face abaxial tricomas saliéncias estrias longas, idioblastos longo
' P P (4 mm) nas margens paralelas isolados 9
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Tabela 08. Caracteristicas comuns entre os frutos de Galium e Relbunium.

Tipo de fruto Exocarpo Mesocarpo Endocarpo Testa
_ L divisGes periclinais, o _
G. latoramosum esquizocarpo superficie lisa nao integro uma camada integra
6-10 camadas
G. uruguayense esquizocarpo idioblastos isolados 2-3 camadas integro uma camada integra
R. equisetoides esquizocarpo superficie lisa 2-3 camadas integro, imperceptivel uma camada integra
R. richardianum esquizocarpo idioblastos isolados 2-3 camadas néo integro uma camada integra
R. gracillimum baga superficie lisa 2-3 camadas integro uma camada integra
R. hypocarpium baga tricomas 2-3 camadas integro uma camada descontinua
) ] idioblastos isolados, ] ) . .
R. nigro-ramosum esquizocarpo _ , 3-6 camadas integro, imperceptivel uma camada integra
reunidos, proeminentes
R. humilioides esquizocarpo superficie lisa 2-3 camadas integro uma camada integra
R. valantioides esquizocarpo superficie lisa 2-3 camadas integro uma camada integra
R. hirtum esquizocarpo superficie lisa 2-3 camadas nao integro uma camada integra, tanino
R. longipedunculatum esquizocarpo superficie lisa 6-10 camadas integro uma camada integra, tanino
) ] idioblastos isolados, ] .
R. megapotamicum esquizocarpo _ , 2-3 camadas integro uma camada integra
reunidos, proeminentes
R. ostenianum esquizocarpo tricomas 3-6 camadas integro, imperceptivel | uma camada integra, tanino
R. humile esquizocarpo tricomas 2-3 camadas néo integro uma camada integra
R. mazocarpum esquizocarpo idioblastos isolados 2-3 camadas nao integro uma camada integra
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[11.3.1. llustracoes
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Figura 34 (A — N). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Galium latoramosum. A. Botdo floral, em secdo longitudinal (SL). B. Detalhe do
rudimento seminal (SL). C. Antera, em secao transversal (ST), com células do
endotécio indicadas por setas. D. Pormenor do grdo de pdlen, com aberturas
indicadas por setas. E. Corola (face adaxial), em microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), com tricomas glandulares (setas) e estdbmatos (asteriscos). F.
Detalhe da corola (ST), face adaxial, com tricomas glandulares. G. Fruto em estadio
precoce do desenvolvimento (SL), mesocarpo com lacunas. H. Aspecto geral do
fruto imaturo (MEV). I. Fruto maduro, com duas sementes. J. Fruto com apenas
uma semente (MEV). K. Pericarpo imaturo (ST), com divisbes periclinais no
mesocarpo (seta). L. Exocarpo (MEV), com finas estrias epicuticulares (vista
frontal). M. Pericarpo maduro (ST), exocarpo (ex), mesocarpo (ms) com divisdes
periclinais (setas), endocarpo (en) e testa (ts). N. Exocarpo, vista frontal (MEV).
Barra de escala = 50 nm (D, F), 100 mm (B - C, K - N), 200 rm (E, 1), 500 mm (A, G -
H), 1 mm (J).
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Figura 35 (A — Q). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Galium uruguayense. A. Flor, em microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
idioblastos secretores (setas). B. Botédo floral, em secédo longitudinal (SL), com
idioblastos secretores no ovério. C. Detalhe do rudimento seminal (SL). D. Antera
(SL), com endotécio (seta). E. Pormenor do grdo de polen, com aberturas
indicadas. F. Corola, em secdo transversal (ST), evidenciando ornamentacdes
epicuticulares das células epidérmicas. G. Corola (ST), com tricoma glandular em
detalhe. H. Corola, vista frontal, destacando os tricomas glandulares (MEV). .
Aspecto geral do fruto imaturo (SL), exocarpo com idioblastos secretores (setas),
mesocarpo com lacunas (asteriscos) e idioblastos com rafides (ir). J. Fruto maduro,
apenas uma semente (MEV) e idioblastos secretores (setas). K. Fruto (ST),
pericarpo (pr), endosperma (ed), embrido (eb), funiculo (fn) e linha de abscisédo
(seta), MEV. L. Detalhe do pericarpo (ST), com testa indicada por seta (MEV). M.
Fruto maduro (SL), testa (ts) e linha de abscisdo (seta). N. Pericarpo imaturo (ST),
exocarpo (ex) com idioblastos secretores (setas), mesocarpo (ms) com idioblasto de
rafides (asterisco), endocarpo (en) e tegumento em digestdo (tg). O. Detalhe do
pericarpo maduro. P. Detalhe do idioblasto secretor. Q. Pormenor do exocarpo,
células pavimentosas com longas estrias epicuticulares e idioblasto secretor com
projecbes (MEV). Barra de escala = 50 mm (E, P-Q), 100 mm (C-D, F-G, L, N-O),
200 mm (A, H, K), 500 mm (B, I-J, M).
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Figura 36 (A — O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium equisetoides. A. Flor, em microscopia eletrénica de varredura (MEV). B.
Detalhe do rudimento seminal, em sec¢&o longitudinal (SL). C. Antera (SL), com
endotécio indicado por setas. D. Pormenor do grdo de pdlen, aberturas indicadas.
E. Detalhe do gréo de pdlen, endotécio com espessamento irregular (setas). F.
Corola, face adaxial, com tricomas glandulares indicados por setas (MEV). G.
Corola, com tricomas glandulares e estbmato (seta) em detalhe (MEV). H. Detalhe
da face adaxial da corola, em secdo transversal (ST), tricomas glandulares. I.
Pormenor das células epidérmicas da corola (face adaxial), ST. J. Fruto maduro
(MEV). K. Aspecto geral do mericarpo (SL), pericarpo (pr), testa (ts), endosperma
(ed) e embrido (em). L. Detalhe do pericarpo em estadio precoce do
desenvolvimento do fruto (ST), com exocarpo (ex), mesocarpo (ms) com lacunas
(asteriscos), endocarpo (en) e tegumento (tg). M. Pericarpo (ST), mesocarpo com
idioblastos com réfides (ir). N. Pericarpo maduro (ST). O. Exocarpo, vista frontal,
com projecOes epicuticulares (MEV). Barra de escala = 50 nm (D-E, H-I, O), 100
mm (B-C, F-G, L-N), 200 mm (A), 500 mm (J-K).
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Figura 37 (A — P). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium richardianum. A. Botdo floral em sec¢éo longitudinal (SL), ovario com
idioblastos secretores indicados por setas. B. Detalhe do rudimento seminal (SL). C.
Antera (SL), linha de deiscéncia indicada por seta. D. Pormenor dos graos de pdélen
(SL), aberturas evidenciadas por setas. E. Corola (face adaxial), detalhe da
epiderme, em secao transversal (ST), com tricomas glandulares. F. Vista frontal da
corola, com tricomas glandulares (MEV). G. Regido do antopddio (seta), com
pedunculo (pd) e bracteas (bc), (SL). H. Aspecto geral do fruto, evidenciando os
idioblastos secretores (MEV). I. Mericarpo (SL), idioblastos secretores (seta), e
atividade de digestdo do endosperma (ed) sobre tegumento (tg). J. Pericarpo
imaturo (SL), exocarpo (ex), mesocarpo (ms) com idioblasto de rafides (ir),
endocarpo (en) e tegumento. K. Pericarpo de fruto maduro (SL), endocarpo com
células distendidas, testa (ts) e endosperma (ed). L. Detalhe do pericarpo. M.
Idioblasto secretor (SL). N. Idioblasto secretor (SL), com acumulo de secrecéo
(seta). O. Detalhe das células pavimentosas do exocarpo (ST). P. Pormenor do
exocarpo, ceélulas pavimentosas e idioblastos secretores com curtas estrias
epicuticulares (MEV). Barra de escala=50 mm (D - F,L-P),100mm B-C, G, J -
K), 200 nm (A), 500 nm (H - ).
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Figura 38 (A — O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium gracillimum. A. Botao floral, em sec¢do longitudinal (SL), ovario com
idioblastos secretores (setas). B. Detalhe do rudimento seminal (SL). C. Antera
(SL). D. Pormenor de célula do endotécio (vista frontal), espessamento da parede
periclinal interna (setas). E. Célula do endotécio (SL), espessamento indicado por
setas. F. Detalhe dos graos de pélen (SL), com aberturas indicadas por setas. G.
Corola, em secao transversal (SL), com tricoma glandular (seta) e idioblastos
secretores (asteriscos). H. Corola (face adaxial), detalhe dos tricomas glandulares
(SL). I. Detalhe do idioblasto secretor, corola, face abaxial (SL). J. Aspecto geral do
fruto, antopddio (seta) e bracteas (bc). K. Fruto maduro (SL), pericarpo (pr),
endosperma (ed) e embrido (em) e antopédio (seta). L. Pericarpo imaturo (SL),
exocarpo (ex), mesocarpo (ms) com lacunas (asterisco), endocarpo (en) e
tegumento (tg). M. Detalhe do pericarpo (SL), testa (ts). N. Pericarpo maduro,
endocarpo e testa. O. Exocarpo (vista frontal). Barra de escala =50 mm (D - F, H —

1), 100 nm (B - C, G, L - N), 500 mm (A, K, 0), 2 mm (J).
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Figura 39 (A — N). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium hypocarpium. A. Flor, ovario piloso (MEV). B. Detalhe do rudimento
seminal, em secao longitudinal (SL). C. Antera (SL), células do endotécio indicadas
por setas. D. Pormenor dos graos de pélen, com aberturas evidenciadas por setas.
E. Corola, vista frontal, com tricomas glandulares em destaque (MEV). F. Corola,
em secdo transversal (ST). G. Corola (face adaxial), detalhe dos tricomas
glandulares (SL). H. Aspecto geral do fruto maduro (MEV). I. Fruto (MEV), ST, com
apenas uma semente, pericarpo (pr), funiculo (fn), endosperma (en) e embrido
(em). J. Pericarpo em maturagdo, com atividade de digestédo celular do endosperma
(ed) sobre o tegumento (tg). K. Pericarpo maduro (SL), testa (ts). L. Detalhe da
testa (SL). M. Testa (setas) fragmentada. N. Exocarpo (vista frontal), projecoes
epicuticulares nas células pavimentosas e tricomas. Barra de escala =50 mm (D - E,
G,M-N),100m (B- C, F, I—L), 500 nm (A, H).
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Figura 40 (A — M). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium nigro-ramosum. A. Botdo floral, em sec¢éo longitudinal (SL), ovario com
idioblastos secretores (setas). B. Detalhe do rudimento seminal (SL). C. Antera
(SL), células do endotécio (setas). D. Pormenor dos grdos de pdlen, aberturas
(setas), e espessamento das células do endotécio (setas brancas), SL. E. Corola,
em secdao transversal (ST), com células epidérmicas em detalhe. F. Corola (vista
frontal), evidenciando os tricomas glandulares, em microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). G. Detalhe do tricoma glandular (ST). H. Vista geral do fruto
maduro, evidenciando os idioblastos secretores (MEV). I. Fruto maduro (SL),
pericarpo (pr), endosperma (ed), embrido (em), linha de abscisdo (setas brancas),
antopédio (setas) e bracteas (bc). J. Pericarpo imaturo (SL), exocarpo com
idioblastos secretores (setas). K. Pericarpo em maturacéo (SL), exocarpo (ex) com
idioblastos secretores, mesocarpo (ms), endocarpo (en) e testa (ts). L. Pericarpo
maduro, endocarpo com células distendidas. M. Detalhe do exocarpo, células
pavimentosas com estrias epicuticulares formando uma saliéncia central (seta), e

idioblastos secretores com finas estrias (MEV). Barra de escala = 50 nm (D-G, M),

100 mm (B-C, J-L), 500 nm (A, H-1).
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Figura 41 (A — O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium humilioides. A. Flor, em microscopia eletrénica de varredura (MEV). B.
Detalhe do rudimento seminal, em sec¢&o longitudinal (SL). C. Antera (SL), com
espessamento desigual das células do endotécio (setas). D. Pormenor do gréo de
pélen, com aberturas evidenciadas por setas. E. Corola (MEV), tricomas
glandulares (setas) e estdmatos (asterisco). F. Corola (face adaxial), detalhe das
células epidérmicas, em secao transversal (ST), com tricoma glandular (seta). G.
Células epidérmicas com cuticula em detalhe, corola (face adaxial), ST. H. Aspecto
geral da corola (ST), com idioblasto de rafides (ir) e tricomas glandulares (setas). |.
Aspecto geral do fruto (MEV). J. Fruto maduro (SL), com pericarpo (pr), testa (ts),
endosperma (ed), antopodio (seta) e bracteas (bc). K. Regido do antopdédio (seta),
SL. L. Detalhe do pericarpo em estadio precoce do desenvolvimento do fruto (ST),
com exocarpo (ex), mesocarpo (ms), endocarpo (en) e testa em formacao (ts). M.
Pericarpo (ST). N. Pericarpo maduro (ST). O. Exocarpo, vista frontal, células
pavimentosas com estrias epicuticulares (MEV). Barra de escala = 50 mm (D, F-G,
0), 100 mm (B-C, E, H, K-N), 500 mm (A, 1-J).
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Figura 42 (A — O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium valantioides. A. Botéo floral em antese (MEV). B. Detalhe do rudimento
seminal, em sec¢édo longitudinal (SL). C. Antera (SL), linha de deiscéncia indicada
por seta. D. Pormenor do grdo de pdlen, aberturas indicadas por setas, e endotécio
indicado por setas brancas. E. Corola (face adaxial), em secdo transversal (ST),
detalhe das células epidérmicas. F. Tricoma glandular, corola (face adaxial), ST. G.
Corola (MEV), com tricomas glandulares (setas). H. Detalhe da ornamentacéo
epicuticular das células pavimentosas, corola (face adaxial), MEV. I. Fruto imaturo
(SL), mesocarpo com lacunas (asteriscos), antopddio (seta) e bracteas (bc). J. Fruto
maduro (MEV), com antopddio (seta). K. Aspecto geral do fruto (SL), com pericarpo
(pr), endosperma (ed), embrido (em) e linha de abscisdo (setas). L. Detalhe do
pericarpo, em estadio precoce do desenvolvimento (ST), exocarpo (ex), mesocarpo
(ms), endocarpo (en), tegumento em digestao (tg) e endosperma (ed). M. Pericarpo
(ST) com testa em formacéo (ts). N. Pericarpo maduro (ST). O. Exocarpo (vista
frontal), células pavimentosas com estrias epicuticulares (MEV). Barra de escala =
50 m (D - H, O), 100 mMm (B - C, L - N), 500 mm (A, | - K).
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Figura 43 (A — R). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium hirtum. A. Botdo floral, em secdo longitudinal (SL). B. Detalhe do
rudimento seminal (SL). C. Antera, em secao transversal (ST), esporangios com
linhas de deiscéncias indicadas por setas. D. Pormenor dos graos de poélen, com
aberturas indicadas. E. Vista frontal das células do endotécio, espessamento
(setas). F. Corola (MEV), com tricomas glandulares (setas). G. Detalhe da corola,
evidenciando os tricomas glandulares (MEV). H. Corola (face adaxial), detalhe dos
tricomas glandulares (SL). I. Pormenor das células epidérmicas da corola (ST). J.
Aspecto geral do fruto (MEV). K. Mericarpo (ST), pericarpo (pr), endosperma (ed),
embrido (em) e testa (ts). L. Regido do antopddio (seta), bracteas (bc) e linhas de
abscisdo (seta branca). M. Pericarpo imaturo (SL), exocarpo (ex), mesocarpo (ms)
com idioblasto de rafides (ir), endocarpo (en) e tegumento (tg). N. Pericarpo (SL),
detalhe do exocarpo com secrecdo dos idioblastos (setas) entre a parede celular e
a cuticula. O. Detalhe do pericarpo, células do endocarpo distendidas (setas), e
testa (ts). P. Pericarpo maduro (SL). Q. Vista de parte do mericarpo, células do
endocarpo (setas). R. Exocarpo (vista frontal), células pavimentosas com projecées
epicuticulares (MEV). Barra de escala = 50 mm (D-E, H-I, R), 100 mm (B-C, G, L-Q),
200 mm (A, F), 500 nm (J-K).
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Figura 44 (A — P). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium longipedunculatum. A. Flor em antese, tricomas glandulares indicados
por setas (MEV). B. Detalhe do rudimento seminal, em sec¢&o longitudinal (SL). C.
Antera em deiscéncia, em secdo transversal (ST), com espessamento das células
do endotécio indicados por setas. D. e E. Pormenor dos graos de poélen, aberturas
indicadas por setas. F. Detalhe da corola, em vista frontal, com estémato (MEV). G.
Corola (vista frontal), evidenciando os tricomas glandulares (MEV). H. Corola (face
adaxial), detalhe dos tricomas glandulares, secdo transversal (ST). |. Fruto em
estadio precoce do desenvolvimento, mesocarpo (ms) com lacunas (asteriscos),
regido do antopodio (setas) e bracteas (br) evidentes. J. Detalhe do exocarpo de
fruto imaturo (vista frontal), detalhe das estrias epicuticulares (MEV). K. Vista geral
do fruto, com antopddio (seta) e bracteas (MEV). L. Fruto maduro (SL), pericarpo
(pr), testa (ts), endosperma (ed) e linha de abscisdo (setas). M. Pericarpo imaturo
(SL), exocarpo (ex), mesocarpo (ms) com divisdes periclinais (setas). N. Detalhe do
pericarpo maduro (ST), exocarpo, mesocarpo, endocarpo (en), testa e endosperma.
O. Detalhe da célula do exocarpo (ST). P. Exocarpo, vista frontal, com estrias
epicuticulares (MEV). Barra de escala =50 mm (D- E, G-H,O-P),100mm (B - C,
F,J, M- N), 500 mm (A, I, K - L).
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Figura 45 (A — O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium megapotamicum. A. Botao floral, em secao longitudinal (SL), ovario com
idioblastos secretores (asteriscos), antopddio (seta) e bracteas (br). B. Detalhe do
rudimento seminal (SL). C. Antera (SL), com células do endotécio indicadas por
setas. D. Pormenor do grao de pélen. E. Corola, em secéo transversal (ST), tricoma
glandular. F. Detalhe das células epidérmicas da corola (ST), face adaxial. G. Fruto
em estadio precoce do desenvolvimento (ST), exocarpo (ex) com idioblastos
secretores (setas), mesocarpo (ms) com lacunas (asteriscos). H. Aspecto geral do
fruto maduro (MEV). I. Unidade de dispersao (ST), pericarpo (pr), funiculo (fn),
endosperma (ed) e embrido (em). J. Detalhe do pericarpo (ST), com testa (ts). K.
Aspecto geral do mericarpo (SL), linha de abscisdo (setas). L. Detalhe do pericarpo
maduro, exocarpo com idioblastos secretores (setas) e endocarpo (en). M. Detalhe
do pericarpo maduro. N. Detalhe idioblasto secretor, exocarpo (MEV). O. Detalhe do
exocarpo, células pavimentosas com estrias epicuticulares formando projecao
central (MEV). Barra de escala = 50 mm (D, F, N-O), 100 mm (B-C, E, J, L-M), 200
mm (A, G), 500 nm (H-I, K).
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Figura 46 (A — O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium ostenianum. A. Ovério tricarpelar (MEV). B. Botao floral, em secéo
longitudinal (SL). C. Antera, em secéo transversal (ST), com endotécio indicado por
seta. D. e E. Pormenor dos gréos de pdlen, com aberturas evidenciadas por setas.
F. Aspecto geral da corola, com tricomas glandulares (setas). G. Corola (ST),
mesofilo com idioblastos com rafides (ir). H. Detalhe das células epidérmicas da
corola (ST), face adaxial, com destaque para tricoma glandular. |. Vista geral do
fruto maduro (MEV). J. Aspecto geral do fruto (SL), pericarpo (pr), endosperma (ed),
linha de abscisdo (setas brancas), regido do antopddio (setas) e bracteas (br). K.
Detalhe do pericarpo em estadio precoce do desenvolvimento do fruto (ST),
exocarpo (ex), mesocarpo (ms) e endocarpo (en). L. Pericarpo imaturo. M. Detalhe
do pericarpo (ST), testa (ts). N. Pericarpo maduro (ST). O. Vista frontal do exocarpo
(MEV), tricomas (asterisco), e estrias epicuticulares formando uma projecéo central
(setas). Barra de escala =50 mm (D - E, H, O), 100 mm (C, F - G, K - N), 500 nm (A
- B, 1-J).
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Figura 47 (A — N). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium humile. A. Flor (MEV), tricomas glandulares na corola (seta) e antopédio
longo (seta branca). B. Detalhe do rudimento seminal, em secéo longitudinal (SL),
idioblasto de rafides (ir). C. Antera (SL), com aberturas do gréo de poélen indicadas
por setas. D. Aspecto geral da corola (SL), com tricomas glandulares (setas) e
secrecao sob a cuticula (asterisco). E. Detalhe do tricoma glandular (SL). F. Vista
frontal do tricoma glandular (MEV). G. Fruto em estadio precoce do
desenvolvimento, em sec¢édo transversal (ST), exocarpo (ex), mesocarpo (ms) com
idioblastos com rafides (ir) e lacunas (asteriscos). H. Vista geral do fruto maduro,
linha de abscisdo indicada por seta (MEV). I. Mericarpo (SL) imaturo, testa (ts) e
endosperma (ed) em formacédo. J. Unidade de dispersdo (SL), pericarpo (pr),
endosperma (ed) e embrido (em). K. Pericarpo imaturo (ST), exocarpo (ex),
mesocarpo (ms), endocarpo (en), testa e endosperma. L. Detalhe do pericarpo
maduro (ST). M. Detalhe do pericarpo (ST), mesocarpo com idioblasto de réafides
(ir). N. Vista frontal do exocarpo, células pavimentosas com estrias epicuticulares
(MEV). Barra de escala = 50 mnm (E-F, N), 100 mrm (B - D, G, I, K - M), 500 rm (A, H,
J).
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Figura 48 (A — M). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium mazocarpum. A. Botédo floral em antese (MEV), com antopddio (seta). B.
Detalhe do rudimento seminal, em secdo longitudinal (SL). C. Antera
tetrasporangiada, em secao transversal (ST). D. Pormenor do grdo de pélen, com
aberturas evidenciadas por setas. E. Face adaxial da corola, com tricoma glandular
(MEV). F. Corola (ST), tricoma glandular indicado por seta. G. Fruto (SL), detalhe
da regido de abscisdo dos mericarpos (seta). H. Aspecto geral do fruto maduro,
com regido de fragmentacdo dos mericarpos indicada por seta (MEV). I. Fruto
maduro (SL), pericarpo (pr), testa (ts), endosperma (ed) e embrido (em). J.
Pericarpo imaturo, exocarpo (ex), mesocarpo (ms) e endocarpo (en). K. Detalhe do
pericarpo, com células do mesocarpo e endocarpo distendidas. L. Pormenor do
pericarpo (ST). M. Vista frontal das células do exocarpo (MEV). Barra de escala =
50 mm (D, M), 100mm (B-C,E—-F,J—-L), 500 mm (A, G - I).
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Figura 49 (A — 0O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de Borreria
verticillata (A — G) e Psychotria carthagenensis (H — O). A, H. Aspecto geral da flor, em vista
lateral. B. Flor, em sec¢édo longitudinal. C. Detalhe do endotécio (ST). D. e J. Pormenor dos
graos de pélen. E. e K. Fruto maduro. F. Pericarpo em estadios iniciais de desenvolvimento. G.
Pericarpo maduro. |. Antera tetrasporangiada, se¢do transversal (ST). L. Detalhe (vista lateral)
do exocarpo. M. Fruto maduro (ST). N. Detalhe das células do exocarpo e mesocarpo. O.
Detalhe do mesocarpo e endocarpo. Barra de escala = 20 nm (L), 50 nmm (C-D, J), 100 nm (F-

