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RESUMO

Merianthera burlemarxii Wurdack (Melastomataceae) € um arbusto endémico
de afloramentos rochosos no leste do Brasil, e sujeita a temperaturas extremas e
déficit hidrico. As plantas apresentam caules fistulosos que s&o finos na base e
espessos no apice. O caule de fistuloso foi mencionado como uma adaptacao
(doméacia caulinar) relacionada a associacdo mutualistica com formigas
(mirmecofitismo). A fim de elucidar os aspectos adaptativos na histéria de vida de M.
burlemarxii, ou seja, se estas adaptacdes estdo relacionadas com a sobrevivéncia
sob condi¢des adversas ou a associagdo com formigas, descrevemos sua anatomia
caulinar, com foco no desenvolvimento do caule e na morfogénese das fistulas.
Seccdes seriadas foram feitas a partir do apice até a base; também foram realizados
testes histoquimicos, maceracdo, microscopia de fluorescéncia e microscopia
eletrdbnica de varredura. N&o encontramos caracteristicas anatdbmicas que
normalmente estédo relacionadas ao mirmecofismo, tais como prostomas, tecidos de
cicatrizacdo, medula heterogénea e recompensas alimentares. Por outro lado,
existem varias caracteristicas que sugerem estratégias adaptativas relacionadas a
ambientes secos, que podem incluir a formacéo de fistulas. A medula ocupa cerca
de ¥ do volume do caule, com vasta reserva de agua e amido, e também compostos
fendlicos; feixes vasculares ocorrem nas regides nodais da medula. Antes do
desenvolvimento da primeira fistula, h4 uma diminuicdo no volume das células da
medula, e suas paredes tornaram-se onduladas, aumentando o tamanho dos
espacos intercelulares. As fistulas comecam a aparecer no 9° entrend, onde
algumas células se separam e dao origem a pequenas fendas. As células que
circundam as fistulas estéo vivas, (isto €, com nucleo), apesar do volume reduzido.
Parece que as reservas armazenadas na medula podem ser usadas durante
periodos secos, resultando em uma diminuicdo no volume das células e
consequentemente originando as fistulas. Os feixes vasculares medulares permitem
gue a planta utilize efetivamente os recursos armazenados na medula. As células da
periferia das fistulas estdo vivas, apesar da reducdo de volume, o que indica que
estas células podem armazenar dgua novamente. Este € o primeiro registro de uma
espécie xerdfita de Melastomataceae com tais caracteristicas anatdmicas no caule.

Palavras-chave: Mirmecdfitas. Estresse hidrico. Inselbergues. Feixes medulares.
PontoacBes guarnecidas.



ABSTRACT

Merianthera burlemarxii Wurdack (Melastomataceae) is a shrub endemic to
granitic inselbergs in eastern Brazil, and subject to extreme temperature and water
availability ranges. The plants have fistulose branches that are thin at the bases and
wider at the apex. The fistulose stem has already been mentioned as an adaptation
(caulinar domatia) related to mutualistic association with ants (myrmecophytism). In
order to elucidate adaptive aspects in M. burlemarxii’s life history, i.e., whether these
adaptations are related to survival under harsh conditions or to association with ants,
we describe its caulinar anatomy, focusing on stem development and the
morphogenesis of the fistulae. Serial sections were made from the apex to the base;
were also made histochemical tests, maceration, fluorescence and scanning
electronic microscopy analysis. We did not find any anatomical characters that are
usually related to myrmecophytism, such as prostomas, wound tissues,
heterogeneous pith and food bodies. On the other hand, there are several features
that suggest adaptive strategies related to dry environments, and that may include
the formation of the fistulae. The pith occupies about % of the stem volume, with a
vast reserve of water and starch, and also phenolic compounds; medullary vascular
bundles occur at the nodal regions of the pith. Before the development of the first
fistulae, there is a decrease in the pith cells volume, and their walls became
undulated, increasing the size of the the intercellular spaces. The fistulae start to
appear at the 9th internode, where some cells become separated and give rise to
small slits. The cells surrounding the fistulae are alive (i.e., with nuclei), despite the
reduced volume. It seems that the reserves stored in the pith may be used during
dry periods, resulting in a decrease in the cells volume and consequently originating
the fistulae. The medullary vascular bundles allows the plant to exploit the resources
allocated in the pith. The cells on the periphery of the fistulae are alive, despite
volume reduction, which indicates that these cells may store water again. This is the
first record of a xerophytic species of Melastomataceae with such caulinar anatomical
features.

Key-words: Myrmecophytes. Hydric stress. Inselbergs. Medullary bundles. Vestured
pits.



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt sttt te st ete e eee e 13
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt e, 15
2.1 ANATOMIA CAULINAR DE MELASTOMATACEAE ........ccooiiieiieeiieeii 15
2.2 O GENERO MERIANTHERA ...t 16
2.3 DOMACIAS CAULINARES........oiieeeeeeeeeeeeeeeee et 18
2.4 CAULES FISTULOSOS . ...t e e e e e 19
2.5 ANATOMIA DE PLANTAS DE AMBIENTES XERICOS ........coccooveieeieenn. 21
2.6 XEROMORFISMO E XEROFITISMO EM MELASTOMATACEAE............... 25
3 MATERIAL E METODOS........coiiiieeieceeieeee e ete ettt 27
4 RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e eaneees 29
4.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS ......ocuiiieieieieisiee e 29
4.2 DESENVOLVIMENTO DO CAULE.......cccciiiiiiiiiiieeee et 29
4,21 ADPICE CAUINGT ......eeeeeeieeeee ettt te et et eere e e 29
A = 1] 4 1= T o =T o =T o J 30
4.2.3 Segundo € terceir0 ENrEN0 .......cc.uuuiiiiiieeeei it 30
4.2.4 Quarto ao SEIMO ENIENOG .......cciiiiiii it e e e e eens 31
4.2.5 Oitavo a0 deCIMO ENIIENO........cceiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 32
4.2.6 DECIMO entrend € SEQUINTES ........ciiiiieiiieeiiiiiie e e e e e e e e 32
5 DISCUSSAOD ...coouiiiiieieiee ettt 34
REFERENCIAS.......ootitiitiieie ettt ettt ettt anis 37

ANEXO 1 - ARTIGO SUBMETIDO A BOTANICAL JOURNAL OF THE LINNEAN
SO T Y e 51



13

1 INTRODUCAO

Merianthera burlemarxii Wurdack (Melastomataceae) é um arbusto endémico
de afloramentos rochosos no noroeste do Espirito Santo. Cresce em solos rasos e
rochosos, onde a cobertura vegetal é bastante reduzida com arbustos densos sobre
uma camada herbacea que normalmente desaparece na estacdo seca
(GOLDENBERG et al., 2012).

Dentre as sete espécies do género, M. burlemarxii se destaca pelas
caracteristicas peculiares no caule: os ramos sdo finos na base e espessos em
direcdo ao apice, com até 2,5 cm de diametro; o caule é fistuloso, isto é, com
cavidades ocas na medula, que medem 1-11 mm de altura (GOLDENBERG et al.
2012). As fistulas de M. burlemarxii sdo citadas como domacias caulinares
(MICHELANGELI, 2010; CHOMICKI e RENNER, 2015), uma modificagdo estrutural
do caule que permite o alojamento de formigas. Contudo, ndo foram notadas
colénias de formiga nas populacbes observadas no campo, ou algum tipo de
abertura utilizada como entrada para formigas; nos espécimes de herbario, ndo
foram encontrados restos ou detritos deixados por formigas (GOLDENBERG et al.,
2012). Véarias Melastomataceae apresentam associacdo mutualistica com formigas
(mirmecofitismo), no Neotropico sdo encontradas 84 espécies mirmecofitas
distribuidas em 11 géneros; domécias caulinares aparecem em 16 espécies, e
dessas M. burlemarxii € a Unica que ocorre no Brasil (MICHELANGELI, 2010).

Domacias caulinares possuem caracteristicas particulares que as distinguem
de fistulas de espécies ndo-mirmecofitas, como o bambu, por exemplo. Em
mirmecdfitas, as fistulas frequentemente apresentam prostoma (regido de entrada)
(BAILEY, 1922; FEDERLE et al., 2001; TILLBERG, 2004; BROUAT et al., 2001),
medula fortemente heterogénea (TEPE et al., 2007; BAILEY, 1922), recompensas
alimentares (LEROY et al., 2010) e tecidos de cicatrizacdo (BAILEY, 1923; TEPE et
al., 2007; 2009; RAZAFIMANDIMBISON et al.,, 2005). Prostomas sdo pequenos
pontos localizados no caule compostos de camadas finas de parénquima e
desprovidas de sistema vascular e de outros tecidos lignificados (BAILEY, 1922;
BROUAT et al.,, 2001), e ttm como funcéo facilitar a escavacdo ou acesso das
formigas ao interior da doméacia (TEPE et al., 2007). Formigas do género
Cladomyrma, associadas a Ryparosa fasciculata King. (Achariaceae), néo

necessitam da formacdo de prostomas para iniciar a escavacao, neste caso, a
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rainha reconhece seu hospedeiro e mastiga uma regido do entrend formando um
orificio (WEBBER et al., 2007).

A formacéo de caules fistulosos ndo necessita obrigatoramente da escavacao
de um agente externo, e pode se desenvolver por processos esquisdgenos e/ou
lisigenos como observado por Mikesell e Schroeder (1980) em Phytollaca americana
L. (Phytollacaceae), porém os fatores que levam as plantas a realizarem esses
processos sao pouco investigados, podendo esta caracteristica ter diversos
significados.

Em espécies de Pittocaulon (Asteraceae), de regides secas do México, 0
parénquima medular é separado na estacdo seca, formando camaras, porém, na
estacdo chuvosa, 0 mesmo recupera sua turgescéncia, a ponto de dar aspecto de
uma medula sélida novamente (OLSON, 2005). Em Bambusoideae, muitos autores
tém atribuido caules ocos a uma vantagem mecénica, além de serem estruturas
metabolicamente baratas (KULL, HERBIG e OTTO, 1992; NIKLAS, 1997).