G, I, O), 250 rm (N), 500 nm (B), 1 mm (A, E, M), 2 mm (H, K).
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l1l.4. Relacdes filogenéticas:

l11.4.1. Andlise dos dados morfoldgicos:

A partir das analises dos dados morfolégicos descritos (Tabela 09), foi produzida
uma matriz (Tabela 10) para as 15 espécies em questao, e para o0 grupo externo (duas
espécies). A matriz possui 96 caracteres, dos quais 11 foram variaveis, porém nao-
informativos filogeneticamente, e 85 foram filogeneticamente informativos para a
analise de parcimonia. A analise pelo método de parcimdnia produziu uma arvore com
531 passos, com indice de consisténcia (Cl) de 0,48 e indice de retencéo (RI) de 0,41.
A arvore é mostrada na Figura 50.

No cladograma gerado (Fig. 50) o género Relbunium aparece como grupo
monofilético, e Galium forma o grupo irmédo a este. Esses dois clados possuem em
comum caracteristicas como apice foliar agudo, auséncia do calice, corola rotada,
tricomas glandulares na face adaxial da corola, frutos secos do tipo esquizocarpo, a
excecdo de R. gracilimum e R. hypocarpium, e lacunas no pericarpo. Galium e
Relbunium divergem, principalmente, com relacdo a presenca de quatro bracteas
involucrais em Relbunium, e auséncia das mesmas em Galium.

As espécies do género Galium diferem pela presenca de inflorescéncias em G.
latoramosum, enquanto que G. uruguayense apresenta apenas flores solitarias, e as
folhas da ultima espécie possuem margem translicida.

No clado formado pelas espécies de Relbunium percebemos a formacéo de dois
grandes grupos, denominados A e B, para facilitar a descri¢cdo e posterior discusséao. O
grupo A é constituido por apenas duas espécies - R. gracilimum e R. hypocarpium.
Estas divergem do grupo B pela presenca de frutos carnosos do tipo baga e apice foliar
mucronulado; e diferem entre si pela presenca de folhas obovadas e exclusivamente
membranaceas, areia cristalina nas folhas, ovario tuberculado e face abaxial da corola
glabra em R. gracilimum, enquanto que em R. hypocarpium as folhas nunca séo
obovadas, ndo ha registros quanto a presenca de areia cristalina, o ovario é piloso e a
face abaxial da corola é pilosa.

O clado B, que relune todas as demais espécies de Relbunium, difere de A pela
presenca de frutos secos esquizocarpos. Neste grupo surgem trés agrupamentos — B1,
B2 e B3.
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Figura 50. Arvore obtida a partir de dados morfoldgicos vegetativos e reprodutivos. Valores de
Bootstrap (2000 replicagdes) indicados sobre os ramos. As barras coloridas indicam as sec¢des
de Relbunium, segundo Ehrendorfer (1955).

O primeiro (B1), que diverge dos demais por apresentar corola glabra na face

abaxial, agrupou cinco espécies. Estas cinco espécies estdo reunidas em dois outros

grupos, um deles se distingue por possuir, tricomas retrorsos no caule e tendéncia a

diferenciacdo de tamanho entre as bracteas, duas maiores e duas menores, no qual

incluimos R. equisetoides e R. longipedunculatum. Estes dois taxons apresentam

grande variacdo morfoldgica, sendo facilmente distintos pela presenca de margem

foliar translucida, inflorescéncias com flores sésseis e antopodio imperceptivel em R.
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equisetoides, enquanto que em R. longipedunculatum as flores sdo solitarias com
peddnculos recurvados, e antopédio curto. O outro grupo de espécies, formado no
clado B1, distinguiu-se do anterior por apresentar, principalmente, frutos tuberculados.
Este inclui trés espécies, das quais R. richardianum é considerada basal, e a Unica que
apresenta folhas com &apice obtuso, margens translicidas e flores reunidas em
inflorescéncias. R. nigro-ramosum e R. megapotamicum, espécies muito préximas
morfologicamente, agrupam-se, além da semelhanca entre as folhas, pelo padrdo da
cuticula na parede externa do ovario, pouco comum entre as espécies de Relbunium, o
qual é constituido por finas estrias orientadas em dire¢cdo ao centro na células, no qual
reinem-se e formam uma protuberancia, como uma papila, e pela disposicdo dos
idioblastos no exocarpo do fruto, que o definem como tuberculado, os quais ocorrem
isolados ou reunidos em até 10 células. Apesar da uniformidade morfol6gica dessas
duas espécies, R. nigro-ramosum possui bracteas involucrais de tamanho desigual, ou
seja, duas maiores e duas menores, tratando-se de um caso de convergéncia, em
relacdo ao primeiro clado de B1, enquanto que em R. megapotamicum todas as quatro
bracteas tém o mesmo tamanho.

O segundo grupo (B2) agrupa apenas duas espécies (R. hirtum e R.
ostenianum), devido a presenca de habito ereto, flores sésseis, e goticulas de tanino na
testa; porém estas se individualizam pelas diferencas existentes nas suas bracteas, em
R. hirtum s&o quatro com igual tamanho, enquanto que em R. ostenianum pode variar
entre duas a trés. Além disso, R. ostenianum possui na parede externa do ovario o
mesmo tipo de ornamentacdo da cuticula descrito para R. nigro-ramosum e R.
megapotamicum.

As espécies que constituem o grupo B3 apresentam folhas com margem foliar
nao revoluta e tricomas longos. Este clado estd segmentado em dois outros, cada um
com duas espécies. Um deles, constituido por R. humilioides e R. valantioides, €
sustentado por apresentar bracteas mais largas que longas que envolvem as flores e
os frutos. Enquanto que o outro, formado por R. humile e R. mazocarpum, tem
individuos com habito prostrado, folhas membranaceas, apenas duas bracteas
involucrais e longos antopdédios; e estas duas espécies se diferenciam com relacdo a
presenca de frutos tuberculados em R. mazocarpum.

A Figura 50 mostra a arvore resultante da analise realizada com base em
caracteristicas morfologicas vegetativas e reprodutivas reunidas. Porém outras duas

analises foram elaboradas com o objetivo de comprovar a inconsisténcia dos dados
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vegetativos em oposto aos reprodutivos, ou seja, evidenciar que os dados vegetativos
sdo insuficientes para diferenciar Galium e Relbunium, e suas espécies.

A partir das andlises dos dados morfoldgicos vegetativos (Tabela 09 —
caracteres de 1 a 44) foi produzida uma matriz com 44 caracteres (Tabela 10 —
caracteres de 1 a 44) para a analise de parcimbnia, destes 5 foram constantes, 8
variaveis, porém ndao-informativos filogeneticamente, e 31 foram filogeneticamente
informativos. A analise pelo método de parcimdnia produziu uma arvore com 268
passos, com indice de consisténcia (Cl) de 0,45, e indice de retencéo (RI) de 0,40. A
arvore é mostrada na Figura 51.
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Figura 51. Arvore gerada a partir de dados vegetativos. Valores de Bootstrap (2000
replicacdes) indicados sobre os ramos. As barras coloridas indicam as se¢des do género
Relbunium instituidas por Ehrendorfer (1955).

No cladograma gerado (Fig. 51) ndo houve a formacédo de um grupo exclusivo
para as espécies de Galium e outro para Relbunium. Este cladograma apresenta R.
longipedunculatum como o grupo irmdo das demais espécies em questdo, sendo a
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espécie mais basal. Esta espécie possui em comum com as demais, habito
escandente, muitas ramificacdes na base, folha com 4pice agudo, base séssil, margem
ciliada e células secretoras presentes apenas no apice foliar, distingue-se pela
presenca de pedunculo floral recurvado. Observa-se na arvore (Fig. 51) um grande
clado formado pelas demais espécies, que apresentam em comum a presenca de
margem revoluta. Neste percebe-se dois grupos, A e B.

O grupo A ndo possui espécies com nervuras quaternarias, e esta constituido
por dois outros grupos — Al e A2. O grupo Al é formado por quatro espécies, que se
diferenciam das demais pela presenca de poucas ramificacdes na base, folhas glabras
e com margem translicida. Este clado agrupa G. latoramosum, R. equisetoides, pois
possuem caule e margem foliar com tricomas retrorsos, e G. uruguayense e R.
richardianum, que possuem caule e margem foliar glabros. Estas espécies se
diferenciam quanto a presenca de trés nervuras principais e auséncia de margem
translicida em G. latoramosum; folhas muito pequenas em R. equisetoides; auséncia
de células secretoras em G. uruguayense; e apice foliar obtuso em R. richardianum.

O grupo A2, o qual possui espécies com folhas pilosas, divide-se em dois outros
clados. O primeiro deles apresenta cinco espécies, que se agrupam por possuir folhas
com trés nervuras principais. A partir desse, R. nigro-ramosum aparece como espécie
basal. As demais espécies apresentam poucas ramificagcdes na base, ao contrario de
R. nigro-ramosum, e novamente ha a formacdo de dois outros grupos. Um deles, no
qual esta incluso R. valantioides e R. hirtum, possui folnas com nervuras quaternarias;
e suas espécies se diferenciam pela auséncia de células secretoras e margem foliar
inteira em R. valantioides, e individuos eretos em R. hirtum. O outro agrupamento nao
apresenta espécies com nervuras quaternarias, e esta constituido por R.
megapotamicum, que possui folhas com trés nervuras principais, e R. ostenianum, no
qual as folhas séo uninervadas. Ainda no clado A2, observa-se outro grupo constituido
por trés espécies - R. humilioides, R.mazocarpum e R. humile, este se sustenta pela
presenca de folhas com textura exclusivamente membranacea, habito prostrado e
margem foliar ndo revoluta. Neste clado, R. humile pode ser considerada a espécie
mais basal, ou seja, grupo-irmdo de R. humilioides e R. mazocarpum, pois apresenta
apice agudo e ndo acuminado como as demais espécies. Estas duas Ultimas espécies
se diferenciam pela auséncia de células secretoras em R. mazocarpum.

O grupo B distingue-se por possuir folhas com &pice mucronulado, e com
nervuras quaternarias, e esta constituido por R. gracillimum e R. hypocarpium, que se
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distinguem por R. gracillimum possuir folhas com textura membranécea, enquanto que
em R. hypocarpium as folhas tém textura, principalmente cartaceas.

A partir das analises dos dados morfolégicos reprodutivos (Tabela 09 —
caracteres de 45 a 96) foi gerada uma matriz com 52 caracteres (Tabela 10 —
caracteres de 45 a 96) para a analise de parcimbnia. Destes, 6 foram variaveis, porém
nao-informativos filogeneticamente, e 46 foram filogeneticamente informativos. A
andlise pelo método de parciménia produziu uma &rvore com 262 passos, com indice
de consisténcia (Cl) de 0,47, e indice de retencdo (RI) de 0,51. A arvore € ilustrada na
Figura 52.

—— G. latoramosum
69 Galium
| G. uruguayense

R. equisetoides
— R.richardianum [
59 61
| — R. nigro-ramosum
Al 72 .
61 54 L R. megapotamicum
I
| Relbunium
I
"

—  R. hirtum
71

66 58 L R. ostenianum

R. longipedunculatum

__ R. gracillimum
78

60 L R. hypocarpium

A2 _ R. humilioides

69

| R. valantioides

— R. humile
80

| R. mazocarpum

___ B. verticillata

| P. carthagenensis

Figura 52. Arvore gerada a partir de dados exclusivamente reprodutivos. Valores de Bootstrap
(2000 replicacdes) indicados sobre os ramos. As barras indicam as secbes de Relbunium,
definidas por Ehrendorfer (1955).

O cladograma produzido a partir de dados exclusivamente reprodutivos (Fig. 52)
evidencia, assim como no cladograma que reune todos os dados morfolégicos, a
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distincdo das espécies de Galium e de Relbunium. Da mesma maneira, 0 ramo que
inclui as espécies de Galium estabelece-se como grupo-irmao de Relbunium. Estes
dois clados possuem em comum caracteristicas como: tricomas glandulares na face
adaxial da corola, frutos secos do tipo esquizocarpos, e com lacunas no pericarpo. E
novamente a presenca/auséncia de bracteas separa os dois géneros.

O clado que reune todas as espécies de Relbunium é sustentado pela presenca
de antopddio imperceptivel. Este clado é constituido por dois grandes grupos, A e B. A
presenca de quatro ou duas bracteas involucrais separa as espécies nos grupos A e B,
respectivamente.

O clado A, por conseguinte, mostra-se constituido por dois grupos — Al e A2. O
clado Al, o qual inclui as espécies que apresentam antopédio imperceptivel, tem como
espécie basal R. equisetoides. Esta espécie diferencia-se das demais pela presenca de
face abaxial da corola glabra e fruto com exocarpo ornamentado com cuticulas em
pequenas saliéncias. O agrupamento formado pelas demais espécies Al é sustentado
por possuir exocarpo com cuticula estriada. Este clado formado por seis espécies
mostra-se novamente ramificado em dois grupos. No primeiro deles séo agrupadas trés
espécies - R. richardianum, R. nigro-ramosum e R. megapotamicum. Nos frutos, a
presenca de estrias cuticulares orientadas paralelamente em direcdo ao centro da
célula epidérmica, no qual se observa uma saliéncia, e de idioblastos secretores do
exocarpo ocorrendo isoladamente e reunidos em grupos, define R. richardianum como
grupo-irmao das outras duas espécies, ja que esta ndo apresenta o0 mesmo padréo de
estriacdo e de disposicdo dos idioblastos secretores no exocarpo. As duas espécies
agrupadas - R. nigro-ramosum e R. megapotamicum se distinguem pela presenca de
bracteas involucrais de tamanho desigual para a primeira espécie, enquanto que a
segunda possui todas as bracteas com mesmo tamanho. O segundo grupo reuniu-se
devido a presenca de goticulas de tanino na testa, e também é constituido por trés
espécies — R. hirtum, R. ostenianum e R. longipedunculatum. R. longipedunculatum se
diferencia das demais por apresentar flores pedunculadas e frutos com endocarpo
continuo, ou seja, 0 endocarpo permanece integro durante todo o desenvolvimento da
semente. R. hirtum e R. ostenianum agrupam-se no mesmo clado por apresentar flores
sésseis e endocarpo descontinuo, e diferenciam-se devido a presenca de duas ou trés
bracteas em R. ostenianum, enquanto que R. hirtum possui quatro bracteas involucrais.