As condicdes ecoldgicas sob as quais M. burlemarxii cresce sdo muito
peculiares, com alta insolacdo e temperaturas extremas. Apesar da precipitacao
anual relativamente elevada, estas plantas sédo constantemente sujeitas a restricoes
de agua, uma vez que crescem quase diretamente em macicos graniticos
("inselbergs"). Nestas condi¢cdes, muitas espécies respondem com diferentes
adaptacdes relacionadas com a economia de agua (POREMBSKI et al., 1998;
POREMBSKI e BARTHLOTT, 2000). A fim de elucidar os aspectos adaptativos da
histéria de vida de M. burlemarxii, descrevemos sua anatomia caulinar, tentando
responder as seguintes questdes: (1) Como séo formadas e estruturadas as fistulas
e qual a funcdo dessas em M. burlemarxii? (2) Essas caracteristicas estao

relacionadas a uma interacdo mutualista com formigas ou a economia de agua?
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA CAULINAR DE MELASTOMATACEAE

Com cerca de 150 géneros e 4.500 espécies, Melastomataceae esta entre as
dez maiores familias de plantas com flores, ocorrendo em regides tropicais e
subtropicais (RENNER et al.,, 2010). No Brasil € a sexta maior familia entre as
angiospermas, com 1.370 espécies (BAUMGRATZ et al., 2015). As espécies
incluem &rvores, arbustos, herbaceas ou mais raramente epifitas e lianas. S&o
caracterizadas por apresentarem folhas opostas cruzadas, nervacdo acrédroma,
estames geralmente falciformes e anteras poricidas (ROMERO e MARTINS, 2002).

Estudos sobre a anatomia caulinar de Melastomataceae sdo encontrados em
Lignier (1887), Solereder (1908), Cordemoy (1912, 1914), Metcalfe e Chalk (1950),
Ter Welle e Koek-Noorman (1979, 1981), Van Vliet, (1981) Van Tieghem (1891),
Contin (1969), Costa (1977), Marcon e Costa (2000), Souza e Marquete (2000),
Reginato, Boeger, e Goldenberg (2009), Ferreira e Isaias (2013), entre outros.

Uma das caracteristicas anatdmicas marcantes no caule das
Melastomataceae € a presenca de floema intraxilematico (METCALFE e CHALK,
1950). O termo “floema intraxilematico” refere-se a grupos de floema que ocorre
adjacente ao protoxilema, com margens a medula (CARLQUIST, 2013), na familia,
também é descrito como floema interno (LIGNIER, 1887; COSTA, 1977; SOUZA e
MARQUETE, 2000).

Muitas espécies de Melastomataceae apresentam feixes vasculares na
medula (METCALFE e CHALK, 1950, LIGNIER, 1887), geralmente formados por
floema, como em Clidemia blepharodes DC., Pleiochiton setulosum Cogn., P.
micranthum Cogn. e P. ebracteatum Triana (REGINATO, BOEGER, GOLDENBERG,
2009), Tibouchina hatschbachii (CONTIN, 1969). Poucos estudos foram dedicados a
descobrir a origem e ocorréncia dos feixes medulares dentro da familia. Em
Gravesia os feixes medulares estdo presentes em determinada regido do caule e
ausentes em outra (CORDEMOY, 1912). Ja em Miconia theaezans (Bonpl.)
Cogniaux a presenca de feixes medulares é constante, desde o caule jovem até o
caule adulto (COSTA, 1997). Worsdell (1919) sugeriu que os feixes medulares em
Melastomataceae seriam, provavelmente, uma caracteristica recém adquirida e

adaptada para alguma funcdo especial, contudo salienta que € dificil aceitar esse
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ponto de vista pelo fato dessa caracteristica ocorrer em alguns individuos e em
outros néo.

No xilema, os elementos de vaso sdo pequenos, ocasionalmente médios a
grandes, a placa de perfuracédo é do tipo simples, e as pontoacdes séo alternadas
apresentando guarnicbes (METCALFE e CHALK, 1950). O parénquima é
tipicamente paratraqueal e o0s raios sdo unisseriados e heterogéneos (METCALFE e
CHALK, 1950). Podem ocorrer fibras libriformes, fibrotraqueides (VAN VLIET et al.,
1981) e fibras gelatinosas (MARCON e COSTA, 2000). A ocorréncia de faixas
tangenciais semelhante a parénquima € muito frequente em Melastomataceae (TER
WELLE e KOEK-NOORMAN, 1979, 1981; VAN VLIET, 1981), sado formadas por
faixas de parénquima, células de parénquima fusiforme e fibras (SILVA et al., 2015).

Cristais e compostos fendlicos frequentemente estdo presentes em caules e
folnas de Melastomataceae (METCALFE e CHALK, 1950; CORDEMOY, 1912;
COSTA, 1997; FERREIRA e ISAIAS, 2013). A endoderme é bem delimitada
(METCALFE e CHALK, 1950), formada por células achatadas, de paredes finas, e,
as vezes, com as faces laterais lignificadas (VAN TIEGHEM, 1891). A medula é
descrita como parenquimatosa, entretanto pode ser totalmente esclerificada como
em Gravesia macrosepala (CORDEMOQY, 1912). Em algumas espécies a medula
apresenta reserva de amido, como registrado em Medinilla tuberosa Jum. & H.
Perrier, M. rubrinervia Jum. & H. Perrier (CORDEMOQY, 1912) e Miconia tristis
Springs (SOUZA e MARQUETE, 2000).

Alguns caracteres anatdomicos de valor diagnéstico da familia séo limitados,
devido a ocorréncia de estados de caracteres intermediarios, porém, ainda podem
ser de valor taxondmico (VAN VLIET, 1981).

2.2 O GENERO MERIANTHERA

O género Merianthera (Melastomataceae) apresenta sete espécies: M.
pulchra Kuhlm, M. burlemarxii Wurdack, M. sipolisii (Glass. e Cogn), M. bullata R.
Goldenb., Fraga e A. P. Fontana, M. eburnea, R. Goldenb. e Fraga, M. verrucosa R.
Goldenb., Fraga e A. P. Fontana e M. parvifolia R. Goldenb., Fraga e A. P. Fontana.
As espécies compreendem arbustos ou arvores de pequeno porte, com até 6 metros

de altura, e podem ser reconhecidas por apresentarem folhas caducas, ovario infero
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e seco, frutos deiscentes e estames com complexo apéndice dorsal (GOLDENBERG
et al., 2012).

Todas as espécies crescem sobre afloramentos rochosos, em areas onde a
vegetacdo € escassa e formada principalmente por arbustos entre herbaceas, que
geralmente desaparecem na estacdo seca (GOLDENBERG et al., 2012). O grupo é
monofilético e apresenta dois clados distintos. O primeiro, endémico de Minas
Gerais, € composto por M. eburnea e M. sipolisii, que possuem pétalas brancas e
rosas, e as folhas, na face abaxial, cobertas por um denso indumento. O segundo
clado, inclui as restantes cinco espécies, todas com folhas glabras ou glabrescentes
e pétalas roxas. M. bullata, M. burlemarxii e M. parvifolia sdo endémicas do Espirito
Santo; M. verrucosa ocorre em Minas Gerais e Espirito Santo e M. pulchra em Minas
Gerais, Espirito Santo e Bahia (GOLDENBERG et al., 2012).

Dentre as sete espécies, Merianthera burlemarxii € a que mais chama
atencdo por suas caracteristicas peculiares no caule: os ramos cilindricos séo finos
na base e espessos em direcdo ao apice, com até 2,5 cm de diametro,
internamente, ocorrem fistulas (cavidades ocas) com 1-11 mm de altura
(GOLDENBERG et al., 2012). Michelangeli (2010) sugeriu que as fistulas de M.
burlemarxii seriam domacias caulinares, que consistem numa modificagdo estrutural
do caule, permitindo o alojamento de formigas. Apesar disso, ndo foram notadas
colénias de formiga nas populacbes observadas no campo, ou algum tipo de
abertura que poderia ser uma regido de entrada para formigas (GOLDENBERG et
al., 2012).

M. burlemarxii foi descoberta pelo paisagista e artista plastico Roberto Burle
Marx em 1941, em uma de suas expedi¢cdes ao vale do Pancas, Espirito Santo
(TABACOW, 2004). A espécie cresce em solos rasos sobre afloramentos rochosos
(GOLDENBERG et al., 2012). Segundo a Lista Oficial da Flora Ameacada de
Extincdo do Espirito Santo, M. burlemarxii encontram-se na categoria “criticamente
em perigo”. A substituicao das Florestas Estacionais Semideciduais por pastagens e
culturas agricolas, e a extracdo de rochas ornamentais tem contribuido para
diminuicdo de muitas populacdes da flora do Espirito Santo (SIMONELLI e FRAGA,
2007), muito provavelmente, esta € a razdo pela qual M. burlemarxii € encontrada

apenas em regides restritas.
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2.3 DOMACIAS CAULINARES

Domécias séo estruturas produzidas por plantas em forma de depressdes ou
cavidades, permitindo o alojamento de formigas (JACOBS, 1966; BEATTIE e
HUGHES, 2002). Podem estar presentes em diferentes partes da planta como
caules, folhas, peciolos, ou estruturas abertas como estipulas, peciolos céncavos ou
invaginantes (MICHELANGELI, 2010). As plantas que desenvolvem interacdes
mutualisticas com formigas sdo chamadas de mirmecdfitas (BEATTIE 1985;
DAVIDSON e MCKEY, 1993). Em troca de abrigo, e em alguns casos, de alimento,
as formigas auxiliam a planta contra herbivoria, como exemplificado em varios
estudos (BEATTIE 1985; FIALA e MASCHWTTZ, 1991; GAUME, MCKEY e
ANSTETT, 1997; WEBBER et al., 2007; MICHELANGELI, 2003).

As domacias caulinares possuem caracteristicas particulares que diferem das
fistulas de espécies nao-mirmecodfitas, como o bambu, por exemplo. Em
mirmecodfitas, as fistulas frequentemente apresentam prostoma (regido de entrada)
(BAILEY, 1922a; FEDERLE et al., 2001; TILLBERG, 2004; BROUAT et al., 2001),
medula  heterogénea (TEPE et al, 2007; BAILEY, 1922, 1924;
RAZAFIMANDIMBISON et al., 2005) e recompensas alimentares (BAILEY, 1922a;
LEROY et al., 2010; TEPE et al., 2007).

Prostomas séo pequenos pontos localizados no caule compostos de camadas
finas de parénquima, e desprovidos de sistema vascular e de outros tecidos
lignificados (BAILEY, 1922; BROUAT et al., 2001), e tém como fungéo facilitar o
acesso de formigas mutualistas ao interior da doméacia (TEPE et al.,, 2007). A
ocorréncia de prostomas em domacias caulinares pode beneficiar as formigas em
varios aspectos. Entre os beneficios estd o menor gasto de energia ao mastigar o
orificio de entrada, menor exposi¢cao de componentes toxicos devido ao rompimento
de células (resinas, latex, etc), maior tempo de abertura para a colonizacao, entre
outros (BAILEY, 1922; FEDERLE et al., 2001). Formigas do género Cladomyrma,
associadas a Ryparosa fasciculata King. (Achariaceae), ndo necessitam da
formacdo de prostomas para obter acesso ao interior da domacia, neste caso, a
rainha reconhece seu hospedeiro e mastiga uma regido do entrené formando um
orificio de entrada (WEBBER et al., 2007).