As espécies que constituem o clado A2 apresentam antopdédio evidente, e estdo
organizadas em dois grupos. O primeiro formado por R. gracilimum e R. hypocarpium,
individualiza-se pela presenca de frutos carnosos do tipo baga, enquanto que R.
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humilioides e R. valantioides apresentam frutos secos e esquizocarpos. R. gracillimum
diferencia-se de R. hypocarpium por possuir na face abaxial das pétalas, idioblastos
secretores. R. humilioides separa-se de R. valantioides por apresentar na face abaxial
da corola tricomas dispersos, mesocarpo com amplos espacgos intercelulares e
exocarpo com estrias curtas e sem padrdo de orientacao definido; enquanto que em R.
valantioides os tricomas, na face abaxial da corola, restringem-se as margens, 0s
espacos intercelulares no mesocarpo sao reduzidos e pouco frequentes, e com relagéo
a cuticula do exocarpo, é organizada em longas estrias orientadas de forma paralela
umas as outras.

O grupo B, constituido apenas por duas espécies - R. humile e R. mazocarpum
atua como grupo-irmao das demais espécies de Relbunium, devido basicamente a
presenca de apenas duas bracteas involucrais e antopddio longo. E as duas espécies
diferenciam-se entre si por R. mazocarpum apresentar fruto tuberculado, enquanto que

em R. humile o exocarpo é piloso.
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Tabela 09. Caracteres utilizados na anélise fenotipica.

Caracteres estados
. Subarbustos (0) auséncia (1) presenca
. Ervas (0) auséncia (1) presenca
. Habito (0) apoiante (1) prostrado (2) ereto

. Ramifica¢gbes na base
. Base lenhosa
. Caule com formato

. Pilosidade caulinar
. Tricomas retrorsos no caule
. Tricomas do caule
10. Distancia entrends
11. Estipulas

12. Area foliar

13. Textura da folha
14. Folha oblonga

15. Folha ovada

16. Folha eliptica

17. Folha obovada

© 00~ OO, WNBE

18. Base foliar

19. Base séssil

20. Apice foliar

21. Margem foliar

22. Margem ciliada

23. Margem - tricomas retrorsos
24. Margem - células papilosas
25. Margem translucida

26. Folhas

27. Tricomas na face adaxial

28. Tricomas na face abaxial

29. Orientacao dos tricomas na
face abaxial

30. Tricomas nas folhas

31. Folhas — estbmatos

(0) pouco ramificada

(0) auséncia
(0) quadrangular

(0) ausente
(0) ausentes
(0) ausentes
(0) até 5 mm
(0) fimbrilares
(0) leptdfilas
(0) membranacea
(0) ausente
(0) ausente
(0) ausente
(0) ausente

(0) peciolada
(0) ausente

(0) obtuso

(0) n&o revoluta
(0) ausente

(0) ausente

(0) ausentes
(0) ausente

(0) glabras

(0) ausentes

(0) ausentes
(0) ausentes

(0) ausentes

(0) anfiestomaticas

(1) muito ramificada
(1) presenca
(2) cilindrico

(1) pouco densa

(1) presentes

(1) curtos

(1) até 10 mm

(1) foliares

(1) nandfilas

(1) cartacea

(1) estreitamente oblonga
(1) lanceolada (3:1)

(1) estreitamente eliptica
(1) oblanceolada

(1) séssil

(1) presente

(1) acuminado

(1) revoluta

(1) presente

(1) presente

(1) presentes

(1) presente

(1) pilosa face adaxial
(1) sem direcéo definida

(1) dispersos lamina foliar
(1) sem direcéo definida

(1) curtos

(1) hipoestométicas

(2) cilindrico, quadrangular ramos
jovens
(2) densa

(2) médios
(2) até 20 mm

(2) micrdfilas

(2) oblonga

(2) estreitamente ovada

(2) eliptica

(2) estreitamente oblanceolada a
oblanceolada

(2) agudo

(2) pilosa face abaxial

(2) preferencialmente
direcionados para o apice

(2) sobre nervuras medianas

(2) em direcéo ao apice

(2) médios

(3) muito densa

(3) longos
(3) até 25 mm

(4) mais 25 mm
(3) notofilas

(3) linear

(3) orbiculada

(3) mucronulado

(4) mucronado

(3) pilosa ambas faces

(3) longos
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continuacao

Caracteres

estados

32

33
34
35
36
37

38

39.
40.

41.
42.
43.
44,

45.
46.

47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.

54.
55.
56.
57.

58

59

60

. Células secretoras

. Nervuras principais

. Padrdo de venagéo

. Nervura priméria

. Nervura priméria retilinea

. Profus@o de elementos
xileméaticos no apice da folha
. Arcos das nervuras
secundarias

Nervuras secundarias
Nervuras terciarias

Nervura marginal
Nervura quaternaria
Aréolas

Hidatddio

Individuos com flores
Flores, agrupamento

Morfologia da inflorescéncia
Flores com pedinculo
Pedinculo

Numero de bracteas
Tamanho das bracteas
Bracteas, proporcao
Bracteas

Antopaodio

Calice

Corola do tipo forma
Células epidérmicas da

corola com cuticula

. Face abaxial da corola com
tricomas simples

. Face adaxial da corola com
tricomas

. Tricomas glandulares na

corola

(0) ausentes

(0) uma
(0) ndo definido
(0) moderada

(0) nunca porc¢éo sinuosa

(0) ausente
(0) incompletos

(0) ascendentes
(0) ausentes

(0) ausente
(0) ausentes
(0) ausentes
(0) ausente

(0) bispdricas
(0) apenas solitarias

(0) ausente
(0) ausente
(0) ausente
(0) ausentes
(0) ausentes
(0) ausentes
(0) ausentes

(0) ausente

(0) evidente

(0) hipocrateriforme
(0) saliéncias

(0) ausentes

(0) simples

(0) ausentes

(1) reunidas no apice foliar

(2) trés

(1) definido

(1) robusta

(1) porgéo sinuosa no apice
(1) presente

(1) completos

(1) descendentes
(1) arcos incompletos

(1) incompleta

(1) presentes

(1) presentes

(1) sem participacéo da
nervura secundaria

(1) monosporicas

(1) apenas reunidas em
inflorescéncias

(1) dicasio simples

(1) ereto

(1) até 5 mm

(1) duas bréacteas

(1) todas de mesmo tamanho

(1) mais largas que longas

(1) ndo envolvendo flores e
frutos

(1) imperceptivel

(1) reduzido

(1) campanulada

(1) estrias

(1) nas margens
(1) glandulares

(1) dispersos no limbo

(2) dispersas na lamina foliar

(2) macica

(2) incompletos e completos

(2) ascendentes e descendentes
(2) arcos completos

(2) completa

(2) com participagéo da nervura
secundaria

(2) inflorescéncias e flores
solitarias no mesmo individuo

(2) dicasio composto

(2) recurvado

(2) até 10 mm

(2) duas a trés bracteas

(2) duas maiores e duas menores

(2) mais longas que largas

(2) envolvendo as flores e frutos

(2) curto

(2) ausente
(2) infundibuliforme

(2) dispersos no limbo

(2) nas margens e sobre a
nervura central

(3) dispersas na lamina foliar e reunidas no

apice

(3) arcos incompletos e
completos

(3)paniculada (4) glomérulo

(3) até 15 mm
(3) quatro bracteas

(4) até 20mm

(3) longo

(3) rotada
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continuacao
Caracteres estados
61. Tricomas glandulares (0) ausentes (1) uma coluna (2) duas a trés colunas (3) trés a cinco colunas

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.
71.

72.

73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.

80.

81.
82.

83.

orientados sobre as margens
Tricomas glandulares sobre
a nervura central

Corola com células grandes
na face abaxial da corola
Mesofilo da corola

Mesofilo da corola com
espacos intercelulares
Idioblastos com rafides no
mesofilo da corola

Células da epiderme externa
do ovario com células de
formato

Células da epiderme do
ovario com cuticula

Estrias orientadas

Ovdério

Parede do ovéario
tuberculada

Parede do ovario com
células papilosas
Antopddio nos frutos
Fruto

Fruto carnoso do tipo
Frutos secos

Pericarpo

Fruto tuberculado
Células do exocarpo com
divisGes periclinais
Exocarpo maduro com
células papilosas
Exocarpo com idioblastos

Idioblastos dos frutos

Mesocarpo com células

(0) ausentes
(0) ausentes

(0) duas a quatro
camadas
(0) reduzidos

(0) junto a epiderme
adaxial

(0) plano

(0) em saliéncias

(0) sem orientagéo
definida

(0) glabro

(0) ausente

(0) ausentes

(0) ausente
(0) carnoso
(0) ausente
(0) ausentes
(0) glabro
(0) ausente
(0) ausentes

(0) ausentes

(0) ausentes

(0) ausentes

(0) grandes,
isodiamétricas

(1) uma coluna

(1) presentes

(1) quatro a seis camadas
(1) abundantes

(1) interior do mesofilo

(1) arredondado

(1) em estrias

(1) paralelas ao longo maior
dimensé&o das células

(1) piloso

(1) presente

(1) presentes

(1) idéntico as flores
(1) seco

(1) baga

(1) capsula septicida
(1) piloso

(1) presente

(1) presentes

(1) presentes

(1) com cuticula em saliéncias
ou estrias curtas
(1) apenas isolados

(1) alongdas

(2) duas a trés colunas

(2) mais que seis

(2) em direcéo ao centro da célula
- espinho

(2) mais longo do que nas flores

(2) drupa
(2) esquizocarpo

(2) com cuticula em estrias longas
e finas
(2) isolados e em grupos
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continuacao
Caracteres
84. Camadas celulares no

estados
(2) mais que sete

(0) trés a cinco (1) quatro a sete

85.
86.
87.
88.
89.

90.
91.

mesocarpo jovem

Numero de camadas no
mesocarpo maduro
Mesocarpo com divisdes
periclinais

Tecido do mesocarpo
Mesocarpo com lacunas
Espacos intercelulares no
mesocarpo

Mesocarpo com suculéncia
Endocarpo uniestrastificado

(0) duas a trés

(0) ausentes

(0) células isodiamétricas
(0) ausentes

(0) pouco frequentes

(0) ausente
(0) ausente

(1) trés a seis
(1) presentes
(1) aspecto de palicada
(1) presentes

(1) muito frequentes

(1) presente
(1) presente

92. Endocarpo (0) descontinuo (1) continuo

93. Endocarpo integro (0) visivel (1) n&o visivel

94. Testa (0) uma camada de (1) mais de uma camada de
células células

95. Camada celular da testa (0) integra (1) com porgdes fragmentadas

96.

Testa com uma camada

(0) sem goticulas de
tanino

(1) com goticulas de tanino
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Tabela 10. Matriz de dados fenotipicos das espécies de Galium, Relbunium e grupo externo.

Caracteres
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Espécies

8

7

G.latoramosum

G.uruguayense
R.equisetoides

R.richardianum
R.gracillimum

R.hypocarpium

R.nigro-ramosum

R.humilioides

R.valantioides
R.hirtum

1
0

R.longipedunculatum
R.megapotamicum
R.ostenianum
R.humile

R.mazocarpum
B.verticillata

P.carthagenensis

Caracteres
33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

Espécies

G.latoramosum

G.uruguayense
R.equisetoides

R.richardianum
R.gracillimum

R.hypocarpium

R.nigro-ramosum

R.humilioides

R.valantioides
R.hirtum

0
1

R.longipedunculatum
R.megapotamicum
R.ostenianum
R.humile

R.mazocarpum
B.verticillata

P.carthagenensis
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continuacao

Caracteres
65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96

Espécies

G.latoramosum

G.uruguayense
R.equisetoides

R.richardianum
R.gracillimum

R.hypocarpium

R.nigro-ramosum

R.humilioides

R.valantioides
R.hirtum

0
0

R.longipedunculatum
R.megapotamicum
R.ostenianum
R.humile

R.mazocarpum
B.verticillata

P.carthagenensis
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11.4.2. Anédlise dos dados moleculares:

Foram analisados dois fragmentos de DNA, correspondendo aos espacadores
ITS (ITS1 + ITS2) do rRNA nuclear e ao espacador intergénico trnL-F do genoma
plastidial.

As sequéncias de ITS apresentaram variagdo de comprimento, entre 577-612
pares de base (pb) para as espécies do género Galium analisadas, e de 610-656 pb
para as de Relbunium. Foi avaliado um total de 745 caracteres, dos quais 413 foram
constantes, 203 variaveis, sendo que 129 mostraram-se filogeneticamente informativos.
A andlise pelo método de parcimdnia produziu 7366 arvores, das quais foi calculado
um consenso estrito (Fig. 53) com 572 passos, com indice de consisténcia (Cl) de 0,75,
e indice de retencéo (RI) de 0,43.

A Figura 53 mostra um grande clado formado por todas as espécies de
Relbunium, incluindo Galium uruguayense, e como grupo irmao a esse esta G. aparine.
O clado formado pelas demais espécies, sustentado pelo valor 82 de bootstrap,
subdivide-se em um clado que relne cinco espécies de Relbunium e G. uruguayense,
e o restante das espécies aparecem em uma politomia. O grupo sustentado com valor
60 de bootstrap, reuniu R. nigro-ramosum, R. megapotamicum, R. hirtum, R.
ostenianum, R. humile, R. mazocarpum e G. uruguayense. Este clado € constituido por
dois pequenos grupos: um deles, com valor de bootstrap 57, relne quatro espécies,
nesse grupo R. hirtum e R. ostenianum encontram-se fortemente relacionadas, cuja
relacdo apresenta o suporte com valor 97 de bootstrap. Porém neste clado A, outras
duas espécies apresentam relacdes filogenéticas ambiguas - R. nigro-ramosum e R.
megapotamicum. O segundo pequeno clado, sustentado com valor 66 de bootstrap, €
constituido por R. humile, R.mazocarpum e G. uruguayense. Neste clado observa-se a
estreita relacdo de R. humile e R. mazocarpum, fortemente sustentada com valor 100
de bootstrap. A este grupo une-se G. uruguayense como grupo irmao.

As sequéncias correspondentes ao espacador trnL-F também apresentaram
variacdo de comprimento, sendo esta de 400 a 432 pb. Foram analisados 480
caracteres, dos quais 324 foram constantes, 137 variaveis porém n&o-informativos
filogeneticamente, e apenas 19 foram informativos filogeneticamente. A andlise pelo
método de parcimbnia produziu 8452 arvores, das quais foi calculado um consenso
estrito (Fig. 54) com 478 passos, indice de consisténcia (Cl) de 0,75 e indice de

retencdo (RI) de 0,62. A pequena quantidade de caracteres informativos proporcionou
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a formacao de uma arvore que ndo acrescentasse muitas informacdes com relacéo ao
grupo em questdo. A arvore apresenta, quase que em sua totalidade, uma politomia.
Contudo, apenas duas espécies formaram um clado — R. humile e G. uruguayense,

com valor de bootstrap 60.

Bootstrap

R.nigro ramosum

57 R.megapotamicum

R.hirtum

97

60 R.ostenianum

R.humile
100

R.mazocarpum

66

G.uruguayense

R.richardianum

82

R.hypocarpium

R.longipedunculatum

R.humilioides

R.valantioides

R.gracillimum

58

G.aparine

B.verticillata

P.carthagenensis

Fig. 53. Consenso estrito calculado a partir da analise de sequéncias de ITS. Grupo
externo constituido por Borreria verticillata e Psychotria carthagenensis. Valores de bootstrap

(1000 replicacdes) indicados sobre os ramos.
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Bootstrap

100

60

100

R.nigro ramosum

R.richardianum

R.humilioides

R.longipedunculatum

R.megapotamicum

R.hirtum

R.ostenianum

R.humile

G.uruguayense

R.mazocarpum

R.vile

B.verticillata

P.carthagenensis

Psy genbank

Fig. 54. Arvore consenso estrito a partir da andlise de seqiiéncias de trnL-F. Grupo

externo constituido por B. verticillata e P. carthagenensis. Valores de bootstrap (1000
replicacdes) indicados sobre os ramos.

A baixa resolucao das arvores geradas a partir dos caracteres de trnL-F, ndo

dos quais 742 constantes,

339 nao-informativos

propiciou, quando combinado ao ITS, grandes diferencas quando comparada a arvore
obtida exclusivamente com o ITS. Nessa analise foram observados 1230 caracteres,
filogeneticamente, e 149

filogeneticamente informativos. A andlise pelo método de parcimdnia produziu 7944
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arvores, das quais foi calculado um consenso estrito (Fig. 55) com 849 passos. Como
ja mencionado, a arvore gerada pela combinacdo dos dois fragmentos (ITS e trnL-F)
assemelha-se muito a arvore gerada a partir da matriz de ITS, porém, ao invés de dois
clados, observa-se a formacao de apenas um, sendo G. aparine posicionado na base
desse.

Bootstrap

R.nigro ramosum

R.megapotamicum

R.hirtum I
97

67

R.ostenianum

R.humile

R.mazocarpum

73

G.uruguayense

R.richardianum

94

R.hypocarpium

R.longipedunculatum

R.humilioides

R.valantioides

R.gracillimum
62

G.aparine

B.verticillata

P.carthagenensis

Fig. 55. Arvore consenso estrito calculada a partir da andalise de seqiiéncias de ITS e
trnL-F combinados. Grupo externo constituido por B. verticillata e P. carthagenensis. Valores de
bootstrap (1000 replicacdes) indicados sobre os ramos. As barras coloridas indicam duas das
trés secdes criadas para o género Relbunium (Ehrendorfer 1955).
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O clado que agrupa a totalidade das espécies de Relbunium analisadas e
igualmente G. uruguayense, mostra que sete espécies relacionam-se entre si em um
grupo sustentado com o valor 67 de Bootstrap e as demais encontram-se politomizadas
na arvore consenso. Nesse grupo, observa-se a forte relacdo entre R. humile, R.
mazocarpum e G. uruguayense, sendo esse grupo sustentado com o valor 73 de
Bootstrap, observa-se que a relacdo entre R. humile, R. mazocarpum é extremamente
robusta (valor 100 de Bootstrap). O outro grupo observado redne R. hirtum e R.

ostenianum igualmente bem sustentado (97).
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l11.4.3. Andlises combinada dos dados morfolégicos e moleculares:

Além das arvores geradas a partir dos dados morfoldégicos e moleculares em
separado, foram geradas arvores que reinem os dois tipos de caracteres. Para tanto,
foram analisados 1326 caracteres, dos quais 744 foram constantes, 354 variaveis
porém ndo-informativos filogeneticamente, e 228 varidveis e filogeneticamente
informativos. A analise de parciménia produziu 5199 arvores, das quais foi calculado
um consenso estrito (Fig. 56) com 975 passos, indice de consisténcia (Cl) de 0,72 e
indice de retencao (RI) de 0,43. A partir desses dados foram geradas duas analises
distintas, na primeira delas (Fig. 56), assim como em todas as outras analises
realizadas, todos os caracteres tiveram o mesmo peso. Enquanto que na segunda
andlise (Fig. 57) foi estabelecido um peso distinto para apenas um carater. O carater
escolhido foi aquele que nas andlises morfolégicas mostrou-se significativo para
separar as espécies de Galium das de Relbunium — auséncia ou presenca de bracteas

involucrais (carater 50 da matriz morfoldgica).