A presenca de medula fortemente heterogénea em domécias caulinares

também tem sido observada em espécies mirmecofitas (Piper sp., Piperaceae; TEPE
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et al.,, 2007; Cecropia sp., Cecropiaceae; BAILEY, 1922a; Neonauclea sp.,
Rubiaceae; RAZAFIMANDIMBISON et al., 2005). No caso de algumas mirmecoéfitas
a medula heterogénea pode facilitar a escavacao por formigas ou promover sua
desintegracdo espontanea (BAILEY, 1922, TEPE et al., 2007).

Muitas mirmecofitas além de proverem abrigo fornecem recompensas
alimentares as formigas associadas. A producdo de recursos alimentares como
forma de recompensa € um dos fatores fundamentais para que a colonizacdo seja
estabelecida (FISCHER et al.,, 2002; LEROY et al. 2010). Espécies de Piper
produzem os chamados “corpusculos em pérola” (pearl bodies) nas paredes internas
da domécia, sdo estruturas globosas formadas por células volumosas ricas em
lipideos, proteinas e carboidratos (TEPE et al., 2007). Em alguns casos, tal alimento
€ produzido apenas na presenca de sua formiga mutualista, Pheidole bicornis Forel
(LETOURNEAU, 1998). Em Cecropia sp. o triquilio (base do peciolo foliar em forma
de quilha coberta por tricomas multicelulares) produz “corpos miullerianos”, os quais
sao ricos em glicogénio e utilizados como alimento por formigas do género Azteca
(RICKISON, 1971). Os corpos miillerianos sédo formados a partir de uma série de
divisbes celulares na segunda ou terceira camada de células abaixo da superficie do
triquilio, estas divisdes iniciais produzem um grupo de células que por expansao e
divisdao celular formam um prolongamento que emerge acima da epiderme
(RICKSON, 1976). A medida que o corpo milleriano atinge aproximadamente trés
qguartos do tamanho final, a deposicao de glicogénio € iniciada (RICKSON, 1976).

Em espécies de Piper secdo Macrostachys, o caule produz um tecido
suberificado em torno da cavidade, isolando os tecidos vivos (TEPE, et al, 2007). Ja
em Piper immutatum Trel. e P. pterocladum C. DC., o caule ndo produz tal tecido, e
as paredes da cavidade apresentam varios fragmentos de parede celular devido ao

rompimento das células (TEPE, 2009).

2.4 CAULES FISTULOSOS

Caule fistuloso é definido como aquele naturalmente oco (GONCALVES e
LORENZI, 2011), pode estar presente em espécies aquaticas, terrestres herbaceas,
arbustivas ou arbdreas. Dentre 0s registros de espécies terrestres com caules
fistulosos destacam-se: Phytollaca dioica L., Juglans nigra L., Liriodendron tulipifera
L. (MIKESELL e SCHROEDER, 1980), Pittocaulon spp. (OLSON, 2005), varios
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géneros da subfamilia Bambusoideae (LIESE, 1998), entre outras. Em geral, as
fistulas sdo formadas na medula, por processos esquiségenos e/ou lisigenos
(MIKESELL e SCHROEDER, 1980; MAUSETH, 1988; ALONI e PRESSMAN, 1981;
LIESE e SCHMITT, 2006). Lance (2004) descreve cinco tipos de medula (FIGURA
1): 1) homogénea, com um nucleo sélido; 2) com diafragmas, quando a medula é
homogénea, mas com placas horizontais de forma irregular; 3) esponjosa, quando
parece perfurada, semelhante a uma esponja; 4) escavada, quando apresenta uma
cavidade central; e 5) compartimentada, quando a medula € composta de placas

horizontais consecutivas de forma regular.

FIGURA 1: Tipos de Medula

homogenous spongy

diaphragmed excavated chambered

Fonte: Lance (2004)

Os processos que levam a formacdo de fistulas podem ser variaveis de
acordo com a espécie. Em espécies de bambu, células centrais da medula
apresentam paredes celulares curvas indicando o inicio de um colapso, em seguida,
a certa distancia do apice, a lacuna comeca a se formar com a separacdo das
células da medula (LIESE e SCHMITT, 2006). Posteriormente um numero crescente
de células tornam-se colapsadas, tais células agregam-se formando uma estrutura
semelhante a uma membrana encerrando a formagdo da lacuna (LIESE e
SCHMITT, 2006). Em Phytollacca americana L. (Phytollacaceae), o desenvolvimento
das camaras de ar é tanto esquizdgeno quanto lisigeno, no primeiro caso, ocorre um

padrdao preciso de diferenciacdo e arranjo regular de diafragmas e camaras; no
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segundo caso, as cavidades sdo delimitadas por células rompidas, fragmentos de
paredes e organelas (MIKESELL e SCHROEDER, 1980).

A formacado de fistulas também pode estar relacionada a ambientes xéricos.
Em espécies do género Pittocaulon (Asteraceae), de regides tropicais secas do
México, o parénquima medular do caule € separado na estagdo seca, formando
camaras, mas, na estacao chuvosa, 0 mesmo recupera sua turgescéncia, a ponto de
dar aspecto de uma medula soélida novamente (OLSON, 2005). Em regides
desérticas do norte da Ameérica espécies como Eriogonum inflatum Torr. e Frém.
(Polygonaceae) e Caulanthus inflatus S. Watson (Brassicaceae) apresentam caules
verdes inflados e centralmente ocos (GIBSON, 1996). Estudos anatdbmicos do caule
de Lycopersicum esculentum Mill. (Solanaceae) demonstram que o rompimento das
células da medula é causado em resposta a um estresse hidrico (ALONI e
PRESSMAN, 1981), nesta espécie, a formacdo das cavidades é iniciada com o
rompimento do protoplasto das células, seguida da degradacédo da parede celular.
(ALONI e PRESSMAN, 1981).

A presenca de fistulas em caules pode ter diversos significados, porém
poucos estudos descrevem seu significado adaptativo. Em Bambusoideae, por
exemplo, muitos autores tém atribuido caules ocos a uma vantagem mecanica, além
de serem estruturas metabolicamente econémicas (KULL, HERBIG e OTTO, 1992;
NIKLAS, 1998;). JA em espécies mirmecoéfitas, as fistulas servem para abrigar
formigas mutualistas, neste caso, a cavidade é denominada de domécia (BAILEY,
1922; FIALA e MASCHWITZ, 1992; TEPE et al., 2007, 2009). Em Pitocaullon spp. a
medula compartimentada pode expandir e contrair com quantidades variaveis de
agua mostrando ser uma estratégia para maximizar o armazenamento de agua
(OLSON, 2005).

2.5 ANATOMIA DE PLANTAS DE AMBIENTES XERICOS

As xerdfitas sdo plantas que crescem naturalmente em regides secas,
apresentando adaptacfes estruturais, anatdbmicas e fisiologicas para suportar
condicdes adversas como a pouca disponibilidade hidrica, altas temperaturas,
radiacdo, ventos, solos salinos, etc (FAHN e CUTLER, 1992; GIBSON, 1996). Wood

(2005) define as xerofitas como uma flora Unica, geralmente restrita a um ambiente
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limitado de 4gua, enquanto que plantas xeromorficas sédo plantas ndo restritas a um
ambiente limitado a 4gua. O termo xeromorfismo ndo € exclusivo das xerdfitas,
assim nem todas as xerofitas apresentam necessariamente caracteristicas
xeromorficas (FAHN, 1985).

Dickison (2000) classificou as xerodfitas em categorias com base nas
diferentes estratégias adaptativas que desenvolveram: 1) “drought-scaping”, aquelas
gue escapam da seca, nestas plantas o crescimento vegetativo e a reproducao
acontecem em um curto periodo de tempo, quando as condi¢cbes sao favoraveis; 2)
“drought-evading”, aquelas capazes de reduzir a perda de agua, ou compensar a
perda de 4gua, possuindo alguma caracteristica estrutural especializada ou conjunto
de caracteristicas; 3) “drought-enduring”, aquelas resistentes a seca, sao plantas
capazes de sobreviver mesmo quando a captacdo de agua é reduzida. Este grupo
inclui espécies com um numero de especializacfes altamente divergentes tais como
perda de folha de forma temporaria, mudancas no angulo das folhas e enrolamento
da lamina, ou adaptacfes permanentes tais como suculéncia ou folhas reduzidas em
espinhos.

A resisténcia das plantas a seca depende de estratégias de adaptacao,
principalmente relacionadas ao aumento da captacdo e armazenamento de &agua,
reducdo da perda de agua durante os periodos de seca, e reforco mecéanico de
tecidos (MICCO e ARONNE, 2012). Assim, varias caracteristicas anatbmicas séo
comuns em plantas de ambientes xéricos, como: cuticula espessa, pilosidade densa,
hipoderme, estdbmatos em ambas as superficies e/ou protegidos por criptas, cristais,
compostos fendlicos, armazenamento de agua em tecidos, esclerofilia, entre outros
(FAHN e CUTLER, 1992; GIBSON, 1996; OGBURN e EDWARDS, 2010; HUANG,
WANG, CHEN, 2011; MICCO e ARONNE, 2012).

A cuticula € uma camada hidrofébica extracelular que geralmente cobre a
epiderme aérea de todas as plantas terrestres, fornecendo protecdo contra
dessecacao e estresses ambientais externos (YEATS e ROSE, 2013). As folhas de
espécies xerdfitas comumente apresentam pilosidade densa (FAHN e CUTLER,
1992), tendo como funcédo reduzir a taxa de transpiracdo, refletir raios solares e
diminuir a temperatura das folhas (FAHN e CUTLER, 1992; GIBSON, 1996), em
algumas xerdfitas, os tricomas podem realizar absor¢éo de agua (FAHN e CUTLER,
1992). Os estbmatos podem aparecer em ambas as superficies da folha, tal

caracteristica pode estar correlacionada com as altas taxas fotossintéticas, ja que
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estas plantas vivem sob sol pleno (MOTT, GIBSON, O’LEARY, 1982). Em 6rgaos
com crescimento secundario ocorre a formacdo de periderme, em substituicdo a
epiderme. A regido mais externa da periderme, o suber, apresenta camadas de
células compactas e suberificadas (EVERT, 2006), e pode atuar na reducdo da
permeabilidade da &gua, como demonstrado por Schonherr e Ziegler (1980) e
Lendzian (2006).

Em folhas, a presenca de cristais e taninos é considerada uma caracteristica
xeromorfa (FAHN e CUTLER, 1992). Cristais estdo abundantemente presentes em
folhas de espécies suculentas, como Cactaceae, Agavaceae e Aizoaceae (GIBSON,
1996). A grande quantidade desses cristais em plantas de deserto pode
desempenhar certa resisténcia a seca, pois devido a forma cristaldide, os possiveis
danos causados pelo acido oxalico a planta podem ser reduzidos (ClI et al., 2010).
Além de cristais, os taninos podem estar presentes em altas concentracfes nas
folhas (FAHN e CUTLER, 1992, JORDAAN e THEUNISSEN, 1992; MICCO e
ARONNE, 2007). Presume-se que estes depdsitos usualmente chamados de
“taninos” ou “substancias taniferas” sdo compostos fendlicos naturais (JORDAAN e
THEUNISSEN, 1992). Sua presenca pode filtrar o excesso de raios ultravioletas
(BECKMAN, 2000; LOVELOCK; CLOUGH; WOODROW, 1992; MICCO e ARONNE
2007, 2012). Além disso, possuem papel indireto na adaptacéo a seca ao auxiliar a
planta contra a herbivoria, pois a reposicdo de 6rgdos exigiria um alto custo
energético, que muitas vezes é inviavel sob condi¢cdes de seca (MICCO e ARONNE
2012). A esclerofilia também € considerada uma adaptacdo a seca (FAHN e
CUTLER, 1992; GIBSON, 1996). Folhas com tecidos esclerificados sofrem menos
danos em caso de murchamento, pois as paredes rigidas impedem o colapso da
célula reduzindo os danos mecéanicos (MICCO e ARONNE 2012).

Varias xerdfitas apresentam tecido especializado no armazenamento de agua.
Tal tecido, denominado parénquima aquifero, é relatado principalmente em caules e
folhas (BARCIKOWSKI e NOBEL, 1984; SMITH e NOBEL, 1986; FAHN e CUTLER,
1992; MAUSETH, 1993, 1995; GIBSON, 1996; OLSON, 2005; HEARN, 2009; EGGLI
e NYFFELER, 2009; OGBURN e EDWARDS, 2010). Esse tecido apresenta células
vivas e de tamanho grande, sédo livres de clorofila, e geralmente apresentam
paredes celulares delgadas e um grande vacuolo com conteddo agquoso ou
mucilaginoso (EVERT, 2006).
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Plantas com 6rgaos armazenadores de agua sao chamadas de “suculentas”
(WILLERT et al., 1990; EGGLI e NYFFELER, 2009). Segundo Willert et al. (1990)
uma planta suculenta deve possuir pelo menos um tecido armazenador de agua,
este tecido garante o armazenamento de agua pelo menos de forma temporaria,
tornando a planta, em certo periodo, independente do fornecimento de dgua de um
meio externo. Espécies com folhas ou caules suculentos sdo especialmente
adaptadas para crescer em regides onde ocorrem secas sazonais periodicamente,
assim na estacdo chuvosa os tecidos sdo abastecidos de agua para preparar a
planta para a estacdo seca subsequente (EGGLI e NYFFELER, 2009). Muitos
arbustos de regides aridas possuem caules com medula bem desenvolvida, com a
funcdo de armazenamento de agua, e evitam a exposi¢cao dos tecidos vasculares a
seca (HUANG; WU, HU, 1997).

Caules  suculentos comumente apresentam  cordfes vasculares
suplementares no cértex e/ou medula (OGBURN e EDWARDS, 2010). Em muitas
Cactaceae a presenca de feixes medulares permite que a medula ampla possa ser
usada efetivamente para armazenar agua e amido e, em seguida, retird-los quando
necessario (MAUSETH, 1993).

Em relacdo a eficiéncia no transporte de agua, plantas de regibes aridas
devem lidar com as pressdes negativas dos vasos do xilema, que muitas vezes pode
levar a interrupcdo do sistema de conducédo. Carateristicas como vasos curtos e
estreitos, placas de perfuracdo escalariforme, espessamento helicoidal, pontoacdes
com aberturas menores e pontoa¢des guarnecidas sao algumas estratégias para
reduzir a vulnerabilidade das plantas ao embolismo e cavitacdo (CARLQUIST, 1966;
CARLQUIST e HOEKMAN, 1985; MICCO; ARONNE, 2012; SPERRY, 2003; ALVES
e ANGYALOSSY, 2000). Vasos mais estreitos conferem maior seguranca hidraulica,
pois o fluxo de agua é menos afetado, caso algum vaso seja interrompido por
embolia, j& os vasos curtos podem concentrar as bolhas de ar e, assim, restringir a
extensao longitudinal da embolia (CARLQUIST e HOEKMAN, 1985).

Quanto aos elementos de vaso, placas de perfuracdo escalariforme seriam
mais vantajosas em condi¢cdes de déficit hidrico, pois favorecem o reabastecimento
de vasos embolizados de forma passiva (SPERRY, 2003). A presenca de
espessamentos helicoidais nos elementos de vaso aumenta a resisténcia mecanica,
e tem um papel fundamental na prevencao da incidéncia e propagacéo da cavitagao,

pois aumenta a superficie da parede e, assim, a ligacdo da agua a superficie
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(SPERRY, 2003; MICCO; ARONNE, 2012). A existéncia de pontoa¢cfes guarnecidas
pode ter papel importante na prevencédo de embolias, aumentando a aderéncia das
moléculas de agua a parede das células (CARLQUIST, 1982). As guarnicbes
também podem diminuir o risco de ruptura da membrana da pontoacdo causada por
quedas de pressdo entre elementos de vasos adjacentes apds embolia.
(ZWEYPFENNING, 1978).

2.6 XEROMORFISMO E XEROFITISMO EM MELASTOMATACEAE

As Melastomataceae distribuem-se por todos os biomas tropicais (RENNER
et al., 2010), no Brasil ocorrem em todos os estados e em todos os dominios
fitogeograficos, seus representantes sdo encontrados principalmente na Amazoénia,
no Cerrado (incluindo os campos rupestres), e na Mata Atlantica; nos biomas
Pantanal e Pampa s&o menos frequente, e na Caatinga senso estrito sdo ausentes,
embora sejam encontradas em encraves de formacodes florestais (GOLDENBERG,
BAUMGRATZ, SOUZA, 2012).

O xerofitismo em Melastomataceae € raro, relatado apenas para duas
espécies do género Rhexia (R. aliphanus e R. salicifolia). O género Rhexia é
exclusivo do norte da América, e vive em regides arenosas extremamente secas; as
espécies apresentam adaptacBes na folha como cuticula espessa, orientagcéo
vertical das folhas e alta densidade estomatica em ambas as superficies da folha
(KRAU e BOSTICK, 1969).

Apesar de poucas espécies relatadas como xerdfitas varias espécies
apresentam caracteristicas xeromorfas, como Marcetia taxifolia (A. St.-Hil.) DC. e
Lavoisiera campos-portoana Barreto, ambas ocorrentes em campos rupestres. Em
M. taxifolia, foram observadas caracteristicas, como: epiderme adaxial com células
volumosas, diminuicdo da superficie foliar, folhas revolutas, estbmatos presentes
apenas na face abaxial e, indmeros tricomas na face abaxial (GARDONI, ISAIAS,
VALE, 2007). Ja em L. campos-portoana, ocorrem dois tipos de folhas: glabras e
pubescentes. Estes dois tipos de folhas podem ocorrer simultaneamente no mesmo
ramo, e sao estratégias de adaptacao da planta para resistir a seca, uma vez que as

folhas glabras apresentam um comportamento preventivo (rdpido ajuste osmotico),
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enquanto que as folhas pubescentes mostram apenas as mesmas respostas em
estagios mais avancados de estresse hidrico (FRANCA et al., 2011).

Caracteristicas xeromorfas também foram descritas para espécies com habito
epifitico. Em Clidemia blepharodes DC., Pleiochiton setulosum Cogn., P. micranthum
Cogn. e P. ebracteatum as folhas e raizes apresentam armazenamento de agua
(REGINATO; BOEGER; GOLDENBERG, 2009). Nestas espécies as raizes
apresentam até 75% do volume com parénquima aquifero e as folhas tém cerca de
60% do volume formado por uma hipoderme aquifera (REGINATO; BOEGER;
GOLDENBERG, 2009). O armazenamento de agua em folhas e raizes também foi
descrito para Medinilla tuberosa e M. rubrinervia (CORDEMOY, 1912), ambas
ocorrentes em Madagascar. No sudeste da Asia, espécies de Pachycentria (P.
constricta, P. varingiifolia, P. pulverulenta, P. glauca) apresentam inchagos nas
raizes resultantes de um desenvolvimento hipertréfico do parénquima cortical da raiz

servindo como 6rgdos de armazenamento de 4gua (CLAUSING, 2000).



27

3 MATERIAL E METODOS

Amostras do caule foram coletadas de exemplares adultos nos municipios de
Aguia Branca e Santa Teresa, Espirito Santo (FIGURAS 1A-C). Vouchers foram
depositados no UPCB (R. Goldenberg et al., 1154 e 2124). Apos fixagdo em FAAsg
(JOHANSEN, 1940), o material foi dividido em segmentos transversais de 1 cm de
comprimento (FIGURA 1C) desde o apice até a base.

As amostras foram desidratadas em série butilica, para inclusdo em Paraplast
(JOHANSEN, 1940 modificado por KRAUS e ARDUIN, 1997), ou etandlica, para
inclusdo em resina glicol-metacrilato (Leica Historresin®, Leica Microsystems,
Alemanha), seguindo as instrucdes do fabricante. Cortes transversais e longitudinais
seriados foram feitos com micr6tomo rotativo. As seccdes foram coradas com Azul
de Astra e Fucsina Basica (Luque et al., 1996) ou com Azul de Toluidina 0,12% em
bérax (JUNQUEIRA,1990).

Fragmentos do xilema secundario foram macerados (FRANKLIN, 1945) para
dissociacao dos elementos celulares, corados com safranina 1% em etanol 50% e
montados em glicerina 50%. Medi¢des do comprimento e do diametro tangencial de
elementos de vaso (n=25) foram realizadas com auxilio de uma ocular micrométrica.
As descricbes do xilema seguiram a terminologia recomendada pela Associacéo
Internacional de Anatomistas de Madeira (IAWA Committee, 1989).

Testes histoquimicos foram realizados em secgdes a mao livre com o0s
seguintes reagentes: Sudan Il (SASS, 1951) e Sudan IV (GERLACH, 1984) para
detectar substancias lipidicas, floroglucina acidificada para lignina (Foster, 1949),
lugol para amido (BERLYN e MIKSCHE 1976), cloreto férrico para compostos
fenolicos e vermelho de Ruténio para substéancias pécticas (JOHANSEN, 1940).