Bootstrap

R.nigro ramosum

69 R.megapotamicum

R.hirtum
98

R.ostenianum

R.richardianum

R.hypocarpium
76

R.gracillimum

90

R.longipedunculatum

R.humile
99

R.mazocarpum

R.humilioides

G.uruguayense

R.valantioides

76

G.aparine  / G.latoramosum

B.verticillata

P.carthagenensis

Figura 56. Arvores consenso estrito calculada a partir das anélises de dados morfolégicos e
moleculares, seqiéncias de ITS e trnL-F combinados. Valores de bootstrap (1000 replicactes)

indicados sobre os ramos. Analise com caracteres apresentando pesos iguais.
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Bootstrap
R.nigro ramosum

72 R.megapotamicum

R.hirtum 1l

97

R.ostenianum

R.richardianum

R.hypocarpium
72

Relbunium

58 L R.gracilimum

R.longipedunculatum

R.humile
100 |||

R.mazocarpum

R.humilioides

R.valantioides

94 ——— G.uruguayense
57

Galium

G.aparine  / G.latoramosum

B.verticillata

P.carthagenensis

Figura 57. Arvores consenso estrito calculada a partir das analises de dados
morfolégicos e de moleculares, seqiiéncias de ITS e trnL-F combinados. Valores de bootstrap
(1000 replicagdes) indicados sobre os ramos. Analise com caracteres apresentando pesos
distintos. As barras coloridas indicam as sec¢des segundo Ehrendorfer (1955).

Conforme o esperado, quando comparamos o0s caracteres moleculares
analisados em comparacdo aos caracteres morfoldégicos, as arvores geradas
apresentam uma menor resolugdo ao confrontarmos com aquelas obtidas
exclusivamente por caracteristicas morfolégicas, pois as arvores obtidas a partir dos
dados moleculares, evidenciaram, em sua maioria, muitas politomias.

Na primeira arvore (Fig. 56) da analise combinada, na qual todos os caracteres
tém pesos iguais, G. aparine / G. latoramosum, como em todas as outras analises

realizadas surge como grupo irmdo das demais espécies. O Unico grande clado
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formado reune trés pequenos clados e algumas politomias. O primeiro clado mostra-se
muito semelhante ao clado formado na andlise exclusiva para ITS, pois retne R. nigro-
ramosum, R. megapomicum, R. hirtum e R. ostenianum; as Unicas diferencas
encontradas sdo com relacdo aos valores de bootstrap, que em ITS € de 57 e na
combinada é de 69, e de 97 para 98 para o clado que aproxima R. hirtum e R.
ostenianum. O segundo e o terceiro clados confirmam as rela¢cdes sugeridas pela
andlise morfolégica entre R. gracilimum e R. hypocarpium, e R. humile e R.
mazocarpum, com valores de bootstrap de 76 e 99, respectivamente.

A segunda arvore (57), a qual tem peso diferenciado para o carater morfoldgico
presenca/auséncia de bracteas, manteve-se muito semelhante a primeira, com
excecao da posicdo de G. uruguayense que antes fazia parte do grande clado que
reunia as espécies de Relbunium, e que agora faz parte do grupo irmao juntamente
com G. aparine. Além disso, os valores de bootstrap também sofreram algumas
alteracbes. Essa segunda arvore foi gerada no intuito de evidenciar a importancia da

auséncia ou presenca das bracteas na filogenia dos géneros.
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IV - DISCUSSAO

A partir de 1949, com o trabalho de Ehrendorfer, os géneros Galium e
Relbunium vém recebendo maior atencao dos morfologistas e taxonomistas. Contudo a
delimitacdo desses dois géneros, e de suas espécies, € ainda discutida. A morfologia
desses taxons é muito semelhante, e as caracteristicas morfologicas utilizadas para
separa-los sdo, em grande parte, muito plasticas, variando de acordo com o ambiente
(Puff 1975).

O género Galium distingue-se dos demais géneros da familia Rubiaceae por
apresentar caracteristicas como: individuos herbaceos a subarbustivos, caule
guadrangular, folhas com textura cartacea a membranacea, de margens revolutas ou
ndo (Dempster & Ehrendorfer 1965), n6 com duas folhas opostas e duas ou mais
estipulas foliares (Dempster 1982), tricomas diminutos, retrorsos, mais ou menos
aculeados no caule e nas folhas, e tricomas uncinados nos frutos (Dempster 1981).
Com relagéo ao género Relbunium, esses caracteres vegetativos citados sdo comuns,
sendo necessaria a utilizacdo de dados a partir dos 6rgados reprodutivos, como por
exemplo, a presenca de bracteas involucrais e flores sésseis (Schumann 1891,
Ehrendorfer 1955, Dempster 1978).

Os resultados direcionados a morfologia das por¢cbes vegetativas das espécies
de Galium e Relbunium, aqui estudadas, ndo contribuiram para sua distincdo, ou seja,
h& uma uniformidade nos caracteres da morfologia vegetativa das espécies. A partir
das andlises cladisticas com base em caracteres morfologicos vegetativos (Fig. 50 e
51), observamos que os dois géneros analisados sdo semelhantes em relacdo ao
habito, pilosidade caulinar, numero de folhas e estipulas por nd, apice e base foliar,
distribuicdo das células secretoras na lamina foliar e padrdo de nervacdo. Porém,

algumas caracteristicas foliares revelam-se Uteis para auxiliar na separacao de taxons
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infragenéricos, como por exemplo: forma, pilosidade, textura, apice, base, posicao dos
estdmatos e margem das folhas.

A forma da lamina foliar mais frequente entre as espécies de Rubiaceae é a
aproximadamente eliptica (Robbrecht 1988), como nas espécies de Joosia (Andersson
1997) e de Ernodea (Negron-Ortiz & Hickey 1996). Contudo, as espécies da tribo
Rubieae apresentam folhas de lineares a lanceoladas (Rutishauser 1999). Em
Relbunium percebe-se uma ampla variagdo com relagéo ao formato foliar, que varia de
oblongo, eliptico, ovado a obovado, ou seja, séo registradas para o género todas as
formas basicas de folhas descritas por Hickey (1974). Além disso, em algumas
espécies, sdo encontradas de duas a trés formas distintas de folhas, como observado
em R. hypocarpium e R. longipedunculatum. Porém algumas espécies do género, além
de apresentarem apenas um tipo de folha, esta se mostra exclusiva ao respectivo
taxon, como em R. richardianum, R. gracillimum e R. humilioides, que possuem folhas
oblongo-lineares, obovadas e eliptico-orbiculares, respectivamente, evidenciando
autapomorfias.

Com relagcéo ao apice foliar, em Rubiaceae, o tipo agudo € de ocorréncia mais
frequente (Robbrecht 1988), e 0 mesmo se repete para as espécies de Galium e
Relbunium. Entretanto, repetindo as observacdes para o formato das folhas,
autapomorfias também séo reconhecidas em R. richardianum e R. humilioides, que
apresentam apice obtuso e acuminado, respectivamente. J& em R. gracilimum e R.
hypocarpium o &pice foliar € do tipo mucronulado, caracterizando, para esses taxons,
uma sinapomorfia (Fig. 50 e 51).

Dentre as espécies analisadas, apenas as folhas de G. uruguayense, R.
richardianum e R. equisetoides apresentam margens transllcidas, pela presenca de
corddes de tecido colenquiméatico. No cladograma construido a partir de caracteres
vegetativos observamos a formacdo de um clado — Al (Fig. 51), constituido por G.
latoramosum, R. equisetoides, G. uruguayense e R. richardianum, o qual agrupa as
espécies que possuem as margens translicidas. Com base nessa observacao
podemos inferir que a presenca de margem translicida é uma sinapomorfia comum as
espécies que o constituem, a excecdo de G. latoramosum, que ndo apresenta essa
caracteristica, estabelecendo entdo, um caso de reversdo. Porém, quando analisamos
a arvore construida a partir de dados combinados (vegetativos e reprodutivos) (Fig. 50),
ndo observamos a formacdo de um clado que agrupa as espécies que possuem esse

carater, mas sim o surgimento independente desse carater em trés eventos distintos.

134



Andlises morfolégicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

De acordo com Esau (1976), o colénquima pode se diferenciar ao longo do
bordo foliar, e tem como funcdo auxiliar na sustentacdo do 6rgao, acompanhando o
crescimento da lamina foliar, devido a maleabilidade das paredes de suas células.
Bressan (1997) ao descrever a morfologia das folhas de espécies de Relbunium, ndo
menciona a presenca das margens transllcidas e de cord@es de tecido colenquimatico.
Essa diferenciacdo no mesofilo das margens das folhas e estipulas foi percebida por
Dempster (1973b, 1982), no caso de G. aschenbornii e R. richardianum, ndo havendo
registros para outras espécies da tribo Rubieae. Vieira et al. (1992) descreve a
presenca de colénquima para o bordo foliar de Psychotria nuda — tribo Psychotrieae,
sem evidenciar o aspecto translicido das margens das folhas a olho nu. Dempster
(1973b) sugere que as células que constituem a margem das folhas de algumas
espécies de Galium contém células com incrustacfes de calose em suas paredes. A
presenca de calose nessa regido da folha ndo foi observada nos individuos aqui
analisados e, além disso, ndo ha registros na literatura da ocorréncia deste tipo de
carboidrato em células do colénquima.

Metcalfe & Chalk (1979) descreveram para as Rubiaceae estdbmatos do tipo
paracitico, com duas a quatro células subsidiarias. Accorsi (1949), ao analisar 601
espécies de Rubiaceae, ndo registra estbmatos com mais de duas células subsidiarias
para espécies de Galium e Relbunium, diferindo do observado em R. nigro-ramosum,
R. humilioides e R. megapotamicum. Accorsi (1949) e Robbrecht (1988) constataram
gue a maioria das folhas das espécies de Rubiaceae sdo hipoestomaticas, como
confirmado para a tribo Knoxieae (Puff & Robbrecht 1989), Psychotrieae (Piesschaert
et al. 2001), género Rondeletia (Kocsis et al. 2004), entre outros. Apesar da
uniformidade na morfologia dos estdmatos, a presenca destes em apenas uma ou nas
duas faces da lamina foliar, auxilia na separacdo das espécies de Relbunium.
Entretanto, em R. equisetoides e R. richardianum as folhas apresentam-se
anfiestoméaticas, caracterizando um aparecimento independente desta caracteristica
nas duas espécies (Fig. 50 e 51), provavelmente como adaptacdo ao ambiente
ensolarado das mesmas.

Os idioblastos secretores sdo células que diferem consideravelmente das
demais células epidérmicas, e encontram-se em todas as partes da planta, tanto em
orgaos vegetativos como reprodutivos. Tais células sdo consideradas isodiamétricas ou
alongadas, com conteldo citoplasmatico diverso: resinas, 6leos, taninos, mucilagem,
etc. (Esau 1976). Na familia Rubiaceae, as primeiras mencfes dessas células foram
para espécies de Rubia, Anthospermum e Nenax (Solereder 1899). Holm (1907) ao
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perceber a presenca desses idioblastos em Galium pilosum, G. circaezans e G.
latifolium, os descreveram como grandes células resiniferas ou secretoras, presentes
na face abaxial das folhas. As células ou idioblastos secretores estdo presentes na
porcdo apical, ou também dispersas na lamina foliar da face abaxial das folhas e
estipulas das espécies aqui estudadas, com excecao de G. uruguayense, R.
valantioides e R. mazocarpum. A presenca desses idioblastos nas espécies da tribo
Rubieae pode ser considerada uma sinapomorfia nesse grupo. A auséncia dessas
células em algumas espécies — Galium uruguayense, Relbunium valantioides e R.
mazocarpum, caracteriza retorno ao estado plesiomorfico, ou seja, define um caso de
reversao.

Apesar da grande variagdo no numero das células secretoras presentes na face
abaxial das folhas, esta ndo foi considerada um carater informativo para a taxonomia
do grupo; somente dados relativos ao posicionamento dessas células na lamina foliar
mostraram-se Uteis. Essa constatacdo diverge das observacdes de Dempster (1990),
gue ao transferir as espécies de Relbunium para Galium, destaca que essa distribuicéo
ndo é carater informativo para taxonomia do grupo, contudo auxilia na distincdo de
espécies. Porém, a presenca e distribuicdo dos idioblastos secretores foram utilizadas
a fim de auxiliar na taxonomia de Galium (Dempster & Ehrendorfer 1965, Dempster &
Stebbins 1971, Dempster 1978) e Relbunium (Porto & Mariath 1975, Mariath 1979).

De acordo com Dempster & Stebbins (1971), no género Galium as células
secretoras estdo presentes apenas em espécies que possuem duas folhas e duas
estipulas, e ocorrem na Europa ou América do Norte. Nicolas (1929) as identificou em
Galium boreale, G. cruciata, G. hirsutum, G. pedemontanum, G. rotundifolium, G.
rubioides, G. vernum, Rubia indecora, Relbunium valantioides, R. relbum; Accorsi
(1949) em Hilia parasitica, Relbunium ovale, R. buxifolium e R. hirtum; e Vieira (1986)
em Diodia radula.

Esses idioblastos secretores, de acordo com Nicolas (1929), tém funcao
desconhecida. Dempster (1968) sugere que estas células estdo diretamente
relacionadas a curvatura do apice das folhas de G. serpenticum, e atuam contra o frio.
Em 1978, Dempster indica que além da protecdo contra o frio, as células secretoras
tém a funcdo de proteger os tecidos da folha contra altas taxas de evaporacédo e
herbivoria. Através de testes histoquimicos confirmou-se a presenca de substancias
lipidicas nos idioblastos secretores. Esta constatacdo mostra-se de acordo com as
observacdes de Nicolas (1929), que afirma que a substancia encontrada nas células

secretoras tem natureza lipidica, e enquadra-se nas fitosterinas; enquanto que Metcalfe
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& Chalk (1979) afirmaram que o conteudo desses idioblastos é ndo-especifico. Vieira et
al. (2001), analisando a composi¢do quimica presente nas cavidades secretoras de
Rustia formosa, reativas ao sudan Ill, citam que 75 diferentes componentes de
terpenos foram detectados através de estudos cromatograficos. A fitosterina,
mencionada por Nicolas (1929) enquadra-se na classe dos terpenos, que € a maior
familia de produtos naturais entre a angiospermas, com cerca de 22.000 compostos
descritos (Connolly & Hill 1991). Os terpenos exercem diversas funcdes nas plantas,
atuando como horménios — giberilinas e acido abscisico, pigmentos fotossintéticos -
carotenoides, carregadores de elétrons - plastoquinonas (McGarvey & Croteau 1995).
De acordo com esses autores as fitosterinas sdo o principal constituinte de
componentes estruturais de membranas, e, segundo Dey & Harborne (1997), sdo
substancias importantes para 0 crescimento vegetativo para producdo de novas
membranas por divisdo celular e como fator de estimulo especifico.

Em contraste com muitos outros grupos de Euasterids | (sensu APG 2003), em
Rubiaceae os tricomas tém estrutura simples, e apresentam pouca diversidade
morfolégica; mostram-se unicelulares, unisseriados e n&o-ramificados (Robbrecht
1988), como observado nas espécies aqui analisadas. Verdcourt (1958) ao examinar
tricomas de muitas espécies de Rubiaceae, e sugerir que esse carater € muito
subjetivo para separar taxons, separou o0s tricomas em dois grupos — indumento interno
e indumento externo. Os tricomas do indumento interno sdo necessariamente
unicelulares com paredes delgadas. O indumento externo € mais variavel, e nesse
grupo, Verdcourt (1958) reconhece dois tipos de tricomas: articulados e cilindricos, que
correspondem a tricomas pluricelulares e unicelulares, respectivamente, como
descritos por Robbrecht (1988). Para Robbrecht (1988) os tricomas unicelulares podem
ser longos e cilindricos, curtos com paredes espessas, curtos com paredes delgadas,
ou em forma de “T”. Nos grupos em estudo os tricomas, quando presentes, tanto no
caule como nas folhas, mostraram-se sempre unicelulares, longos ou curtos, e com
paredes espessas. O indumento externo de um téxon particular em Rubiaceae é
considerado um carater uniforme, ou seja, em todas as partes da planta ndo ha
variagdes com relacdo a sua caracterizacao, diferindo apenas com relacdo ao tamanho
do tricoma (Robbrecht 1988). O mesmo foi observado para as espécies de Galium e
Relbunium analisadas, porém, variagbes com relacdo a densidade de tricomas foi
observada. Em muitas espécies de Rubiaceae, as paredes dos tricomas possuem
incrustacdes de silica, mostrando-se birrefringentes sob a microscopia de luz
polarizada (Uphof 1962), ndo sendo observado em G. latoramosum, R. hypocarpium,
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R. humilioides, R. valantioides, R. hirtum, R. longipedunculatum, R. humile e R.
mazocarpum, apesar da polarizagcédo de suas paredes.

Os tricomas dispersos na lamina foliar de R. hypocarpium, R. nigro-ramosum e
R. hirtum, orientam-se, preferencialmente, em direcdo ao 4pice da folha, isto é, tém
orientacdo acroscoépica (Uphof 1962). Esse tipo de orientacdo ja foi descrita para
espécies de Galium (Dempster 1973c, 1978, 1982) e de Relbunium (Mariath 1979).
Além dos tricomas dispersos na lamina foliar, observamos, no bordo da folha de G.
uruguayense, R. richardianum, R. hypocarpium, R. megapotamicum, R. humile e R.
mazocarpum a presenca de tricomas com protuberancias conspicuas, denominados
tricomas papilosos (Uphof 1962), ou papilas (Metcalfe & Chalk 1979); e de tricomas
retrorsos em G. latoramosum, R. equisetoides, R. gracillimum e R. longipedunculatum.
Os tricomas retrorsos orientam-se em direcao a base do 6rgdo em que estao inseridos,
ou seja, tem orientacdo basiscopica (Uphof 1962), e possuem formato de gancho.
Tricomas com orientacdo basiscépica e em forma de ganchos, presentes em espécies
do género Galium, estdo relacionados ao hébito escandente de seus individuos (Uphof
1962).

Com relacao a venacao foliar, muitos autores utilizaram-na com sucesso a fim
de auxiliar nos estudos taxonémicos e facilitar a identificacdo de espécies (Felippe &
Alencastro 1966; Matos 1969; Menezes et al. 1969, Arbo 1977 e Yi et al. 1998). No
presente trabalho foi utilizada a classificacéo de Hickey (1974), como em Girardi (1973,
1975) e Girardi-Deiro (1975), que analisaram a venacdo foliar de espécies de
Meliaceae do Estado do Rio Grande do Sul. Na familia Rubiaceae sdo poucos o0s
trabalhos que enfatizam a vascularizacdo foliar das espécies. Dillenburg (1978) ao
revisar as espécies da tribo Psychotrieae para o Estado do Rio Grande do Sul,
menciona apenas a robustez das nervuras primarias e secundarias das folhas; Mariath
(1979) detalha a vascularizagdo de Relbunium hypocarpium e R. hirtum; Cunha &
Vieira (1993/1997) definem o padrao de vascularizagdo como do tipo broquidédromo,
para Psychotria velloziana; Andersson (1997) ao analisar o género Joosia descreve
suas folhas como de venacdo broquidédroma, com nervuras secundarias
anastomosadas e nervuras terciarias com nervacao paralela. Assim como registrado
nos trabalhos citados, todas as espécies analisadas nesse trabalho tém padrao de
venacao do tipo pinado, broquidédromo.

De acordo com Takeda (1916), Majumdar & Kumar Pal (1958), Mariath (1979),
Potter & Klopfer (1987), Rutishauser (1999), entre outros, as folhas e as estipulas

foliares de espécies pertencentes a Rubieae sdo morfologicamente idénticas. Dempster
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(1982) registra para espeécies norte-americanas de Galium, diferengas significativas de
tamanho entre elas, o0 mesmo foi observado em R. equisetoides, no qual as estipulas
sdo menores quando comparadas as folhas.

Existem duas maneiras de distinguirmos as folhas das estipulas foliares de
Rubiaceae. As folhas possuem gemas axilares, ao contrario das estipulas, e a origem
da nervura mediana é distinta (Sinnott & Bailey 1914). De acordo com esses autores,
as plantas que apresentam no trilacunar, na maioria das vezes, possuem estipulas; no
entanto, quando o no € unilacunar, essas estdo ausentes. Essa afirmacéo contraria as
observacdes em espécies de Rubiaceae, as quais tém nd unilacunar e estipulas, isso
se deve a subdivisdo em trés do traco vascular, relacionando-se, dois as estipulas e
um a folha (Sinnott & Bailey 1914). Majumdar & Kumar Pal (1958), concordam com
Sinnott & Bailey (1914), e sugerem que o traco vascular, antes de deixar o estelo, esta
organizado em trés corddes vasculares: um central e dois laterais, no qual o central
direciona-se para a folha, na qual constituird sua nervura mediana; enquanto que 0s
dois laterais divergem ao redor do caule até encontrar seu correspondente, que provém
da folha oposta, encerrando o “anel completo” (complete girdle). Mariath (1979)
descreve o mesmo padrao de vascularizagdo nodal para R. hypocarpium e R. hirtum,
porém utiliza o termo “cintura estipular’, com base nos estudos de Colomb (1887).
Rutishauser (1999), ao analisar varias espécies de angiospermas, da atencao especial
para as espécies da tribo Rubieae, define que ha dois tracos vasculares por no, e que
as estipulas sdo supridas por ramos originados desses tracos, os quais formam o “anel
de feixes vasculares” (girdling vascular bundle). Dentre as espécies até hoje
analisadas, apenas Galium rubioides e G. kinuta, tém suas estipulas vascularizadas
por tracos que partem diretamente do estelo (Rutishauser 1999).

Os conceitos de Majumdar & Kumar Pal (1958) e Rutishauser (1999) sdo muito
semelhantes; para os primeiros, o anel vascular nodal é consequéncia do
direcionamento dos tracos vasculares laterais para a nervacéo das estipulas, enquanto
que, para o segundo, o anel é a primeira estrutura formada, a partir do qual os feixes
vasculares direcionam-se para as estipulas. Com base nos dados analisados, percebe-
se gue o anel vascular nodal ndo é continuo ao redor do caule, ou seja, apds a saida
do traco vascular os feixes que o compfe direcionam-se para a estipula, ndo se
estendendo no né até a folha oposta, concordando com a proposta de Majumdar &
Kumar Pal (1958).

A maior parte das descri¢cdes realizadas para a vascularizacdo nodal aplica-se a

espécies com folhas uninervadas, ou seja, aguelas com apenas uma nervura principal,
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como observado em Galium uruguayense, Relbunium equisetoides, R. richardianum, R.
gracillimum, R. hypocarpium, R. humilioides, R. longipedunculatum, R. ostenianum, R.
humile e R. mazocarpum. Porém sdo também observadas espécies com folhas
trinervadas, como G. latoramosum, R. nigro-ramosum, R. valantioides, R. hirtum e R.
megapotamicum, no qual as trés nervuras sao consideradas principais, porém a central
€ de ordem primaria, enquanto que as laterais tém origem secundaria. A presenca de
trés nervuras principais nas espécies de Relbunium pode ser evidenciada, no
cladograma da Figura 51, como uma sinapomorfia para um dos ramos do clado A2, o
qual apresenta uma reversao para R. ostenianum, e uma convergéncia em G.
latoramosum. No cladograma que reune dados vegetativos e reprodutivos (Fig. 50),
essa caracteristica ndo agrupa tantas espécies, apenas define uma sinapomorfia para
R. nigro-ramosum e R. megapotamicum, enquanto que nas demais espécies
caracteriza-se como paralelismos.

De acordo com essa definicAo Colomb (1887) e Mariath (1979), para Galium
aparine e Relbunium hirtum, respectivamente, referem-se as nervuras laterais das
folhas e estipulas como nervuras secundarias. Apesar do género Galium ter sido
descrito com folhas uninervadas, folhas trinervadas foram descritas para as espécies
do complexo Galium multiflorum (Dempster & Ehrendorfer 1965), do complexo G.
angustifolium (Dempster & Stebbins 1971), G. collomae, G. coronadoense, G. fendleri,
G. fuscum, G. hystricocarpum, G. parishii, G. wigginsii, G. wrightii (Dempster 1973c), G.
trifidum, G. iltisii, G. fuscum, G. pendulum, G. uncinulatum, G. orizabense, G. pennellii
(Dempster 1978), G. ecuadoricum, G. eriocarpum, G. gilliesii, G. ovalleanum, G.
philippianum, G. plumosum, G. reynoldsii, G. trichocarpum (Dempster 1980), G.
boyacanum, G. canescens, G. weberbaueri, G. huancavelicum (Dempster 1981), G.
aschenbornii, G. galapagoense, G. magellanicum (Dempster 1982), G. ankaratrense,
G. andringitrense, G. chloroionanthum, G. polyacanthum (Puff & Mantel 1982), G.
gymnopetalum, G. lahulense e G. saipalense (Schonbeck-Temesy & Ehrendorfer
1987). A presenca de folhas com uma ou trés nervuras principais foi utilizada, com
énfase taxondbmica, na separacdo das espécies de Galium, como observado nas
revisdes taxondmicas de Dempster & Ehrendorfer (1965), Dempster & Stebbins (1971),
Dempster (1973c, 1978, 1980, 1981, 1982), Puff & Mantel (1982), e Schénbeck-
Temesy & Ehrendorfer (1987).

A anatomia foliar foi realizada em algumas espécies de Rubiaceae, como
descrito por Metcalfe & Chalk (1979) a partir de uma compilacdo de dados que retne
descricbes de cerca de 200 géneros; por Vales (1983) analisando a tribo Rondeletieae,
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destaca a importancia da epiderme foliar para a taxonomia do género Neomazaea;
Vieira (1986) ao descrever a anatomia de Diodia radula enfatiza a ocorréncia de
idioblastos com 6éleos essenciais no mesofilo foliar; Tilney et al. (1990) ao analisar o
género Canthium s.l., definem caracteres Uteis para a taxonomia do grupo — pilosidade,
distribuicdo e presenca de taninos, localizagdo do colénquima, espessura da cuticula e
distincdo do mesofilo. Estes autores dividem o género Canthium s.I. em trés novos
géneros — Canthium s. str., Psydrax e Keetia; Tavares & Vieira (1994) caracterizam a
hipoderme de Coussarea meridionalis e C. graciliflora, e acrescentam informacao para
facilitar a distincdo destas; Assis & Giulietti (1999) descrevem a morfologia externa e
interna de Psychotria ipecacuanha, observando suas variacbes ao longo de sua
distribuicdo geografica; Vieira et al. (2001), em um dos primeiros trabalhos a descrever
estruturas secretoras em Rubiaceae, avalia além da anatomia, a composi¢cado quimica
dos terpenos produzidos pelas estruturas secretoras descritas; Piesschaert et al. (2001)
com objetivo de acrescentar dados para auxiliar na separacdo das espécies de
Pagameopsis (tribo Psychotrieae), as diferencia, principalmente, com relacdo as
camadas da hipoderme; e Kocsis et al. (2004) ao analisar a anatomia da folha das 10
secdes do género Rondeletia afirmam que as variagbes morfoldégicas foram
insuficientes para suporta-las.

As descricdes da anatomia da folha foram baseadas em quatro espécies (G.
uruguayense, R. equisetoides, R. richardianum e R. gracilimum), pois ja existem
registros para R. hypocarpium e R. hirtum realizados por Mariath (1979), R.
catarinense, R.humile e R. mazocarpum realizadas por Nunes et al. (1994), e R.
buxifolium, R. equisetoides, R. gracillimum, R. hypocarpium, R. indecorum, R. nigro-
ramosum, R. noxium, R. paulense, R. richardianum, R. rupestre, R. valantioides e R.
vile (Bressan 1997). Todas estas espécies analisadas apresentam morfologia interna
muito semelhante, principalmente com relacdo ao parénquima palicadico, esponjoso e
distribuicdo de idioblastos cristaliferos de rafides. Em todas as espécies foi observada
epiderme uniestratificada, porém existe uma distincdo de altura das células
epidérmicas, as quais sdo maiores na face adaxial, com excecéo de R. equisetoides. O
mesofilo, sugerido por Metcalfe & Chalk (1979) como um carater taxondmico
importante para a familia, ndo se mostrou Gtil para a separacao dos géneros e espécies
em questdo. O parénquima palicadico € sempre uniestratificado com espacos
intercelulares, que variam de reduzidos, como em R. richardianum, a muito amplos nas
demais espécies. No parénquima esponjoso percebem-se diferencas com relacdo ao

formato das células, as quais assemelham-se a braciformes, pois apresentaram
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discrtas projecoes, em G. uruguayense e R. gracillimum, R. humile (Nunes et al. 1994),
R. hypocarpium, R. hirtum (Mariath 1979), e nas demais tem contorno irregular porém
sem projegdes. A nervura principal mostra-se evidente na face abaxial, com excecao
de R. catarinense (Nunes et al. 1994), R. mazocarpum e R. equisetoides. Ainda com
relacdo a nervura central, observa-se a presenca de tecido colenquimatico em R.
hirtum (Mariath 1979), R. catarinense (Nunes et al. 1994), R. hypocarpium, R.
mazocarpum, R. humile, G. uruguayense, R. equisetoides e R. richardianum. Dentre as
espécies de Relbunium, apenas R. gracillimum apresentou areia cristalina em seu
mesofilo; esses cristais também foram descritos para o género Rondeletia (Kocsis et al.
2004).

Em todas as espécies analisadas percebe-se a presenca de hidatdédio no apice
das folhas e estipulas, com proliferacdo de elementos xilematicos da nervura primaria
e, eventualmente, com participacdo das secundarias. Essa profusdo de feixes
vasculares também foi observada em R. hypocarpium e R. hirtum por Mariath (1979) e
por Bressan (1997) ao analisar 12 espécies de Relbunium. Robbrecht (1988), com
relacdo as estruturas secretoras, menciona apenas a presenca de idioblastos e
cavidades secretoras para a familia. Os trabalhos de Mariath (1979) e Bressan (1997)
parecem ser 0s Unicos que citam a presenca de hidatodio para Rubiaceae. Além desta
familia, Metcalfe & Chalk (1979) registram a presenca de hidatédio em outras 34
familias de dicotiledéneas; Reams (1953) em Acanthaceae; Lersten & Peterson (1974)
em Crassulaceae e Moraceae; Dieffenbach et al. (1980) em Poaceae; Lersten & Curtis
(1985) em Asteraceae; e Smith & Watt (1986) e Galatis (1988) em Urticaceae.

De acordo com Lersten & Peterson (1974) e Lersten & Curtis (1991) o hidatédio
tipico ocorre nas margens das folhas, preferencialmente sobre as projecdes das
margens denteadas. Esta estrutura é constituida por um feixe vascular terminal, tecido
parenquimético modificado - epitema, bainha epiteméatica e poros aquiferos na
epiderme adjacente ao epitema. Nas espécies analisadas de Galium e Relbunium,
apenas um hidatédio foi encontrado, de localizacdo apical; sendo distinta das
descri¢cbes para outras espécies, as quais apresentam hidatdédios em varios pontos da
lamina foliar.

Segundo Elias & Gelband (1977) os hidatédios auxiliam na regulacdo da
quantidade de agua absorvida pelas raizes, e em ambientes com elevada umidade,
atuam no processo da gutacdo. Dieffenbach et al. (1980) distinguem os hidatdédios em
dois tipos: ativos e passivos. De acordo com esses autores, os hidatodios ativos sao
caracterizados por tricomas glandulares, que secretam fluido semelhante ao da
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gutacdo, o qual é constituido por agua pura, sais e solutos organicos. Ja os hidatodios
passivos sdo aqueles que apresentam, na epiderme, estbmatos modificados,
diretamente associados a um tecido epitematico e terminacfes vasculares cuja
secrecgao ocorre via espacos intercelulares.

Observando as caracteristicas relacionadas aos 6rgaos reprodutivos, podemos
diferenciar os géneros Galium e Relbunium, a partir da presenca ou auséncia de
bracteas involucrais, flores sésseis ou com pedunculo curto, ou pedunculadas, e tipos
de tricomas nos frutos. As espécies de Galium ndo apresentam bracteas involucrais,
suas flores sdo pedunculadas, e os frutos possuem, em muitos casos, tricomas
especializados; enquanto que em Relbunium, as flores tém de duas a quatro bracteas
involucrais, sdo sésseis ou apresentam curtos pedunculos, e ndo sdo visualizados
tricomas especializados nos frutos (Ehrendorfer 1955). A partir das observagdes
realizadas neste trabalho foi confirmada a presenca de pedunculos florais longos, e nao
apenas de pedunculos curtos, como descrito por Ehrendorfer (1955) em R.
richardianum, R. gracilimum, R. hypocarpium, R. humilioides, R. valantioides, R.
megapotamicum, R. humile e R. mazocarpum. Ja as espécies R. hirtum e R.
ostenianum apresentam flores sésseis, e nos cladogramas construidos com dados
relativos aos érgaos reprodutivos (Fig. 50 e 52) e/ou moleculares (Fig. 53, 55-57) estas
duas espécies sempre constituem um clado, confirmando entdo a importancia dessa
caracteristica morfologica para a filogenia do género Relbunium.

Na familia Rubiaceae sdo percebidas muitas variacdes relacionadas as
inflorescéncias, que podem ser terminais ou axilares (Robbrecht 1988). Weberling
(1977) ao revisar as inflorescéncias de Rubiaceae considerou o tirso, com uma flor
terminal, como o tipo central das inflorescéncias da familia; além de constatar
modificagbes no tipo bésico, como reducdo no numero de flores e bracteas, conduzindo
a inflorescéncias unifloras, e reducdo dos pedicelos formando inflorescéncias
congestas, como glomérulos e capitulos. Em Scyphiphora (Puff & Rohrhofer 1993) se
observa tirsos tipicos, como descritos por Weberling (1977). Algumas alteracdes nas
inflorescéncias foram encontradas em espécies da tribo Knoxieae, as quais variam de
laxas a congestas (Puff & Robbrecht 1989); tirsos congestos estdo presentes em
Pagameopsis, porém com tricotomia ainda visivel (Piesschaert et al. 2001); em
Mitchella e Damnacanthus os tirsos ndo apresentam bracteas e evidencia-se a reducao
total da flor terminal (Robbrecht et al. 1991); em Joosia oligantha as inflorescéncias
reduziram-se a apenas uma flor, porém nas demais espécies do género apenas as

bracteas dos tirsos tipicos estao ausentes (Andersson 1997). Nas espécies de Galium
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(Troll 1969 apud Weberling 1977) as inflorescéncias tirsdides apresentam uma flor
terminal e duas ramificacbes que podem ou nao se proliferar, constituindo dicasios ou
monocasios, respectivamente. Nas espécies observadas neste trabalho,
inflorescéncias tirséides estdo presentes em G. latoramosum, R. equisetoides e R.
richardianum. Estas variaram de monocasios, em R. equisetoides e R. richardianum, a
dicésios, como observado em G. latoramosum e R. equisetoides.

A partir do tipo basico de inflorescéncias das Rubiaceae, proposto por Weberling
(1977), sugere-se que a inflorescéncia tirséide corresponda a um caréater plesiomorfico
na familia e que flores solitarias como as encontradas em Relbunium constituam uma
sinapomorfia (Fig. 50 e 52). Porém, em R. equisetoides e R. richardianum constata-se
uma reversao desse carater, pois essas apresentam inflorescéncias em dicasios e
monocasios, respectivamente.

Segundo Robbrecht (1988), as inflorescéncias de Rubiaceae apresentam em
sua maioria bracteas. As espécies de Galium que ocorrem na Europa possuem
inflorescéncias nao-involucradas (Ehrendorfer 1955), porém algumas espécies Norte
Americanas apresentam, ocasionalmente, inflorescéncias com bracteas. De acordo
com os estudos de Dempster (1968, 1970, 1980, 1981), algumas vezes, espécies de
Galium podem apresentar de uma a duas bracteas como em G. correllii (Dempster
1968), G. wigginsii (Dempster 1970), G. ecuadoricum, G. ovalleanum, G. trichocarpum,
G. philippianum, (Dempster 1980), G. peruvianum, G. ferrugineum (Dempster 1981), G.
araucanum e G. suffruticosum (Dempster 1982). Estas espécies ocorrem na Ameérica
do Norte e Central, e parte acompanha a porcao ocidental da Cordilheira dos Andes,
em direcdo ao sul da América do Sul.

Neste trabalho confirma-se a auséncia de bracteas em G. latoramosum e G.
uruguayense, e sua presenca em Relbunium, e variagbes com relagdo a essa
caracteristica ndo foram observadas, ou seja, todos os individuos analisados de Galium
ndo sao involucrados, enquanto que Relbunium o sdo. Como ja sugerido por
Ehrendorfer (1955) e Detoni (1976), as espécies do género Relbunium originaram-se a
partir de espécies de Galium do Novo mundo. Com base nessa hipotese, podemos
inferir que os ancestrais de Relbunium nao possuiam bracteas, e as espécies que se
diferenciaram ao longo da Cordilheira dos Andes foram as adquirindo, pois observamos
um gradiente no nimero de bracteas a medida que estas vao se dirigindo ao sul.
Algumas das espécies presentes no norte do Estado da Califérnia, nos Estados
Unidos, podem apresentar, eventualmente, nenhuma ou apenas uma bractea

(Dempster 1968), algumas espécies mais ao sul da Califérnia (Dempster 1970, 1975a)
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e norte do México (Dempster 1978) tem de uma a duas bracteas; e ao longo da
Cordilheira dos Andes, em dire¢cdo ao sul, percebemos que o numero de bracteas
aumenta, variando de duas a quatro (Dempster 1980, 1981, 1982). As espécies de
Relbunium apresentam quatro bracteas, porém em R. ostenianum, R. humile, R.
mazocarpum foram observadas apenas duas, caracteristica ja descrita por Ehrendorfer
(1955).