As seccdes foram analisadas e registradas em microscépio de luz Olympus
BX41 acoplada a uma camera digital Olympus DC030.

Para deteccéo de calose nos elementos de tubo crivado, sec¢les transversais
do primeiro e segundo entrené foram submetidas a solucdo de azul de anilina
(SMITH e MCCULLY, 1978) as amostras foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX51, sob fluorescéncia azul/ultravioleta. As imagens foram
realizadas por camera digital acoplada ao microscopio.

Para observacbes em microscopia eletrbnica de varredura (MEV) fragmentos

transversais e longitudinais do caule foram desidratados em série etandlica, secos
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em ponto critico, montados sobre suportes de aluminio e metalizados em ouro. As
andlises e as fotomicrografias foram realizadas nos microscopios eletrénicos de
varredura Tescan Vega 3 e Jeol JSM — 6360LV.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

O apice caulinar de Merianthera burlemarxii (FIGURA 2A) é revestido por
denso indumento. As folhas apresentam filotaxia oposta cruzada e estdo inseridas
de forma congesta no eixo caulinar tornando as regifes nodais muito proximas entre
si. As folhas, por serem caducas, ocorrem apenas na extremidade dos ramos
(FIGURA 2B). O caule apresenta um alargamento gradual que geralmente vai do 1°
ao 14° entrend, posteriormente, torna-se estreito em direcdo a base do ramo
(FIGURA 2B-C). Um corte longitudinal do caule exibe medula ampla e fistulas de
diversos tamanhos (FIGURA 2C). As regides solidas da medula possuem aspecto

suculento.

4.2 DESENVOLVIMENTO DO CAULE

4.2.1 Apice caulinar

Em seccéo longitudinal, o apice caulinar possui formato de domo (FIGURA
3A). O meristema apical € constituido por duas camadas de tunica e um
agrupamento de células compactas formando o corpo (FIGURA 3B). Em seccédo
longitudinal, a protoderme apresenta uma camada de células quadrangulares com
paredes delgadas (FIGURA 3C). Algumas células protodérmicas sdo expandidas
(FIGURA 3C), e se dividem periclinalmente formando tricomas unisseriados. Estes
tricomas constituem uma densa camada sobre o apice caulinar (FIGURA 3D).
Algumas células abaixo do meristema fundamental estdo diferenciadas, pois além
de expandidas apresentam drusas (FIGURA 3E) e/ou deposicdo de parede
secundaria (FIGURA 3F). O procambio esta organizado em um anel continuo, em
seccao longitudinal suas células sdo alongadas. Na medula ocorrem corddes

procambiais de forma dispersa (FIGURA 3G).
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4.2.2 Primeiro entrendé

O primeiro entrené apresenta epiderme uniestratificada, com uma espessa
cuticula na parede periclinal externa (FIGURA 4B). Além de tricomas tectores,
ocorrem tricomas glandulares esparsos. A camada subepidérmica apresenta
divisBes periclinais dando inicio a formacdo do felogénio (FIGURA 4C). No cortex
ocorrem drusas e células com armazenamento de compostos fendlicos (FIGURA
4A), também sdo observados grupos de células com deposicdo de parede
secundéria (FIGURA 4A).

O sistema vascular, disposto em um anel continuo, & formado por floema
primario externo, xilema primario e floema primario interno (FIGURA 4A). O floema
primario interno é originado a partir de células procambiais localizadas internamente
ao protoxilema. No floema priméario, os elementos de tubo crivado apresentam
distribuicdo difusa, e formam grupos de 2-6 células quando vistos em seccao
transversal (FIGURA 4D). O protoxilema apresenta um ou dois elementos traqueais
entre as células parenquimaticas (FIGURA 4E). Nota-se a formac&o do cambio entre
xilema primario e floema primario externo (FIGURA 4E).

Os feixes procambiais da medula dao origem a feixes medulares nas regioes
nodais (FIGURA 3A), em cada né os feixes medulares ocupam toda extenséo radial
da medula formando uma “rede”. No primeiro entrend estes feixes encontram-se em
processo de diferenciacdo, em seccbes longitudinais sdo observados elementos
condutores do protoxilema com espessamento da parede secundaria anelar
(FIGURA 4F). Em torno dos feixes medulares e na regido periférica da medula sao
observadas células esclerenquimaticas com deposicdo de parede secundaria. O
parénquima medular sofre expansdo antes do limite do segundo entrend, ocupando
aproximadamente % do volume do caule; cada célula esta ligada a 5-7 células, e
entre os pontos de unido, ocorrem espagos intercelulares triangulares (FIGURA 4G).

4.2.3 Segundo e terceiro entrend

No segundo entren6 o felogénio esta diferenciado, possui 2-5 camadas de
suber e 1-2 camadas de feloderme. Em torno dos feixes medulares ocorrem grupos
de esclereides, e algumas células com drusas ou compostos fendlicos (FIGURA 4H).

No segundo nO os feixes medulares sdo formados principalmente por feixes de
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floema (FIGURA 4l), ja no terceiro no, os feixes sdo compostos por floema e xilema
diferenciados.

Na medula, além da expansdo das células, ocorrem divisdes anticlinais e
periclinais (FIGURAS 4J).

Compostos fenodlicos estdo presentes nas células da periderme, cértex,
parénguima floematico e xilematico e na medula (FIGURA 4K).

4.2.4 Quarto ao sétimo entrend

A partir do 4° entrend, o caule apresenta lenticelas (FIGURA 5A), compostas
por camadas alternadas de tecido frouxo e camadas oclusivas. Seccodes
longitudinais mostram as camadas mais externas do suUber achatadas, devido ao
dobramento e esmagamento das paredes radiais das células (FIGURA 5B); a
feloderme apresenta 3-5 camadas, compostas de células retangulares e justapostas.
No cortex, as esclereides ocorrem solitarias, em grupos de 2-8 células, ou formam
um denso agrupamento, acima de 8 células, nas camadas mais internas do cortex.
Xilema e floema secundarios estéo diferenciados (FIGURA 5A).

Os elementos de tubo crivado do floema secundario apresentam distribuicao
difusa. Os elementos de vaso possuem 83-232,4 (169,31+44,4) um de comprimento e
33,2-66,4 (48,5+9,0) um de didametro; séo solitarios, geminados ou multiplos radiais
com 3-7 células (FIGURAS 5C). A placa de perfuragdo é simples, transversal ou
obliqua, eventualmente sdo observadas nas paredes laterais. As pontoacfes dos
elementos de vaso sdo areoladas e guarnecidas (FIGURAS 5F). Ocorrem fibras
libriformes e gelatinosas entre os raios do xilema (FIGURA 5C). O floema primario
interno permanece em estagio primario.

Os elementos de vasos dos feixes medulares (FIGURA 5D) medem entre 41-
273 (139.4+51.6) um de comprimento e 24.9-62.2 (40.7£9.5) um de didmetro. Foram
observados elementos de vaso cegos (FIGURA 5F), com apenas uma placa de
perfuracdo e elementos de vaso com duas placas proximas entre si € na mesma
parede lateral (FIGURA 5E). Assim como no cilindro vascular, os elementos de vaso
dos feixes medulares também possuem pontoagdes guarnecidas.

No 6° e 7° entrend observa-se a presenca de amido nas seguintes regioes:

cortex, células parenquimaticas do xilema (FIGURA 5H) e floema, nas fibras do
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xilema (FIGURA 5H), na regido periférica da medula (FIGURA 5I) e em torno dos
feixes medulares.
O teste com floglucina acidificada evidenciou lignina nas esclereides, fibras e

paredes dos elementos de vaso.

4.2 50itavo ao décimo entrend

Seccdes longitudinais do 8° entren6 mostram células do parénquima medular
com volume retraido e parede celular ondulada (FIGURAS 6A-B). Estas células
estdo localizadas no centro do entreng, e diferem das células em torno dos feixes
medulares, que permanecem targidas (FIGURA 6A).

Em seccdes longitudinais do 9° entren6 nota-se que em algumas regifes da
medula os espacos intercelulares sdo maiores (FIGURAS 6C-D), diferindo dos
entrends anteriores, que apresentavam espacgos intercelulares pequenos e
triangulares (FIGURA 4G). Em algumas regides, estes espacos formam pequenas
fendas (FIGURA 6C). Neste mesmo entrend sdo observadas fistulas ja ampliadas
(FIGURA 6D). As células em torno das fistulas apresentam volume reduzido, exceto
aquelas que armazenam compostos fendlicos, as quais permanecem turgidas
(FIGURA 6E). A maioria das células em torno das fistulas permanece intacta e
provida de nucleo (FIGURA 6F). As analises das fistulas em microscopia eletronica
de varredura demonstram um colapso das células, porém sem rompimento celular
(FIGURA 6G), em seccéo longitudinal nota-se o achatamento das células em torno
das fistulas (FIGURA 6H).

4.2.6 Décimo entrené e seguintes

A partir do 10° entren6 ocorrem fistulas de diversos tamanhos, as menores,
estdo localizadas na periferia da medula, e as maiores vado desde a periferia até a
regido central da medula (FIGURAS 2C e 6l).

Geralmente o 14°-16° entren0 sdo as por¢cdes mais alargadas do caule
(FIGURA 2C). Nesta regiao os tecidos remanescentes da medula, principalmente
agueles localizados proximos aos feixes medulares, apresentam células volumosas,
embora estejam com a parede celular ondulada. Apds o 16° entrend o diametro da

medula é reduzido, o que torna o caule estreito em dire¢éo a base (FIGURAS 2B-C).
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Nota-se que o comprimento dos ultimos entrends é maior em relacdo aos anteriores
(FIGURA 2C).

O cambio vascular apresentou pouca atividade ao longo dos entrends, onde
xilema e floema representam aproximadamente ¥ do volume do caule. Na

periderme, as células da feloderme apresentam deposi¢cédo de parede secundaria.
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5 DISCUSSAO

A anatomia caulinar de Merianthera burlemarxii indica que ndo ha qualquer
evidéncia de associacdo com formigas. As caracteristicas descritas por Bailey
(1923), Tepe et al. (2007; 2009) e Leroy et al. (2010), como prostoma, medula
heterogénea, tecidos de cicatrizacdo e recompensas alimentares ndo foram
encontradas no material analisado.