Com base das descricbes de Robbrecht (1988), a presenca de inflorescéncias
involucradas, ou seja, a presenca de bracteas € comum as espécies de Rubiaceae.
Com base nessa afirmacéo, e ao observarmos os cladogramas das Figuras 50 e 52,
percebe-se que a auséncia de bracteas para as espécies de Galium seria uma
sinapomorfia, e a presenca das bracteas teria ocorrido no ancestral comum as
espécies de Relbunium, caracterizando uma reversao para esse grupo.

A presenca de bréacteas, logo abaixo das flores, implica na presenca de uma
estrutura denominada antopédio. O antopdédio, descrito por Briggs & Johnson (1978), é
o inter-né entre a flor e o dltimo n6 do eixo, que é terminal, ou seja, é a estrutura
semelhante a um pedunculo existente entre as bracteas e a flor. Schmid (1972) refere-
se ao antopodio como um pseudopeciolo. No género Galium essa estrutura é
mencionada por Dempster (1970) como um falso pedunculo, pois de acordo com essa
autora o pedunculo ndo tem bracteas, e quando isso acontece deve ser denominado
como uma outra estrutura. O antopddio foi observado em todas as espécies de
Relbunium, e variagcdes com relacdo ao seu comprimento foram observadas, em R.
humile e R. mazocarpum.

Com base nos cladogramas (Fig. 50 e 52) observamos que a presenca do
antopodio € uma sinapomorfia compartilhada entre as espécies de Relbunium. Na
analise combinada dos dados morfolégicos observamos uma tendéncia ao
alongamento do antopdédio no clado formado pelas espécies R. humile e R.
mazocarpum (Fig. 50), indicando uma novidade para o género. No entanto, a arvore
construida apenas com base nos dados reprodutivos (Fig. 52) indica essas duas
espécies citadas como grupo basal de Relbunium, indicando que a tendéncia ao
alongamento do antopddio ndo € uma condicdo derivada, mais sim um carater
plesiomérfico no género. Dessas duas hipGteses a primeira nos parece mais
parcimoniosa.

Com relacdao as flores, as espécies de Rubiaceae apresentam simetria
actinomorfa, estames epipétalos igual ao niumero de lobos da corola e ovario infero

(Robbrecht 1988), sendo que o mesmo também foi visualizado nas espécies de Galium
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e Relbunium analisadas. O célice pode ser bem desenvolvido, como em Hymenocoleus
scaphus, Chimarrhis cymosa, Guettarda parviflora, Tarenna jolinonnii e Pentas spp.;
reduzido, como em Coffea e Spermacoce; ou completamente ausente, como em
Theligonum, Neogaillonia (Robbrecht 1988), e em Galium e Relbunium. A corola do tipo
rotada é caracteristica das espécies da tribo Rubieae (Ehrendorfer 1982), na qual se
incluem as espécies de Galium e Relbunium aqui descritas. No entanto, em Rubiaceae,
observa-se com maior freqiéncia a corola do tipo hipocrateriforme com tubo longo
(Robbrecht 1988). Variacbes com relacdo ao indumento da corola podem também ser
visualizadas na familia. Robbrecht (1988) registra tricomas simples e papilas alongadas
em ambas as faces da corola em espécies de Fadogia, Mussaenda e Psychotria. Neste
trabalho observamos, além de tricomas unicelulares na face abaxial, a presenca de
tricomas glandulares na face adaxial da corola, ainda ndo descritos para a familia.
Entre as espécies analisadas, a variacdo na disposicao dos tricomas glandulares sobre
a corola mostrou-se um bom caréater taxonémico, além de constituir uma sinapomorfia
para as mesmas (Fig. 50 e 52).

Os tricomas glandulares da corola, em geral ausentes em Rubiaceae, foram
descritos para Leonotis leonurus (Ascensao et al. 1995), Plectranthus ornatus
(Ascensdo et al. 1999), Nepeta sibthorpii (Rapisarda et al. 2001), todas as espécies da
familia Lamiaceae; em espécies de Lundia, familia Bignoniaceae (Lopes et al. 2002),
entre outros. Nestes trabalhos além da caracterizacao dos tricomas, o processo de
secrecdo também foi descrito minuciosamente, e estabelecida a relagdo desses
tricomas e a atracao de polinizadores ou prote¢do contra insetos.

Nas espécies de Galium e Relbunium analisadas, a relagdo entre os tricomas
glandulares da corola e qualquer processo de polinizacdo é de dificil correlagéo, pois a
presenca de secregdo sobre os tricomas nunca foi observada, e o processo de
fecundacdo foi pouco analisado nesses géneros. Mariath (1990) descreve a
fecundacdo e a biologia da polinizacdo de R. hypocarpium, caracterizando as flores
dessa espécie como autégamas ou cleistbgamas; porém, discute a possibilidade da
ocorréncia de geitonogamia e alogamia facultativa eventual. Esse autor menciona a
visitacdo de formigas as flores dessa espécie, sugerindo que estas foram atraidas por
gotas de secrecao produzidas pelo disco nectarifero presente na base do estilete.
Nesse caso as formigas, apesar de poucos registros na literatura, atuam como agentes
polinizadores, embora ndo apresentando estruturas para o transporte de grdos de
pélen. Porém esse transporte ocorre mediante adesédo dos graos de pdlen as suas

antenas.
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Assim como na maioria das Rubiaceae, as espécies de Galium e Relbunium
analisadas nesse trabalho possuem ovario infero, bicarpelar, bilocular com um
rudimento seminal por l6culo. De acordo com Robbrecht (1988), a condicdo infera é
uma das caracteristicas mais confiaveis para definirmos e reconhecermos espécies da
familia Rubiaceae. Porém existem excecfes, como nos géneros Gaertnera, Pagamea,
Coryphothamnus e Astiella, que apresentam ovario stupero (Robbrecht 1988). O ovario
com dois carpelos é predominante na familia, caracterizando um grande numero de
tribos, como Naucleeae, Cinchoneae, Hypobathreae, Chiococceae, Hedyotideae,
Anthospermeae e Rubieae (Robbrecht 1988). Apesar disso, ha tendéncia a reducdo no
namero de carpelos, como observado, em estadios precoces do desenvolvimento floral,
em Otiophora lebruniana (Robbrecht & Puff 1981), no género Calanda (Puff &
Robbrecht 1989) e Rutidea (De Block 1995); mas é somente em Theligonum que as
flores tém ovario unicarpelar, sem tracos de um segundo carpelo (Rutishauser et al.
1998). Segundo Svoma (1991), em Rubiaceae, o alto grau de similaridade ontogenética
com relacdo ao numero de carpelos; a insercao, posicdo e estrutura da placenta; e ao
namero e orientacdo de rudimentos seminais por l6culo, impossibilita a utilizacdo
dessas para caracterizacdo de taxons.

Apesar de caracteres relacionados a formacao dos carpelos ndo evidenciar
diferencas entre os grupos taxon6micos de Rubiaceae, caracteristicas do
desenvolvimento dos frutos demonstraram variacdes entre as espécies de Galium
e Relbunium analisadas.

O fruto é uma estrutura originada a partir do desenvolvimento do gineceu de
uma flor, por fecundacgéo ou partenocarpia (Barroso et al. 1999). Mais especificamente,
sdo unidades propagativas desenvolvidas a partir de uma ou mais oosferas (ou
raramente por partenocarpia), envoltas pelo(s) tegumento(s), e protegidas pelo
megaspordfilo, que quando maduras disseminam suas sementes (Spjut 1994). Com o
desenvolvimento do fruto, a parede do ovario, denominada pericarpo, € constituida por
exo-, meso- e endocarpo.

O pericarpo tem como funcdo proteger o embrido contra injurias e
dessecamento; em alguns casos, armazenar substancias para nutricio do mesmo, e
também facilitar a dispersdo das sementes (Roth 1977). A protecdo do embrido se da
quando o pericarpo é fortemente desenvolvido, e passa a assumir o papel de testa,
estabelecendo um caso de transferéncia de funcdo, pois a protecdo que deveria ser
exercida pela testa é realizada pelo pericarpo (Roth 1977). Esse tipo de transferéncia
de funcao foi observada nas espécies de Galium e Relbunium, pois a testa, por ser
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débil, ndo protege sozinha o embrido, e o0 pericarpo mais ou menos suculento garante a
protecdo e dispersdo das sementes. Para essas espécies, além da protecdo do
embrido ser realizada pelo pericarpo, o endosperma também o faz, como observado
em Anotis lancifolia (Ahmad 1978) e Rubia cordifolia (Venkateswarlu & Rajeswara Rao
1958). Nessas espécies 0 endosperma apresenta duas zonas distintas, uma periférica
constituida por células de paredes espessas e outra, mais interna, com células de
paredes finas, sendo essa regidao celular a consumida pelo embrido, caracterizando
uma cavidade digestora, como descrito por Mariath (1990). Essa porcdo do
endosperma com células de paredes espessadas € responsavel pela protecdo do
embrido, complementando o papel do pericarpo e da testa, caracterizando, também,
uma transferéncia de funcéo.

S&o descritos para os frutos, por diversos autores, dois tipos de pericarpo -
carnosos e os secos. Os frutos com pericarpo carnoso apresentam, segundo Font Quer
(1985) consisténcia carnosa, e segundo Eames & MacDaniels (1953) séo suculentos,
com células parenquimaticas de paredes delgadas, e acumulam &agua em seus
vacuolos, ou melhor, tém células targidas. A presenca de substancias ergasticas, como
amido, 6leo e proteinas séo frequentes, além da presenca de cristais de oxalato de
calcio e taninos (Roth 1977). Com base nessas caracteristicas, G. latoramosum, R.
gracillimum e R. hypocarpium apresentam pericarpo do tipo carnoso, ao contrario das
demais que ndo compartilham dessas caracteristicas. Ja os frutos com pericarpo seco
sdo aqueles que ndo apresentam consisténcia carnosa (Font Quer 1985), e
apresentam células parenquiméaticas esclerenquimaticas (Eames & MacDaniels 1953),
e na maturidade possuem células mortas (Roth 1977).

De acordo com a definicdo de pericarpo seco, 0 mesocarpo de G. uruguayense
e das espécies de Relbunium ndo pode ser assim definido, pois ndo € constituido por
células com paredes lignificadas ou mortas. Percebe-se, porém células muito
alongadas e com paredes delgadas, as quais permanecem vivas e ndo apresentam
qualquer tipo de espessamento secundario, ndo apresentando aspecto de suculéncia
evidente. Ao compararmos o pericarpo dos frutos das espécies analisadas com os de
frutos carnosos ou secos, tem-se dificuldades em adequéa-los a um dos dois tipos, pois
possuem caracteristicas de ambos, ou seja, poderia ser estabelecido como pericarpo
do tipo intermediario. Essa problemética ndo é exclusiva da tribo Rubieae, pois ja foi
descrita para Pagameopsis que, segundo Piesschaert et al. (2001), apresenta
pericarpo mais ou menos carnoso; para espécies de Holocarpa, as quais tém pericarpo

com suculéncia semelhante, contudo apresentam porgdes lignificadas (Puff &

148



Andlises morfolégicas e moleculares dos géneros Galium e Relbunium

Robbrecht 1989). Segundo Spjut (1994) o pericarpo dos frutos pode, por vezes, ser
levemente seco. Dempster (1990) ao analisar taxonomicamente as espécies de
Relbunium, indica que os frutos ndo sédo verdadeiramente secos, mas relativamente
secos. Acredita-se que o observado em G. uruguayense e nas espécies de Relbunium,
sejam deste tipo intermediario, exceto G. latoramosum, R. gracilimum e R.
hypocarpium, que apresentam frutos carnosos.

Verdcourt (1958) questiona, para Rubiaceae, a importancia da natureza dos
frutos como ponto central para definicdo de tribos, j& que em Pentanisia, por exemplo,
um grupo considerado monofilético, tem frutos secos e indeiscentes, frutos secos
deiscentes em mericarpos e drupas carnosas. As tribos Vanguerieae, Pavetteae,
Psychotrieae e outras sédo caracterizadas por apresentarem frutos carnosos, enquanto
gue Cinchoneae, Rondeletieae, Hedyotideae os frutos sao secos.

Estudos filogenéticos sugerem, para Rubiaceae, que possuem frutos com
pericarpo seco ou carnoso, que o tipo de fruto plesiomérfico para familia é a capsula
com muitas sementes (Bremer & Eriksson 1992). Neste estudo propde-se a partir de
um ancestral com fruto seco do tipo capsula, que os frutos carnosos tenham surgido,
no minimo, 12 vezes, ao longo do processo de diferenciacdo da familia Rubiaceae.
Dessas 12 vezes, quatro delas ocorreram na subfamilia Rubioideae, e uma na tribo
Rubieae. Na tribo Rubieae, essa tendéncia “carnosa” ocorre em Didymaea, Rubia e em
algumas espécies de Galium, como observado nas hipéteses cladisticas sugeridas por
Bremer & Eriksson (1992), e também nas descricdes dos pericarpos das espécies aqui
analisadas. No género Galium, e nos géneros relacionados, os frutos carnosos podem
ter sido originados a partir dos frutos secos, apés a reducdo do numero de sementes
(Bremer & Eriksson 1992).

O exocarpo, camada celular mais externa da parede do fruto, apresenta-se,
frequentemente, uniestratificado e com células isodiamétricas, as quais tém suas
paredes periclinais externas recobertas por cuticula (Roth 1977). De acordo com a
mesma autora, o pericarpo tem como funcdo a protecdo mecéanica e fisioldgica do
embrido, principalmente através da reducdo da perda de agua pela presenca da
cuticula nas paredes de suas células. O exocarpo pode se apresentar liso, como em G.
latoramosum, R. equisetoides, R. gracilimum, R. humilioides, R. valantioides, R. hirtum,
R.longipedunculatum, e também em Pagameopsis spp. (Piesschaert et al. 2001),
Scyphiphora (Puff & Rohrhofer 1993), Mitchella, Damnacanthus (Robbrecht et al.
1991), Rennellia e Prismatomeris (Igersheim & Robbrecht 1993); com tricomas

unicelulares, como em R. hypocarpium, R. ostenianum e R. humile, e do mesmo
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modo em Joosia spp. (Andersson 1997), em algumas espécies da tribo Knoxieae,
em Pentanisia prunelloides, em algumas espécies de Paraknoxia (Puff & Robbrecht
1989) e em espécies da tribo Vanguerieae (Lantz & Bremer 2004); ou com
idioblastos secretores, como em G. uruguayense, R. richardianum, R. nigro-ramosum,
R. megapotamicum e R. mazocarpum. Além dessas espécies citadas, o aspecto
tuberculado também foi descrito para Paraknoxia parviflora (Puff & Robbrecht 1989).
Nesta espécie foi observada uma base multicelular que projeta uma célula em forma de
“baldo” (Puff & Robbrecht 1989), o mesmo tipo de morfologia foi observada em
Galopina spp. (Puff 1986), Richardia spp. (Lewis & Oliver 1974), e também para R.
nigro-ramosum e R. megapotamicum. Segundo esses autores, a funcdo desses
idioblastos ndo esta esclarecida, porém muitos a relacionam a dispersao das
sementes.

Entre as espécies de Relbunium observamos duas origens independentes dos
idioblastos secretores, uma no clado formado por R. richardianum, R. nigro-ramosum e
R. megapotamicum, caracterizando-se como uma sinapomorfia € a outra como uma
convergéncia em R. mazocarpum (Fig. 50).

Diferente do observado para o mesocarpo das espécies de Galium e
Relbunium, R. equisetoides possui as células com formato e disposicéo
semelhantes as do parénquima palicadico das folhas. De acordo com Roth (1977)
esse tipo de mesocarpo € observado principalmente em plantas aquaticas, mas
ndo exclusivamente. A grande quantidade de espacos intercelulares nesse tecido
faz com que o peso do fruto seja reduzido, facilitando sua dispersao (Roth 1977,
Spjut 1994). Além dos espacos intercelulares presentes no mesocarpo, a presenca
de grandes lacunas entre 0 mesocarpo e o0 endocarpo nas demais espécies de
Galium e Relbunium, também podem exercer papel na dispersdo das sementes,
como ja descrito para Carpacoce spermacocea (Levyns 1937) e para espécies de
Scyphiphora, que apresentam lacunas entre 0 mesocarpo e 0 exocarpo, €, as Ultimas,
sdo dispersas pelas correntes maritimas (Puff & Rohrhofer 1993).

O endocarpo apresenta células menores que as do exocarpo, especialmente
no pericarpo dos frutos carnosos (Roth 1977), como também observado nas espécies
aqui analisadas. As células dessa camada podem dividir-se periclinalmente e
apresentar varias camadas celulares, muitas vezes esclerificadas, como observado,
também, para espécies de Rubiaceae - Joosia dichotoma, J. pulcherrima, J. oligantha,
J. standleyana (Andersson 1997), espécies de Rutidea (De Block 1995), de Mitchella e
de Damnacanthus (Robbrecht et al. 1991). Além de o endocarpo estabelecer-se com
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mais de uma camada de células em Rubiaceae, também existem espécies nas quais o
endocarpo € uniestratificado. Nesses casos 0 endocarpo pode apresentar células muito
alongadas, com textura papiracea ou membranacea (Robbrecht 1988). Essa descri¢édo
confirma o observado para Galium e Relbunium, que possuem endocarpo com células
muito alongadas pela auséncia de atividade de divisdo celular a medida que o embrido
se desenvolve. Em alguns casos, no fruto maduro, o endocarpo torna-se imperceptivel
entre a semente e o mesocarpo, e também se observa em algumas espécies seu
rompimento, como ja descrito por Roth (1977) para as cariopses das Asteraceae, por
Lonay (1907) para Clematis (Ranunculaceae), e por Borgardt & Nixon (2003) para
Quercus acutissima (Fagaceae).

Na familia Rubiaceae s&do encontrados frutos carnosos e secos, do tipo
capsulas, drupas, bagas e esquizocarpos (Barroso et al. 1999). Roth (1977) classifica
os frutos pertencentes ao género Galium de esquizocarpos, pela presenca de ovario
infero bicarpelar, deiscente na maturidade em dois mericarpos. Este tipo de fruto foi
descrito pela primeira vez por Schleiden (1837) para os frutos de Apiaceae. No entanto
Spjut (1994) define os frutos de Galium como do tipo Achenarium, e cita esse termo
como sinbnimo de esquizocarpo, 0S quais sao originados a partir de gineceu
esquizocarpo, com carpelos indeiscentes que se separam, sendo cada um uma
unidade de dispersdo — mericarpo. O pericarpo € delgado, contiguo a semente, e
usualmente seco, como observado em G. aparine e G. spurium. Muitos autores
definem os frutos esquizocarpos como deiscentes, porém essa afirmacdo é
conceitualmente equivocada, pois ndo ha rompimento do pericarpo, apenas a
separacao dos carpelos, caracterizando-os como indeiscentes (Spjut 1994).

Entre as angiospermas, frutos do tipo esquizocarpos sao encontrados em
espécies da familia Apiaceae, Brassicaceae, Leguminosae e Malvaceae, além de
Rubiaceae. Na familia Rubiaceae os frutos esquizocarpos sdo encontrados, em
espécies da tribo Knoxieae, como em Neopentanisia (Puff & Robbrecht 1989), e em
espécies do género Sciphyphora (Puff & Rohrhofer 1993).

Além dos frutos esquizocarpos, também foi observada para Relbunium a
presenca de frutos do tipo baga, porém apenas em R. gracillimum e R. hypocarpium. O
fruto do tipo baga, segundo Roth (1977), € um fruto indeiscente, com pericarpo
carnoso. Bremer & Eriksson (1992) caracterizam uma baga como um fruto carnoso
sem endocarpo pétreo. Spjut (1994) complementa essa definicdo afirmando que os
frutos podem ter uma ou mais sementes, pericarpo ndo-diferenciado internamente e

endocarpo com células esclerenquimaticas.
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Ao compararmos o pericarpo dos frutos das espécies de Relbunium aqui
analisadas com o de Rubia peregrina, R. tinctorum, Galium aparine e G. mollugo,
descritos por Goursat & Guignard (1975), podemos inferir a respeito de uma transi¢ao
do pericarpo carnoso para 0 seco, pois nas espécies de Rubia, considerada como
grupo irmdo dos demais géneros da tribo Rubieae (Manen et al. 1994), o mesocarpo
apresenta-se com muitas camadas celulares e aspecto carnoso, enquanto que em
Relbunium o nimero de camadas do mesocarpo € menor, e o aspecto de suculéncia
ndo é evidente. Em G. aparine e G. mollugo o nimero de camadas do mesocarpo €
ainda mais reduzido, ndo passando de trés, e os seus frutos semelhantes ao tipo
esquizocarpo, porém com pericarpo carnoso.

Com relacdo as sementes, sdo grandes as diferencas quanto ao niamero de
sementes por l6culo na familia Rubiaceae (Robbrecht 1988).

De acordo com Corner (1976), para a maioria das angiospermas que
apresentam rudimento seminal unitegumentado, parte da por¢ao interna e mediana do
tegumento € consumida ou esmagada pelo endosperma em desenvolvimento, e as
camadas mais externas, juntamente com a epiderme, formam a testa. Nas Rubiaceae,
assim como na maioria das familias de Asteridae, a testa das sementes apresenta-se
constituida pela exotesta. A exotesta, formada apenas pela epiderme externa do
tegumento, tem como funcdo a protecdo mecanica das sementes, devido ao
espessamento de suas paredes celulares. Apenas em algumas espécies de
Paragenipa e Didymosalpinx a exotesta € composta por mais de uma camada de
células. Além disso, alguns géneros apresentam exotesta reduzida ou ausente. Nesses
casos a exotesta apresenta-se como uma fina e membranacea camada de células com
paredes ndo espessadas, presente entre o pericarpo e 0 endosperma, como em
Callipeltis cucullaris e Sherardia arvensis (Lloyd 1902), Oldenlandia alata e Dentella
repens (Raghavan & Rangaswamy 1941), Borreria hispida (Farooq 1952), Oldenlandia
corymbosa e O. nudicaulis (Faroog 1953), Randia malabarica (Periasamy 1962),
Tarenna asiatica (Periasamy 1964), Anotis lancifolia (Ahmad 1978), Dentella repens e
D. serpyllifolia (Maheswari & Raju 1980), tribo Aulacocalyceae, Macrosphyra,
Argocoffeopsis, Calycosiphonia e Craterispermum (Robbrecht 1986). Mariath (1990)
descreve a semente de R. hypocarpium como destituida de tegumento, porém De Toni
(1998a) descreve, para o mesmo taxon, uma fina camada celular, as vezes
descontinua, correspondente a exotesta. Ao analisar as espécies de Galium e

Relbunium, nesse estudo, confirma-se a presenca de apenas uma camada de células
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sobre o endosperma de Galium e Relbunium, caracterizando a testa como exotesta,
concordando com as descrigdes feitas por De Toni (1998a).

Cocucci (2005) propbe uma nova classificagdo para as sementes,
caracterizando-as de acordo com alguns padrées morfogénicos observados durante
sua ontogenia, baseando-se, principalmente, no tipo de tecido de reserva e embrido.
De acordo com essa classificacdo podemos determinar que a férmula das sementes
dos taxons em questédo é 32, devido seu embrido ser do tipo uninodal, o qual passa
pelas fases de linear, quadrante, globular, trapezoidal, coracao e torpedo, e o tecido de
reserva ser o endosperma. Essa férmula € comum para a maioria das espécies da
familia.

A utilizacdo dos caracteres vegetativos detalhados anteriormente na construgao
da arvore filogenética (Fig. 51) ndo se mostraram informativos para a distincdo dos
géneros Galium e Relbunium. Por outro lado, o acréscimo dos caracteres reprodutivos
propiciou a evidéncia de diferentes topologias nas arvores, caracterizando-os como
clados distintos. Assim, segundo as analises realizadas, os caracteres reprodutivos tém
um papel preponderante para esclarecer as relacdes filogenéticas do grupo. O mesmo
foi observado por De Craene et al. (2004) destacando que apenas a morfologia das
flores, frutos e sementes foi Util para esclarecer a posicdo do género Polygonella
(Polygonaceae) em relacéo a Polygonum.

A familia Rubiaceae vem sendo alvo de muitos estudos moleculares, desde
Bremer & Jansen (1991), Bremer (1991, 1992), entre outros, utilizando a andlise de
sitios de restricdo. Ja Bremer & Struwe (1992) iniciaram os estudos com base em
sequenciamento de por¢des do DNA nuclear ou plastidial, e associando os resultados a
dados morfologicos. No intuito de verificar a confiabilidade dos trabalhos realizados
com sitios de restricdo e com sequenciamento de fragmentos de DNA, Ehrendorfer et
al. (1994) comparam os resultados obtidos a partir dessas duas andlises. Os autores
concluem que os resultados ndo sé confirmaram a confiabilidade das analises dos
sitios de restricdo, mas também ratificaram as analises morfolégicas, palinologicas e
fitoquimicas, quando utilizadas na separacéo de tribos e subfamilias.

Um dos primeiros fragmentos do DNA utilizado nos estudos de Rubiaceae foi o
gene rbcL do DNA plastidial, como no trabalho de Bremer et al. (1995). Nesse estudo,
a autora constata que a subfamilia Antirheoideae ndo € um grupo natural, ou seja, nao
€ um grupo monofilético, e que a subfamilia Rubioideae é o grupo irmao das demais

Rubiaceae. Utilizando o mesmo fragmento de DNA, Bremer & Thulin (1998), confirmam
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as analises de Bremer et al. (1995), e verificam a monofilia de algumas tribos,
deslocando-as para as trés subfamilias validas na familia.

Além dos estudos com o gene rbcL, outros fragmentos foram utilizados para os
estudos moleculares em Rubiaceae. Tais como em Bremer et al. (1999), que avalia a
monofilia das trés subfamilias, a partir da combina¢éo de rbcL com o gene ndhF, que
constitui igualmente uma regido codificadora do DNA plastidial. Utilizando os mesmos
fragmentos Backlund et al. (2000) confirmaram a origem monofilética das Rubiaceae e
seu posicionamento como grupo irmdo das Gentianaceae, Apocynaceae,
Gelseminaceae e Loganiaceae, que constituem a ordem Gentianales das Euasterids |
(sensu APG 2003).

Outros fragmentos do DNA vegetal foram incluidos nas andlises da familia,
como a regido ITS, espacadores que intercalam o0s genes que codificam o RNA
ribossomal do DNA nuclear. Estes estudos se iniciaram com McDowell & Bremer
(1998), que avaliaram a filogenia, diversidade e distribuicdo do género Exostema
(Cinchonoideae), confirmando sua monofilia, e estabelecendo trés secdes
infragenéricas. Combinando os fragmentos de DNA nuclear com o plastidial, ITS e
rbcL, respectivamente, Nepokroeff et al. (1999) delimitaram o género Psychotria (tribo
Psychotrieae), pois as andlises isoladas dos caracteres morfoldgicos foram
insuficientes. Além de analises entre taxons proximos, ou melhor, entre espécies do
mesmo género, a regido dos ITS também foi utilizada na familia para elucidar as
relacbes da subfamilia Ixoroideae (Andreasen & Bremer 2000). Recentemente
Razafimandimbison et al. (2005) utilizaram os ITS para verificar a monofilia do género
Neonauclea (Cinchonoideae), porém nao obtiveram resultados muito informativos, pois
se observa na arvore filogenética construida a presenca de muitas politomias.

Com relacéo ao fragmento trnL-F, que constitui uma regido nao-codificadora do
DNA do cloroplasto, poucos séo os estudos realizados, até 0 momento, em Rubiaceae.
Persson (2000) analisou as relacdes filogenéticas da tribo Gardenieae, e assim como
nos resultados obtidos por Razafimandimbison et al. (2005), para outro grupo, as
arvores obtidas mostraram pouca resolucdo filogenética, no entanto, alguns clados
foram estabelecidos. Andersson et al. (2002) conseguiram bons resultados com a
utilizacdo do espacgador trnL-F, ao realizar uma andlise combinada com outro
fragmento de DNA plastidial, o intron do gene rps16. Somente apds essa combinacao
dos dados é que foi possivel determinar o grupo irmé&o do género Arcytophyllum e
estabelecer a filogenia do género. No complexo Catesbaeeae-Chiococceae a utilizagcao

do trnL-F auxiliou no esclarecimento das relagBes entre os géneros e nas analises dos
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caracteres morfolégicos envolvidos na evolucéo das flores e frutos, essas mostram-se
muito semelhantes as analises com ITS (Motley et al. 2005).

Analisando os trabalhos realizados com os fragmentos ITS e trnL-F para os
diferentes grupos de Rubiaceae, observamos que houve variagcbes com relacdo ao seu
poder informativo. Nas andlises moleculares realizadas nesse estudo, tanto para o
fragmento ITS, como para o trnL-F, percebemos que esses fragmentos ndo foram tao
informativos quanto o esperado. Pode-se entédo concluir, que para o género Relbunium,
ambos os fragmentos ndo acumulam uma quantidade suficiente de mutacdes para
diferenciar suas espécies das do género Galium. Uma das explicacdes possiveis para
essa falta de resolucédo filogenética obtida a partir de caracteres moleculares no
presente trabalho, pode ser a recente separacédo dos géneros Relbunium e Galium. Se
compararmos os dois fragmentos, percebe-se que os ITS geraram melhores resultados
gue o espacador trnL-F, pois o primeiro permitiu a formacdo de clados agrupando as
espécies, que confirmaram grupos sugeridos pelas analises morfoldgicas, tais como as
relacdes entre R. hirtum e R. ostenianum, e entre R. humile e R. mazocarpum. Os
melhores resultados foram encontrados quando foi realizada uma analise combinada
dos dados moleculares com os morfolégicos, porém a analise exclusivamente
morfoldgica distinguiu melhor as espécies e os dois géneros em questao.

Para a subfamilia Rubioideae alguns trabalhos utilizando caracteres moleculares
foram realizados, como Manen et al. (1994), Manen & Natali (1995), Natali et al. (1995),
Natali et al. (1996), Bremer (1996), Bremer & Manen (2000), Piesschaert et al. (2000) e
Anderson et al. (2001), alguns enfatizam principalmente a tribo Rubieae.

Manen et al. (1994) caracterizaram a tribo Rubieae como monofilética, apds
andlises do atpB-rbcL, e evidenciaram a formagé&o de cinco clados — Rubia, Sherardia,
Asperula se¢do Glabella, Cruciata e Galium sec¢éo Galium. Além de estabelecer Rubia
como o grupo irmao das demais Rubieae e sua relagdo com o género Galium,
anteriormente proposta por Schumann (1891), baseado na presenca comum de frutos
carnosos, nao foi confirmada pela referida andlise, pois apesar de estarem distantes no
cladograma, a tribo apresenta muitas reversdes com relacédo a evolucéo dos frutos, ndo
sendo esse um bom carater de comparacao de taxons. Nessa analise observou-se que
as espécies de Galium estdo presentes em trés dos cinco clados estabelecidos para a
tribo. De acordo com Manen et al. (I.c.) e Bremer & Manen (2000), foi possivel
constatar que a origem do género é parafilética. Manen & Natali (1995) consideram
Galium como um género polifilético. Essa diferenca de opinido, com relacdo a origem

desses taxons, transcende as dificuldades encontradas em tratar filogeneticamente um
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género que é constituido por mais de 600 espécies. Divergindo da incerteza com
relacdo a origem de Galium, Bremer & Manen (2000) definem o género Relbunium
como um grupo monofilético entre as Rubieae, o que corrobora com os resultados
morfolégicos encontrados nesse trabalho.

Natali et al. (1995) destaca a disparidade entre os dados moleculares e os
morfolégicos da tribo Rubieae, e menciona que isso pode ter sido causado por
problemas metodoldgicos, pois a tribo apresenta diferentes taxas de evolucdo
morfolégica, o que obscurece as relacBes filogenéticas e, mais do que isso, a
ocorréncia de altas taxas de hibridagao e poliploidia.

Até o momento apenas o estudo de Natali et al. (1996) inclui uma espécie do
género Relbunium. Este trabalho analisa as relacdes filogenéticas entre os géneros e
espécies de Rubieae, e apresenta Relbunium entre as espécies japonesas de Galium.
Mais uma vez é destacado pelos autores a discrepancia entre os dados morfolégicos e
moleculares, e sugerem a realizacdo de estudos direcionados a pontos problematicos
evidenciados pelos estudos moleculares.

Dempster dedicou varios anos de sua vida profissional ao estudo do género
Galium, sendo que, de 1978 a 1990, fez uma ampla revisdo de suas espécies na
América do Norte, Central e do Sul. Nos trabalhos envolvendo a América do Sul
(Dempster 1982, 1990) discute a validade de Relbunium como género, indicando-o
como uma secéao no género Galium.

Endlicher (1839) propos o nome Relbunium como uma seg¢do de Galium,
baseando-se nas palavras de De Candolle (1830) para secéo Involucratae do género
Rubia, in verbis: “...Pedunculi axillares apice gerentes bracteas quatuor verticillatas,
involucrum constituentes, flores intra involucrum solitarri v. terni, sessiles v. pedicellati”.
Dempster (1982) afirma que essa definicdo permite a inclusdo ndo apenas de flores
involucradas sésseis, mas também de inflorescéncias involucradas no género,
entretanto assegura que Endlicher, ao fazer alusdo as flores pediceladas, estava se
referindo aos ramos (“branchlets”), ao invés dos pedicelos verdadeiros. Nesse
momento vale a pena comentar que Dempster ndo se refere ao pedicelo das flores de
Relbunium como um pedicelo verdadeiro, pois a presenca das bracteas faz com que
ela o defina como um falso pedicelo. Com base nessa afirmacéo se entende porque
Dempster menciona que Endlicher ndo se refere aos pedicelos com bracteas como
pedicelos verdadeiros, e supde que Endlicher permitiu a inclusdo de flores com
pedicelos verdadeiros, ou seja, sem bracteas, em Relbunium. Porém néo se percebe

na descricdo de Endlicher qualquer mencdo a flores pediceladas sem bréacteas,
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condicdo essa definida por Dempster como crucial na decisdo da validade de
Relbunium.

Bentham & Hooker (1873) ao elevar Relbunium a género, o descrevem como:
“...Herbae habitu follis floribusque Galli, flores bracteis 4 involucrati, sed inflorescentia
involucrata, fructuque saepissime carnoso, pedicello cum calyce articulato...”, e de
acordo com Dempster (1982) esses autores continuam a aceitar a definicdo permissiva
de Endlicher, para incluir em Relbunium flores sem bracteas. Ehrendorfer (1955), em
sua monografia sobre Relbunium, da uma descricdo mais detalhada, sem alterar os
significados anteriormente propostos: “...Flores sessiles vel rarius brevissime
pedicellati, bracteis quaternis vel binis involucrati; bracteae involucrales nonnunquam
ipsae pedunculos gerentes”. Sobre essa descricdo Dempster (1982) afirma que
Ehrendorfer ao usar a palavra “pedunculos”, enfatiza que as espécies possuem ramos
(“branchlets”) verdadeiramente pedicelados. Porém neste trabalho ficou evidente a
uniformidade na presenca das bracteas para a sustentacdo de Relbunium, e a
importancia desse carater para a delimitacao do grupo.

De acordo com Dempster (1982), se por definicdo, Relbunium é restrito apenas
a espécies com flores solitarias, sésseis e involucradas, resulta num género que é no
minimo nao-monofilético. Por outro lado se as inflorescéncias involucradas séo
incluidas, o problema deve ser examinado com mais cuidado.

Dempster (1982), determina que essas caracteristicas ndo sdo constantes no
género, ou seja, nem todas as flores sédo individualmente involucradas e/ou sésseis,
diferindo das observacdes aqui realizadas. A partir dessa hipotese, transfere as
espécies de Relbunium que possuem inflorescéncias involucradas, R. richardianum, R.
equisetoides e R. diphyllum, para Galium, pois afirma que essas espécies sdo muito
similares a G. suffruticosum, G. araucanum (Dempster 1982), G. microphyllum e G.
corymbosum (Dempster 1990). Nestas espécies de Galium, Dempster (1982) define a
presenca de aberracdes, pois observou, ndo freqlientemente a presenca de bracteas
involucrais apenas na base das inflorescéncias, e sugere o complexo G. richardianum
(Dempster 1982). Esse complexo parece esclarecer, de acordo com a autora, a lacuna
existente entre os géneros Relbunium e Galium, pois todos os individuos de G.
suffruticosum tém suas flores pediceladas, enquanto que em G. araucanum, espécie
muito similar, as flores sdo sésseis, como ocorre em algumas espécies de Relbunium.
Porém G. araucanum tem poucas flores com bracteas involucrais, como em G.
richardianum. Sdo muitas as semelhancas entre G. araucanum e G. richardianum,

diferindo principalmente quanto a superficie dos frutos, que em G. richardianum é
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tuberculada e em G. araucanum ¢é lisa. A partir disso, flores involucradas, sésseis e
solitarias se originaram da condicdo pedicelada, cimosa, provavelmente primitiva em
Galium (Dempster 1982). J& em 1990, Dempster com base nas propostas de 1982,
altera a posicdo taxondmica das espécies de Relbunium, incluindo-as em Galium,
estabelecendo novas combinagdes.

A segregacdo genérica de Relbunium a partir de Galium estd mais do que
confirmada pelos trabalhos de Detoni (1976) e de Cavalli (1976), através de analises de
flavonoides e isoenzimas, cuja proposta indica R. hypocarpium como a espécie mais
basal do género. Esta afirmacéo de Detoni (1976) e Cavalli (1976) esta de acordo com
os resultados obtidos a partir da filogenia morfoldgica construida para o género, ou
seja, as andlises filogenéticas morfoldgicas confirmam R. hypocarpium, e também R.
gracilimum, como o grupo basal no género, sustentando-o como um taxon distinto de
Galium.