O padrdo anatbmico de M. burlemarxii sugere estratégias adaptativas a
ambientes xéricos. As por¢cbes alargadas do caule apresentam medula ampla
ocupando aproximadamente % do volume do caule, com vasta reserva de agua e
amido. Plantas com um sistema de armazenamento de agua sdo comuns em
ambientes secos (FAHN e CUTLER, 1992). No caso de afloramentos rochosos, 0s
niveis de insolacdo sdo extremamente elevados (POREMBSKI e BARTHLOTT,
2000), além disso, a camada de solo € extremamente fina e pobre em nutrientes
(BENITES et al., 2003). Plantas que colonizam esse tipo de ambiente geralmente
apresentam ciclo de vida curto, se desenvolvendo apenas na estagcdo chuvosa,
porém algumas espécies sdo tolerantes a dessecacao e apresentam estratégias de
sobrevivéncia (POREMBSKI e BARTHLOTT, 2000), como €é caso de M. burlemarxii
onde a medula armazenadora de 4gua e amido permite sua sobrevivéncia nestas
condicBes adversas.

Ao passar por periodos de déficit hidrico, M. burlemarxii utiliza as reservas
armazenadas no parénquima medular. Isto pode ser notado devido a perda da
turgescéncia das células no 8" entrené. No 9° entrend sdo observadas algumas
células separadas formando pequenas fendas, provavelmente o inicio de uma
fistula. Neste mesmo entrend ocorrem fistulas j& ampliadas contendo apenas ar
retido em seu interior. Sugerimos que a ampliacdo das fistulas ocorre devido a
diminuicdo da turgescéncia das células, levando a retracdo do parénquima medular.
Assim a retracdo do parénquima medular amplia as fistulas, mas também pode
separar outras células formando novas cavidades. Em caules do género Pittocaulon
(Asteraceae), de regides tropicais secas do México, a medula é separada na
estacdo seca, formando camaras; na estagdo chuvosa, a mesma recupera sua
turgescéncia, a ponto de tornar-se sélida novamente (OLSON, 2005). Muitas

Cactaceae possuem tecido especializado no armazenamento de agua, suas paredes
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sédo flexiveis permitindo que as células alterem seu volume (MAUSETH, 1995),
dessa forma, as células liberam agua quando o solo estda seco e absorvem &agua
guando ela esta disponivel no solo, expandindo as células novamente. Nota-se que
em M. burlemarxii as células que circundam a fistula sdo nucleadas, demonstrando
estarem vivas. Além disso, ndo foi observado rompimento celular na microscopia
eletrdnica de varredura, apenas um colabamento das células, sugerindo que estas
células podem voltar a armazenar agua.

Além da capacidade de armazenamento de agua, M. burlemarxii é
caracterizada pela presenca de feixes vasculares na medula. Caules suculentos
comumente apresentam corddes vasculares suplementares no cortex e/ou medula
(OGBURN e EDWARDS, 2010). Essa caracteristica é comum em algumas
Melastomataceae (LIGNIER, 1887; METCALFE e CHALK, 1950), porém em M.
burlemarxii, os feixes medulares ocorrem apenas na regido nodal, diferente de
outras Melastomataceae (CORDEMOY, 1914; COSTA, 1997) e de outras espécies
com esta caracteristica (DAVIS, 1961; CARLQUIST, 1967, MAUSETH, 1993;
HAYDEN e HAYDEN, 1994). Em muitas Cactaceae a presenca de feixes medulares
permite que a medula ampla possa ser usada efetivamente para armazenar agua e
amido e, em seguida, retira-los quando necessario (MAUSETH, 1993). Esta € uma
vantagem para ambientes com estresse hidrico (MAUSETH, 1993) e parece ser o
mesmo mecanismo utilizado por M. burlemarxii.

Outras caracteristicas de M. burlemarxii confirmam seu padrdo anatémico
similar ao de plantas xerdéfitas. Uma delas € a grande quantidade de compostos
fendlicos, presente em todos os tecidos do caule. A presenca de compostos
fendlicos € comum em xerofitas (FAHN e CUTLER, 1992). Close e McArthur (2002)
sugerem que sua producdo esta relacionada a exposicdo da planta a luz, além
disso, tais compostos atuariam na protecdo contra fotodano filtrando os raios
ultravioletas (LOVELOCK; CLOUGH; WOODROW,; 1991; MICCO e ARONNE,
2012). Além disso, possuem papel indireto na adaptacdo a seca ao auxiliar a planta
contra a herbivoria, pois a reposi¢cao de 6rgaos exigiria um alto custo energético, que
muitas vezes é inviavel sob condi¢des de seca (MICCO e ARONNE, 2012).

A periderme, constituida por camadas de suber compactamente arranjadas,
constitui um isolante térmico e pode atuar contra a dessecacéao (LAWES, MIDGLEY,
CLARKE, 2013; ROSELL e OLSON, 2014). Ja as fibras gelatinosas, que
apresentam propriedades hidrofilicas (CARLQUIST, 2014), podem estar associadas
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a retencao de agua, tornando-a mais resistente a seca. A presenca de amido nas
fibras gelatinosas também contribui para a retencao de 4gua (GIBSON, 1996).

Os elementos de vaso apresentam comprimento curto (>350 um) e diametro
pequeno (<50um), caracteristicas estas consideradas xeromorfas (CARLQUIST,
1982; ALVES e ANGYALOSSY-ALFONSO, 2000). Vasos mais estreitos conferem
maior seguranca hidraulica, pois o fluxo de agua é menos afetado, caso algum vaso
seja interrompido por embolia, ja 0s vasos curtos podem concentrar as bolhas de ar
e, assim, restringir a extenséo longitudinal da embolia (CARLQUIST e HOEKMAN,
1985).

A presenca de pontoacdes guarnecidas nos elementos de vaso de M.
burlemarxii pode ser uma adaptagcdo positiva. As pontoacdes guarnecidas
aumentam a aderéncia das moléculas de adgua a parede das células, prevenindo
embolias (CARLQUIST, 1982), além disso, podem diminuir o risco de ruptura da
membrana da pontoacdo causada por quedas de pressdo entre vasos adjacentes
apos embolia (ZWEYPFENNING, 1978).

Nos feixes medulares foram observados elementos de vaso cego, com
apenas uma placa de perfuracdo, e elementos de vaso com duas placas de
perfuracdo na mesma parede lateral, tais caracteristicas sdo pouco relatadas na
literatura. Possivelmente estas placas de perfuracdo multiplas € resultado da
ramificacdo do sistema vascular e que terminam com elementos de vaso cegos (S.
CARLQUIST, comunicagao pessoal).

Levando em consideracdo as caracteristicas xeromorfas de M. burlemarxii,
bem como o ambiente seco em que vive concluimos neste estudo que esta espécie
€ considerada uma xerdfita. O xerofiismo em Melastomataceae é raro, relatado
apenas para duas espécies do género Rhexia (R. aliphanus e R. salicifolia), ambas
exclusivas de regibes secas do norte da América e que apresentam adaptacdes
anatbmicas na folha, como cuticula espessa e alta densidade estomética (KRAU e
BOSTICK, 1969). No Brasil, algumas Melastomataceae epifitas da Floresta
Ombrofila Densa apresentam armazenamento de agua em folhas e raizes
(REGINATO; BOEGER; GOLDENBERG, 2008), sendo estas consideradas
caracteristicas xeromorfas. Esse é o primeiro registro de uma Melastomataceae

xerofita com adaptagbes anatdbmicas no caule.
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Figura 2. Merianthera burlemarxii. A. Flores. B. Padrdo de crescimento dos ramos: finos na base (seta
branca) e espessos em direcdo ao apice (seta preta); note as folhas apenas na extremidade dos ramos.

C. Corte longitudinal do caule evidenciando as fistulas; as linhas pontilhadas representam as regiées
nodais, e cada nimero o entreno correspondente.
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Figura Vista gera

evidenciando os primérdios foliares (pf), protoderme (Pd), meristema fundamental (Mf), procambio (Pc),
feixes medulares (Fxm) e medula (M). B. Meristema apical com organizac¢do tunica (T) corpo (C). C.
Protoderme e divisdes periclinais de uma célula dando origem a um tricoma. D. Distribuicdo de tricomas
no apice caulinar. E. Drusas (setas) abaixo de meristema fundamental. F. Células com deposi¢do de
parede secundaria. G. Feixe procambial na medula (circulo pontilhado). Escalas: A: 1000 um; B: 50 um;
C: 20 um; D, E: 200 um; F, G: 100 um.
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Figura 4. M. burlemarxii. A-G. 1° entren0, seccdes transversais. A. Vista geral do caule evidenciando
cortex com grupos de células com deposicéo de parede secundéria (seta) e a distribuicdo de drusas (*);
observe o cilindro vascular formado por floema externo (Fe), xilema (X) e floema interno (Fi). B. Cuticula.
C. Divisdes periclinais na camada subepidérmica. D. Detalhe do floema primario evidenciando os
elementos de tubo crivado (etc), células companheiras (seta) e células parenquimaticas (*). E. Xilema
primario: protoxilema (Px); metaxilema (Mx), a seta indica a formag¢&o do cambio F. Elemento traqueal do
protoxilema (seta) de um feixe vascular na medula. G. Células da medula, note os espacgos intercelulares
triangulares (seta). H-l. 2° entren0, secg¢fes longitudinais. H. Esclereides em torno dos feixes
medulares; note a presenca de idioblastos cristaliferos (*). I. Microscopia de fluorescéncia demonstrando
a deposicdo de calose nos elementos de tubo crivado dos feixes medulares. J-K. 3° entren0, sec¢des
transversais. J. Divisdes anticlinais e periclinais no parénquima medular. K. Teste com cloreto férrico
evidenciando a presenca de compostos fendlicos. Escalas: A: 200 um; B, C, D, E, F, G: 50 um; H: 100
pm; 1, J: 50um; K: 200 pum.
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Figura 5. M. burlemarxii. A-B 4° entrend. A. Seccao transversal do caule evidenciando lenticela (seta);
no cortex: esclereides (E); no cilindro vascular: xilema secundario (X), floema secundario externo (Fe) e
floema interno primario (Fi). B. Seccéo longitudinal da periderme evicenciando as células do suber
achatadas. C-G 4° entrend. C. Seccdo longitudinal do xilema secundario evidenciando as fibras
gelatinosas (seta); Raio (R). D. Feixe vascular medular. E. Elemento de vaso dissociado com duas
placas de perfuracdo na mesma parede lateral. F. Elemento de vaso cego. G. MEV: pontoactes
guarnecidas. H-l 6° entrend, seccdes transversais. Teste com Lugol evidenciando amido nas fibras,
nas ceélulas parenquimaticas do xilema (H) e na medula (I). Escalas: A: 500 um; B, C, D, E, F: 50 um;
G: 2 um; H, I: 100 um.




Figura 6. M. burlemarxii. A-B 8° entrend, seccdes longitudinais. A. Células da medula (circul
pontilhado) com volume retraido e células targidas (seta) em torno dos feixes medulares. B. Detalhe do
circulo pontilhado em 6A, apresentando células com paredes celulares onduladas. C-H 9° entrend,
seccOes longitudinais. C. Teste com Vermelho de Ruténio; note os espacos intercelulares formando
fendas (circulo pontilhado). D. Fistula pequena: note as células com volume retraido na periferia. E.
Células turgidas contendo compostos fendlicos (seta). F. Célula com nucleo na margem de uma fistula
(seta) G. MEV, pared de uma fistula com células colapsadas sem sinais de ruptura. H. SEM, Fragmento
longitudinal de uma fistula demonstrando o achatamento das células. I. 10° entrend, secc¢ao longitudinal
mostrando as fistulas em diferentes tamanhos. Escalas: A: 500 um; B, C: 50 um; D, E, 100 um; F: 20
pm; G, H: 200 pum; I: 1000 pm.
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STEM ANATOMY OF MERIANTHERA BURLEMARXII: AQUIFEROUS PITH AND
FISTULAE SUGGEST A RARE CASE OF XEROPHYTISM IN MELASTOMATACEAE
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lDepartamento de Botanica, Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brazil
* Author for correspondency: juliana.ziemmer@gmail.com

ABSTRACT

Merianthera burlemarxii Wurdack (Melastomataceae) is a shrub endemic to granitic
inselbergs in eastern Brazil, and subject to extreme temperature and water availability
ranges. The plants have fistulose branches that are narrow at the bases and wider at the apex.
The fistulose stem has already been mentioned as an adaptation (cauline domatia) related to
mutualistic association with ants (myrmecophytism). In order to elucidate adaptive aspects
in M. burlemarxii’s life history, i.e., whether these adaptations are related to survival under
harsh conditions or to association with ants, we describe its caulinar anatomy, focusing on
stem development and the morphogenesis of the fistulae. Serial sections were made from the
apex to the base, and also histochemical tests, macerations, and fluorescence and scanning
electronic microscopy analyses. We did not find any anatomical characters that are usually
related to myrmecophytism, such as prostomas, wound tissues, heterogeneous pith and food
bodies. On the other hand, there are several features that suggest adaptive strategies related
to dry environments, and that may include the formation of the fistulae. The pith occupies
about % of the stem volume at its apex, with a vast reserve of water and starch, and also
phenolic compounds; medullary vascular bundles occur at the nodal regions of the pith.
Before the development of the first fistulae, there is a decrease in the pith cells volume, and
their walls became undulated, increasing the size of the intercellular spaces. The fistulae
start to appear at the 9™ internode, where some cells become separated and give rise to small
slits. The cells surrounding the fistulae are alive (i.e., with nuclei), despite the reduced
volume. It seems that the reserves stored in the pith may be used during dry periods,
resulting in a decrease in the cells volume and consequently originating the fistulae. The
medullary vascular bundles allow the plant to exploit the resources allocated in the pith. The
cells on the periphery of the fistulae are alive, despite volume reduction, which suggests that
these cells may store water again. This is the first record of a xerophytic species of
Melastomataceae with such caulinar anatomical features.

Keywords: anatomical adaptations — domatia — endangered plant — pith structure — vascular

system — vestured pits.
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INTRODUCTION

Merianthera burlemarxii Wurdack (Melastomataceae) is a shrub endemic to granitic
inselbergs in eastern Brazil. It grows on shallow soils with a sparse vegetation cover, this
with shrubs and an ephemeral herbaceous layer that usually persist only during the wet
season (Goldenberg et al., 2012). Among the seven species in the genus, M. burlemarxii can
be distinguished by the peculiar stem morphology: the lateral branches are proximally
narrow, becoming thicker (up to 2.5 cm wide) towards the apex; the stem is fistulose, i.e.
with hollow cavities 1-11 mm long (Goldenberg et al. 2012).

The fistulae of M. burlemarxii have already been cited as cauline domatia
(Michelangeli, 2010; Chomicki e Renner, 2015), i.e. a structural modification that allows the
establishment of ant colonies. This mutualistic association between plants and ants
(myrmecophytism) is very common among species of Melastomataceae. In the Neotropics
alone there are 84 myrmecophytic species in the family, in 11 genera. From these, cauline
domatia can be found in 16 species, among which M. burlemarxii should be the only one
occurring in Brazil (Michelangeli, 2010). Nevertheless, there is no record of ant colonies in
populations of M. burlemarxii observed in the field, neither any kind of opening that could
allow ant traffic in and out of the stem; in herbarium specimens there are no ants, larvae or
debris that could indicate that the fistulae should house these colonies (Goldenberg et al.,
2012).

Cauline domatia have some peculiar features that distinguish them from fistulae in
non-myrmecophytic species, such as the bamboos. Myrmecophytic stems usually have a
prostoma (Bailey, 1922; Federle et al., 2001; Tillberg, 2004; Brouat et al., 2001), a strongly
heterogeneous pith (Tepe ef al., 2007; Bailey, 1922), food bodies (Leroy et al., 2010) and
wound tissues (Bailey, 1923; Tepe et al., 2007; 2009; Razafimandimbison et al., 2005).
Prostomas are small regions at the stem periphery where thin layers of parenchyma lacking
vascular system and lignified tissues (Bailey, 1922; Brouat et al., 2001) allow the entrance
of the ants inside the domatia (Tepe et al., 2007). There are some cases where the stems bear
no prostomas, but in this case the queens recognize the host and chew their way through the
internode, making the entrance to the stem (Webber et al., 2007).

The development of the fistulae in non-myrmecophytic plants does not need the
action from an external agent. The spaces may develop through schyzogenous or lysigenous
processes (Mikesell & Schroeder, 1980). As an example, Pittocaulon H. Rob. & Brettell
(~Senecio, Asteraceae), from dry areas in Mexico, has a pith parenchyma with layers that
separate during the dry season due to dehydration, and consequently become divided by
hollow chambers between them; during the wet season, these cells recover their turgescence
and the chambers disappear, making the pith seems like solid (Olson, 2005). The successive
shrinkage and swelling of plant tissues reflect changes in water balances, which in turn
depend on the availability of these resources; when the soil is dry, cell turgor decreases and
plant tissues may shrink (Kozlowski, 1972), which seems to happen with the pith tissues in
Pittocaulon.

The ecological conditions under which M. burlemarxii grows are very peculiar, with
high insolation and extreme temperature ranges. Despite the relatively high annual
precipitation, these plants are constantly subjected to water restriction, since they grow
almost directly on granitic outcrops (“inselbergs”). Under these conditions, plant species
respond with different adaptations related with water economy (Porembski et al., 1998;
Porembski & Barthlott, 2000). In order to elucidate adaptive aspects in M. burlemarxii’s life
history, we describe its caulinar anatomy, trying to answer the following questions: (1) How
is the structure, development, and what is the function of the widened stems and the fistulae?
(2) Are these features related to a mutualistic interaction with ants or to water economy?
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MATERIALS AND METHODS

Stem samples were collected from adult specimens in the municipalities of Aguia
Branca and Santa Teresa, in Espirito Santo, Brazil (Figs. 1A-C). Vouchers were deposited in
UPCB (R. Goldenberg et al., 1154 and 2124). The material was fixed in FAAsy (Johansen,
1940), then divided into cross-sectional segments 1 cm long from the apex to the base.

The samples were dehydrated in a butyl series and embedded in Paraplast (Johansen,
1940, modified by Kraus & Arduin, 1997) or ethanol, for inclusion in glycol methacrylate
resin (Leica Historresin®, Leica Microsystems, Germany), according to the manufacturer’s
instructions. Transverse and longitudinal sections series were made with a rotary microtome.
The sections were stained with astra blue and basic fuchsin (Roeser, 1972) or with toluidine
blue in 0.12% borax (Junqueira, 1990).

Fragments of the secondary xylem were macerated (Franklin, 1945) in order to
dissociate cellular elements, stained with safranin 1% in 50% ethanol and mounted in 50%
glycerin. Measurements of length and tangential diameter of vessel elements (n=25) were
performed with an ocular micrometer. The xylem anatomical descriptions followed the
terminology recommended by the International Association of Wood Anatomists (IAWA
Committee, 1989).

Histochemical tests were made with freehand sections, with the following reagents:
Sudan IIT (Sass, 1951) and Sudan IV (Gerlach, 1984) to detect lipids, acidified
phloroglucinol for lignin (Foster, 1949), lugol for starch (Berlyn & Miksche 1976), ferric
chloride for phenolic compounds, and ruthenium red for pectic substances (Johansen, 1940).

The sections were analyzed and photographed with an Olympus BX41 microscope
connected to a digital camera.

Callose in sieve-tube elements was detected in cross sections of the first and second
internode, stained with aniline blue (Smith & McCully, 1978), and analyzed with an
Olympus BX51 fluorescence microscope, under blue/UV light fluorescence. The images
were captured using a digital camera attached to the microscope.

For scanning electron microscopy (SEM), cross-sectional and longitudinal stem
fragments were dehydrated in an ethanol series, dried in a critical point, mounted on
aluminum stubs and coated with gold. The analyses and photomicrographs were made in a
scanning electron microscope Tescan Vega 3.

RESULTS
MACROSCOPIC CHARACTERISTICS

The stem apex of Merianthera burlemarxii (Figs. 1A-B) is covered with a dense
indument. The leaves are opposite and congested at the apex of the stem axis (Fig. 1B),
resulting in tight, sort consecutive internodal regions. The stem gradually broadens from the
1¥ to the 14™ internode, and then it becomes narrow again, towards the branch base (Figs.
1B-C). Longitudinal sections of the stem show a wide pith and fistulae, these with variable
sizes (Fig. 1C). The pith has a succulent aspect in the regions where it is solid.
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STEM DEVELOPMENT

Shoot apex

In longitudinal section, the stem has a dome-shaped apex (Fig. 2A). The apical
meristem consists of two tunica layers and a group of compact cells forming the corpus. In
longitudinal section, the protoderm has a layer of quadrangular cells with thin walls.
Protodermal expanded cells are divided periclinally, originating uniseriate trichomes, which
in turn form a dense layer on the shoot apex. Some cells below the ground meristem are
differentiated, with a large volume and druses. The procambium is organized as a
continuous ring; its cells are elongated in the longitudinal section. The procambial bundles
are scattered throughout the pith.