Com base nestes resultados a hipétese de Dempster de que a lacuna entre
Galium e Relbunium seria preenchida pelo complexo G. richardianum, aqui tratado
como R. richardianum, néo seria aceitavel. Por outro lado, o fato de R. hypocarpium ser
considerado o remanescente do ancestral e apresentar uma “inflorescéncia” na axila
das suas folhas, reforca definitivamente as tendéncias evolutivas na morfologia da tribo
Rubieae, em concordancia com as idéias de Stebbins (1974) e Weberling (1977).
Stebbins (1974) sugere que a reducao de inflorescéncias para flores solitarias esta
freqlentemente associada a idéia de que um ciclo de florescimento mais rapido tem
uma vantagem adaptativa, e nas espécies em questdo, justificam o surgimento

posterior e independente de inflorescéncias em R. richardianum e R. equisetoides.
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V — CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos a partir das analises nas espécies de Galium e Relbunium
permitiram concluir que:

- A anélise morfolégica combinada das folhas, flores e frutos caracterizou a
distincdo dos géneros Galium e Relbunium.

- As caracteristicas morfolégicas estabelecidas por Dempster, para incluséo de
Relbunium no género Galium, ndo confirmam a situag&o taxondmica citada. De acordo
com essa autora, foi observada, para os individuos de Relbunium, uma variacdo com
relacdo a quantidade e presenca de bracteas involucrais. Nesse estudo nunca foi
percebido esse tipo de alteracdo, ou seja, em todos os individuos, inclusive nos
materiais-tipo analisados, as bracteas sempre foram visualizadas.

- Além das bracteas, Dempster sugere que a presenca de inflorescéncias € um
carater diagnéstico do género Galium, porém, sua presenca também foi registrada para
duas espécies de Relbunium aqui analisadas - R. equisetoides e R. richardianum. Para
as duas espécies de Relbunium, essa caracteristica é considerada como um
surgimento independente no género, no entanto, comparando-se com Galium, pode ser
definida como um retorno ao estado plesiomorfico, caracterizando um caso de
reversao.

- A presenca de inflorescéncias, em R. equisetoides, sugere uma adaptacéo a
garantia do processo de fecundacdo. De acordo com Ehrendorfer (1955) essa espécie
possui individuos com flores perfeitas, contudo individuos mondicos, ou raramente
didicos, também podem ser observados. Nos individuos com flores perfeitas a
existéncia de apenas uma flor pode garantir o sucesso da fecundacgéo, no entanto, em
individuos mondicos, ha necessidade de mais de uma flor para assegura-la, e nesse

caso, a presenca de inflorescéncias facilita o processo de fecundacéao.
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- Em Relbunium as secdes I, Il e lll, sugeridas por Ehrendorfer (1955), nao
caracterizaram grupos monofiléticos, de acordo com as andlises morfolégicas
realizadas nesse trabalho. De acordo com Ehrendorfer (1955), a secéo I, que possui
individuos com bracteas involucrais de dimensdes similares, flores com pedunculo mais
longo que as bréacteas involucrais, e ervas usualmente perenes, apresenta suas
espécies dispostas em trés clados distintos no cladograma (Fig. 50). O primeiro é
constituido por R. gracilimum e R. hypocarpium, considerado o grupo basal do género,
e, de acordo com Detoni (1976) e Cavalli (1976), R. hypocarpium é definida como a
espécie ancestral. O segundo clado retne R. equisetoides, R. longipedunculatum, R.
richardianum e R. nigro-ramosum, e o terceiro R. humilioides e R. valantioides. Tanto
no segundo como no terceiro clado, espécies das demais seclBes estdo a eles
agrupados. A secdo Il caracterizada morfologicamente por apresentar bracteas
involucrais de tamanho desigual, pedunculo mais curto que as bracteas, e ervas anuais
ou perenes com base lenhosa (Ehrendorfer 1955), a semelhanca do ocorrido na secéo
I, ndo constitui um grupo monofilético. Apesar de R. hirtum e R. ostenianum formarem
um clado, e atuarem como grupo irmdo de um dos clados da secdo |, a espécie R.
megapotamicum, classificada como pertencente a secao Il, aproxima-se
morfologicamente das espécies que compde a sec¢do |, como observado na Figura 50.
Ja a secao lll, constituida por R. humile e R. mazocarpum, possui flores com apenas
duas bracteas involucrais e antopédio longo, mostra-se monofilética, e relaciona-se
com o terceiro clado da secéo I.

- Para as espécies de Galium e Relbunium analisadas nesse trabalho, os
fragmentos de DNA nuclear e plastidial, ITS e trnL-F, respectivamente, mostram-se
pouco informativos; entretanto, os mesmos ja foram utilizados para outros grupos de
Rubiaceae, sendo bastante informativos. Porém, os resultados obtidos confirmam a
origem monofilética do clado que inclui duas das trés espécies que compde a secao Il -
R. hirtum e R. ostenianum, sugerindo que R. megapotamicum seja transferido para
sec¢dao |; e das espécies incluidas na secao Il - R. humile e R. mazocarpum.

- Com objetivo de expandir as analises morfolégicas com relacdo aos 6rgaos
vegetativos e reprodutivos, e moleculares, a fim de auxiliar na confirmagdo dos
resultados aqui obtidos s&o incentivadas. Como por exemplo:

- A inclusdo de mais espécies do género Galium e Relbunium,
buscando contemplar, com relagédo ao ultimo, todos 0s homes propostos por
Ehrendorfer (1955).
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- Realizar andlises com caracteres moleculares, adicionando outros
fragmentos de DNA gque possam acrescentar mais informacgdes ao grupo, e
incluir outros géneros da tribo Rubieae, além de Galium e Relbunium.

- Visando a taxonomia de Relbunium, sugere-se uma nova organizacao
das secbes de Relbunium, com atencdo especial a secao |, que podera ser
desmembrada em mais secdes. Além disso, essas secbes, que foram
instituidas informalmente por Ehrendorfer (1955), devem ser descritas

formalmente.

- Incentiva-se, ainda, o estudo das estruturas secretoras observadas nas
espécies de Relbunium, através de analises minuciosas de microscopia Optica, e,
principalmente, da microscopia eletronica de transmissao, pois estas estruturas séo,

em parte, descritas pela primeira vez para a familia Rubiaceae.
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Localidades referentes ao material coletado.

Espécie Localizacdo Registro
Cacapava do Sul/ RS, Pedra do Segredo K. De Toni et al. 51
Cambara do Sul / RS, Prox. PARNA Aparados da Serra K. De Toni et al. 31, 46, 67, 87,
Campos do Jordéo / SP F(1185154)
Jaquirana / RS, Estrada de Acesso K. De Toni et al. 42
R. nigro-ramosum Lag_oa Vermelha / RS, dist. Burrq Novo K. De Ton? et al. 84, 90
Praia Grande / SC, Serra do Faxinal (SC — 450) K. De Toni et al. 62, 63, 64
S&o Francisco de Paula / RS, RS-020 K. De Toni et al. 20
Séo Francisco de Paula / RS, Serra Umbu (prox. FLONA) K. De Toni et al. 70
Sao José dos Ausentes / RS, Sitio Vale das Trutas K. De Toni et al. 32
Tainhas / RS, Rota do Sol (Serra do Pinto) K. De Toni et al. 24
Cristal / RS, BR-116 junto Rio Camaqué K. De Toni et al. 08
Lavras do Sul/ RS, Vale do Seival K. De Toni et al. 56
R. richardianum Porto Alegre / RS, Campus do Vale UFRGS (Informatica) K. De Toni et al. 01, 03
Santo Antbnio da Patrulha / RS K. De Toni et al. 11
Séo Francisco de Paula / RS, RS-020 K. De Toni et al. 25
R. equisetoides Guaiba /RS, BR — 116 km 308, Fazenda Prof. N. |. Matzembacher N.I. Matzembacher s/n°, K. De Toni et al. 83
Cacapava do Sul/ RS, Pedra do Segredo K. De Toni et al. 53, 54
Cambara do Sul / RS, Prox. PARNA Aparados da Serra K. De Toni et al. 27, 28, 38, 40, 47, 49,
Cristal / RS, BR-116 junto Rio Camaqué K. De Toni et al. 09
Porto Alegre / RS, Campus do Vale UFRGS K. De Toni et al. 02, 04
Praia Grande / SC, Serra do Faxinal (SC — 450) K. De Toni et al. 60, 61
R. hypocarpium Prov. Tucuman / Argentina F (S.Venturi 927)
Santo Antbnio da Patrulha / RS K. De Toni et al. 14
Séo Francisco de Paula/ RS, Serra Umbu K. De Toni et al. 68, 73, 74
S&o Joaquim / SC, Rio Pelotas K. De Toni et al. 35
Sao José dos Ausentes / RS, Sitio Vale das Trutas K. De Toni et al. 33
Sao José dos Ausentes / RS, Morro Negro K. De Toni et al. 34
Tainhas / RS, Rota do Sol (Serra do Pinto) K. De Toni et al. 18
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Espécie

Localizacdo

Registro

R. gracillimum

Angra dos Reis / RJ, Reserva Ambiental Eletronuclear

M.G. Bovini et al. 2460, K. De Toni et al. 93

Itatiaia / RJ, prox. PARNA ltatiaia

K. De Toni et al. 79, 80

Serrinha / PR

F (G. Janssan 156a)

R. valantioides

Santo Antbnio da Patrulha / RS

K. De Toni et al. 10

R. humilioides

Cambara do Sul / RS, Prox. PARNA Aparados da Serra

K. De Toni et al. 30, 44, 45

R. longipedunculatum

Cambara do Sul / RS, Prox. PARNA Aparados da Serra

K. De Toni et al. 29, 39, 48, 72, 81

Cambara do Sul / RS, PARNA Aparados da Serra, prox. Canion
Itaimbezinho

U (6267)

Jaquirana / RS, Estrada de Acesso

K. De Toni et al. 43

. S&o Francisco de Paula /RS, RS - 020 K. De Toni et al. 36
R. megapotamicum o s RS, RS — 020, junto Rio Pinto K. De Toni et al. 22
R. hirtum Lavras do Sul/ RS, Vale do Seival K. De Ton@ et al. 55
Pelotas / RS, BR — 492, dist. Euldlia K. De Toni et al. 17
R. ostenianum Lavras do Sul/ RS, estrada para Sao Gabriel K. De Toni et al. 57
Cambara do Sul / RS, Prox. PARNA Aparados da Serra K. De Toni et al. 26, 45, 65, 71
Guaiba /RS, BR — 116 km 308, Fazenda Prof. N. I. Matzembacher K. De Toni et al. 75
R. humile Jaquirana / RS, Estrada de Acesso K. De Toni et al. 41
Maquiné / RS, Serra Umbu K. De Toni et al. 69
Porto Alegre / RS, Campus do Vale UFRGS (base escadaria) K. De Toni et al. 16
Tainhas / RS, RS — 020, junto Rio Pinto K. De Toni et al. 21
Cambara do Sul / RS, Prox. PARNA Aparados da Serra K. De Toni et al. 37, 82
R. mazocarpum - — :
Hidalgo / México NY (Pringle 8834)
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VIll. Anexo I

Taxons genéricos e infragenéricos citados no texto, com seus respectivos autores.

Anotis lancifolia Hook.

Anthospermum L.

Arcytophyllum Willd. ex Schult. et Schult. f.
Argocoffeopsis Lebrun

Astiella Jovet

Borreria hispida Spruce ex K. Schum.
Borreria verticillata (L.) G. Mey.

Calanda K. Schum.

Callipeltis cucullaris (L.) Rothm.
Calycosiphonia Robbr.

Canthium Lam.

Carpacoce spermacocea (Reichb. f.) Sond.
Chimarrhis cymosa Jacq.

Clematis L.

Coffea L.

Coptosapelta Korth.

Coryphothamnus Steyerm.

Coussarea gracilifiora (Mart.) Benth. et Hook. f.

Coussarea meridionalis (Vell.) Mull. Arg.
Craterispermum Benth.

Damnacanthus C.F. Gaertn.

Dentella repens (L.) J.R. Forst.

Dentella serpyllifolia Wall. ex Craib
Didymaea Hook. f.

Didymosalpinx Keay

Diodia radula (Will. et Hoffm.) Cham. et Schitdl.

Ernodea Sw.

Exostema (Pers.) Bonpl.

Fadogia Schweinfurth

Gaertnera Lam.

Galium andringitrense Homolle ex Puff

Galium angustifolium Nutt. ex A. Gray

Galium ankaratrense Homolle ex Puff

Galium aparine L.

Galium araucanum Philib.

Galium aschenbornii Nees et S. Schauer

Galium boreale L.

Galium boyacanum Dempster

Galium canescens Kunth

Galium chloroionanthum K. Schum.

Galium circaezans Michx.

Galium collomae J.T. Howell

Galium coronadoense Dempster

Galium correllii Dempster

Galium corymbosum Ruiz et Pav.

Galium cruciata (L.) Scop.

Galium ecuadoricum Dempster

Galium eriocarpum Bartl. ex DC.

Galium fendleri A. Gray

Galium ferrugineum K. Krause

Galium fuscum M. Martens et Galeotti

Galium gymnopetalum Ehrend. et
E.Schonbeck-Temesy

Galium gilliesii Hook. et Arn.

Galium galapagoense Wiggins

Galium hirsutum Ruiz et Pav.
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Galium huancavelicum Dempster
Galium hystricocarpum Greenm.
Galium iltisii Dempster

Galium L.

Galium lahulense Ehrend. et E.Schdnbeck-

Temesy
Galium latifolium Michx
Galium latoramosum Clos
Galium magellanicum Hook. f.
Galium microphyllum A. Gray
Galium mollugo L.
Galium multiflorum Kellogg
Galium orizabense Hemsl.
Galium ovalleanum Phil.
Galium parishii Hilend et J.T. Howell
Galium pedemontanum (Bellardi) All.
Galium pendulum Greenm.

Galium pennellii Dempster

Galium peruvianum Dempster et Ehrend.

Galium philippianum Dempster
Galium pilosum Aiton

Galium plumosum Rusby

Galium polyacanthum (Baker) Puff
Galium reynoldsii Dempster
Galium rotundifolium L.

Galium rubioides L.

Galium saipalense Ehrend. et E.Schdnbeck-

Temesy
Galium serpenticum Dempster
Galium spurium L.
Galium suffruticosum Hook. et Arn.
Galium trichocarpum DC.
Galium trifidum L.
Galium uncinulatum DC.
Galium uruguayense Bacigalupo
Galium vernum Scop.
Galium weberbaueri Krause
Galium wigginsii Dempster
Galium wrightii A. Gray
Galopina Thunb.

Guettarda parviflora Vahl

Hilia parasitica K. Schum.

Holocarpa Baker

Hymenocoleus scaphus (K. Schum.) Robbr.

Joosia dichotoma (Ruiz et Pav.) H. Karst.

Joosia H. Karst.

Joosia oligantha L. Andersson

Joosia pulcherrima Steere

Joosia standleyana Steyerm.

Keetia E. P. Phillips

Leonotis leonurus (L.) R. Br.

Luculia Sweet

Lundia DC.

Macrosphyra Hook. f.

Mitchella L.

Mussaenda L.

Nenax Gaertn.

Neogaillonia Lincz.

Neomazaea Krug et Urb.

Neonauclea Merr.

Neopentanisia Verdc.

Nepeta sibthorpii Benth.

Oldenlandia alata Roxb.

Oldenlandia corymbosa L.

Oldenlandia nudicaulis Roth

Otiophora lebruniana (Bamps) Robbr. et Puff

Pagamea Aubl.

Pagameopsis Steyerm.

Paragenipa Baill.

Paraknoxia Bremek.

Pentanisia Harv.

Pentanisia prunelloides (Klotzsch ex Eckl. et
Zeyh.) Walp.

Pentas Benth.

Plectranthus ornatus Codd

Polygonella Michx.

Prismatomeris Thwaites

Psychotria carthagenensis Jacq.

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes

Psychotria L.
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Psychotria nuda (Cham. et Schitdl.) Wawra
Psychotria velloziana Benth.

Psydrax Gaertn.

Quercus acutissima Carruth.

Randia malabarica Lam.

Relbunium (Endl.) Benth. et Hook.f.
Relbunium atherodes (Spreng.) K. Schum.
Relbunium bigeminum (Griseb.)
Relbunium buxifolium K. Schum.

Relbunium catarinense Ehrend.

Relbunium croceum (Ruiz et Pav.) K. Schum.

Relbunium diphyllum K. Schum.

Relbunium equisetoides (Cham. et Schitdl.)
Ehrend.

Relbunium ericoides ericoides (Lam.) K.
Schum.

Relbunium glaberrimum Standl.

Relbunium gracillimum Ehrend.

Relbunium guadalupense (Spreng.) Urb.

Relbunium hirsutum (Ruiz et Pav.) K. Schum.

Relbunium hirtum (Lam.) K. Schum.

Relbunium hirtum K. Schum.

Relbunium humile (Cham. et Schitdl.) K.
Schum.

Relbunium humilioides M. Porto et Ehrend.

Relbunium hypocarpium (L.) Hemsl.

Relbunium indecorum (Cham. et Schitdl.)
Ehrend.

Relbunium longipedunculatum Mariath et
Ehrend.

Relbunium mazocarpum Greenm.

Relbunium megapotamicum (Spreng.)
Ehrend.

Relbunium microphyllum (A. Gray) Hemsl.

Relbunium muelleri K. Schum.

Relbunium nigro-ramosum Ehrend.

Relbunium noxium (A. St.-Hil.) K. Schum.

Relbunium ostenianum Standl.

Relbunium ovale K. Schum.

Relbunium paulense Standl.

Relbunium polyplocum Hemsl.

Relbunium relbum Cham. et Schitdl.

Relbunium richardianum (Gillies ex Hook. et
Arn.) Hicken

Relbunium rupestre (Gardner) Ehrend.

Relbunium sellowianum Cham. et Schitdl.

Relbunium sphagnophilum Greenm.

Relbunium valantioides (Cham. et Schitdl.) K.
Schum.

Relbunium valantioides Cham. et Schitdl.

Relbunium vile (Cham. et Schitdl.) K. Schum.

Rennellia Korth.

Richardia L.

Rondeletia L.

Rubia cordifolia L.

Rubia indecora Cham. et Schitdl.

Rubia L.

Rubia peregrina L.

Rubia tinctorum L.

Rustia formosa (Cham. et Schltdl. ex DC.)
Klotzsch

Rutidea DC.

Scyphiphora Gaertn.

Sherardia arvensis L.

Spermacoce L.

Tarenna asiatica Kuntze

Tarenna jolinonnii N. Hallé

Theligonum L.
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Figura 46 (A — O). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium ostenianum.
Figura 47 (A — N). Aspectos micromorfolégicos das estruturas reprodutivas de
Relbunium humile.
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Figura 51. Arvore gerada a partir de dados vegetativos.
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Porto et al. (1977).
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