1*" internode

The 1% internode presents a uniseriate epidermis, with a thick cuticle on the outer
periclinal wall. In addition to tector trichomes, sparse glandular trichomes also occur. The
subepidermal layer shows periclinal divisions which start the formation of phellogen.
Phenolic-storing cells occur in the cortex, where groups of cells with secondary wall
deposition can also be found (Fig. 2B). Druses are distributed throughout the cortical region
(Fig. 2B).

The vascular system, which appears as a continuous ring, comprises the external
primary phloem, primary xylem and internal primary phloem (Fig. 2B). The internal primary
phloem originates from procambial cells located below the protoxylem. In the primary
phloem, the sieve tube elements are diffusely distributed and form groups with 2-6 cells
(seen in cross section). The protoxylem has one or two tracheal elements among the
parenchyma cells. The establishment of the cambium occurs between the primary xylem and
the primary external phloem.

The pith’s procambial bundles give rise to medullary bundles in the nodal regions
(Fig. 2A); at each node, the medullary bundles occupy the radial extension of the pith and
form a network. In the 1* internode, the procambial medullary bundles are differentiating,
and the protoxylem elements have annular secondary wall thickenings. Around the
medullary bundles and in the peripheral region of the pith there are sclerenchyma cells, with
secondary wall deposition. The medullary parenchyma expands, and occupies about % of the
stem volume; each cell is connected to 5-7 cells, with triangular intercellular spaces between
them (Fig. 2C).

2™ and 3" internodes

In the 2™ internode, the phellogen is already differentiated, and there are 2-5 layers
of phellem and 1-2 layers of phelloderm. Sclereids occur around the medullary bundles, and
there are also some cells with druses or phenolic compounds. In the medullary bundles of
the second node the phloem is already differentiated (Fig. 2D); in the 3" node, the bundles
have differentiated phloem and xylem (Fig. 2E).

In the 3" internode the pith cells expand, and there are also some anticlinal and
periclinal divisions (Fig. 2F). Phenolic compounds are present in the cells of periderm,
cortex, xylematic and phloematic parenchyma and in the pith (Fig. 2G).
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4™ to 7™ internodes

From the 4™ internode, lenticels start to appear. They have alternating layers of
filling tissue and occlusion layers. The outer layers of the phellem flatten due to folding and
crushing of the radial walls of the cells (Fig. 2H); the phelloderm has 3-5 layers of
rectangular and superposed cells. In the cortex, sclereids occur alone or in groups of 2-8
cells, or form a dense group of more than 8 cells in the inner layers of the cortex.

In the 5th internode, xylem and phloem are differentiated (Fig. 2I). The secondary
phloem sieve tube elements have a diffuse distribution. Vessel elements are 83-232.4
(169.3+44.4) um long and 33.2-66.4 (48.5£9.0) um diam.; they may be solitary, geminate or
radial multiples of 3-7 cells (Figs. 21-J). The perforation plate is simple, transverse or
oblique, sometimes positioned on the lateral walls. The pits are bordered and vestured (Fig.
2K). The fibers are libriform. Gelatinous fibers occur between xylem rays (Fig. 2J). The
internal primary phloem remains in the primary stage.

The vessel elements of the medullary bundles are 41.5-273 (139.4£51.6) um long
and 24.9-62.2 (40.7£9.5) um diam. Some vessel elements are blind (Fig. 2L), and some have
two perforation plates close together in the same lateral wall (Fig. 2M). As in the vascular
cylinder, the vessel elements in the medullary bundles have vestured pits.

In the 6™ and 7™ internodes, starch was present in the cortex, phloem and xylem
parenchyma cells, gelatinous fibers in the peripheral region of the pith (Fig. 2N) and around
the medullary bundles.

8" and 9" internodes

Longitudinal sections of the 8" internode show the pith cells with retracted volume
and undulated walls (Figs. 3A-B). These cells are located in the central area of the internode,
and differ from the cells around the medullary bundles, which remain turgid (Fig. 3A).

In the 9" internode, the intercellular spaces are larger in some regions of the pith
(Fig. 3C), differing from younger internodes, where the intercellular spaces are small and
triangular (Fig. 2C). In some regions, these spaces form small openings. In the same
internode, there already are some expanded fistulae (Fig. 3D). The cells around the fistulae
have a reduced volume, except those that store phenolic compounds, which remain turgid
(Fig. 3E). Most cells surrounding the fistulae remain intact and with evident nuclei (Figs. 3D
and 3F). The analyses of the fistulae through scanning electron microscopy show collapsing
cells that have not been disrupted (Figs. 3H-I).

10" and following internodes

From the 10™ internode, the fistulae may have various sizes; smaller fistulae are
located in the pith periphery, and larger fistulae from the periphery to the central region of
the pith (Figs. 1C and 3I).

The 14™ internode is the most enlarged portion of the stem (Fig. 1C). The remaining
pith tissues have large cells with undulated walls, especially those located near the
medullary bundles. From the 14™ internode, the pith diameter decreases, the stem becoming
narrower towards the base (Figs. 1B-C). The length of the proximal internodes is longer
when compared to the distal internodes (Fig. 1C).

The vascular cambium has little activity along the internodes. At this point, xylem
and phloem represent approximately ' of the stem volume. In the periderm, the phelloderm
cells already have secondary wall depositions.
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DISCUSSION

There is no evidence that the fistulose stem of Merianthera burlemarxii is associated
to ants. The features described by Bailey (1923), Tepe et al. (2007; 2009) and Leroy et al.
(2010), such as prostomas, heterogeneous pith, wound tissues and food bodies, are absent in
our analysis.

The anatomical features found for M. burlemarxii suggest adaptive strategies related
to xeric environments. The wider portions of the stem have a broad pith that represents
approximately % of the total volume of the stem, and stores water and starch. Plants that
store water are common in dry environments (Fahn & Cutler, 1992). In the case of rock
outcrops, insolation levels are high (Porembski & Barthlott, 2000), the soil is thin, poor, and
has a low water retention capacity (Benites et al., 2003). Plants in these environments
usually have short life cycles, but others tolerate desiccation (Porembski & Barthlott, 2000).
The former seems to be the case of M. burlemarxii, where the water- and starch-storing pith
may allow the plants to survive under these conditions. Another well-known example of
adaptation to similar conditions is the one found in Cactaceae: the plants have a water-
storing specialized tissue, but the walls are flexible and allow the cells to modulate its
volume (Mauseth, 1995), avoiding their collapse and consequently the formation of fistulae,
like the ones found in M. burlemarxii.

While enduring water deficit, M. burlemarxii apparently uses the reserves from the
pith parenchyma. This can be noted in the cells starting to shrink at the 8™ internode. At the
9™ internode some cells start to separate and form small slits that will probably give rise to
fistulae. In this same internode there are already fistulae filled only with air. We suppose
that the fistulae enlarge due to the decreasing turgescence of the cells and consequently
shrinking pith tissue in their periphery. We cannot assert if the pith tissue may rehydrate and
then recover the spaces from the fistulae, in the way described for Pittocaulon (Olson,
2005). Nevertheless, the cells surrounding the fistulae have nuclei, which means that they
are alive. Moreover, we did not find ruptured cell walls, which may suggest that these cells
can perhaps store water again.

Another feature related to water storage in M. burlemarxii is the medullary vascular
bundles. Succulent and non-succulent stems may have additional vascular bundles in the
cortex or pith (Ogburn & Edwards, 2010). These additional vascular bundles occur in other
families (Davis, 1961; Carlquist, 1967; Mauseth, 1993; Hayden & Hayden, 1994), and even
in Melastomataceae (Lignier, 1887; Metcalfe & Chalk, 1950), but in most cases they are
usually not restricted to nodal regions, such as the ones in M. burlemarxii (Cordemoy, 1914;
Costa, 1997). Again in Cactaceae, the medullary bundles allow the massive pith to be
effectively used to store water and starch, since they can remove these when necessary
(Mauseth, 1993). Merianthera burlemarxii may benefit from the medullary vascular bundles
in the same way as in Cactaceae.

The large amount of phenolic compounds found in almost all stem tissues is also
common in xerophytes (Fahn & Cutler, 1992). This may be due to the amount of light that
these plants are exposed to (Close & McArthur, 2002), since these compounds may act as
filters protecting the tissues from damage by ultra-violet light (Lovelock; Clough;
Woodrow; 1992; Micco & Aronne, 2012). Another explanation would be that phenolic
compounds may decrease herbivory; replacement of organs lost by herbivory is costly, and
this replacement is harder for plants growing under limited conditions (Micco & Aronne,
2012)

The peridermis with compact suber layers acts as thermal insulation, and may also
act against desiccation (Lawes, Midgley, Clarke, 2013; Rosell & Olson, 2014). As for
gelatinous fibers, they are hydrophylic (Carlquist, 2014), and maybe part of the water-
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storing system; moreover, the starch in these fibers may also enhance water retention
(Gibson, 1996).

The short (>350 um long) and narrow (<50um wide) vessel elements are also related
to xeromorphism (Carlquist, 1982; Alves & Angyalossy-Alfonso, 2000). Narrow vessels are
more secure, since they reduce the risk of water flux interruptions due to embolism; short
vessels, in their turn, can concentrate air bubbles and then restrict the longitudinal extension
of an eventual embolism (Carlquist & Hoekman, 1985). The vestured pits may also prevent
embolisms, since they increase the adherence of water molecules to the cell walls (Carlquist,
1982); they may also avoid rupturing the pit membrane due to excessive decreasing pressure
between adjacent vessels after embolism (Zweypfenning, 1978). The blind vessels from
medullary bundles and the ones with two perforation plates at the same lateral wall are not
commonly reported in Angiosperms; they may result from branching elements that
eventually lead to either blind ends or multiple perforation plates (S. Carlquist, pers.
comm.).

Taking into account the xeromorphic characters of M. burlemarxii and the
environmental conditions under which it grows, we conclude that this species is a xerophyte.
Xerophytism as a rare condition in Melastomataceae, and it has been reported for only two
species of Rhexia (R. aliphanus e R. salicifolia), both endemic to dry areas in North
America; the adaptations found for these species are all related to leaves, i.e. thick cuticles
and dense stomata (Kral & Bostick, 1969). Among tropical Melastomataceae, some Atlantic
Forest epiphytes from the genus Pleiochiton also have xeromorphic characters, mostly in the
leaves (Reginato; Boeger; Goldenberg, 2009). This is the first record of a xerophytic
Melastomataceae with such anatomical stem adaptations.
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Figure 1. Merianthera burlemarxii. A. Flowers. B. Growth pattern of the branches: narrow
at the base (white arrow) and thicker towards the apex (black arrow); the leaves are
congested at the stem apex. C. Fistulose stem; the dotted lines represent the nodal regions,
and each number the corresponding internode.

Figure 2. A. Longitudinal section of the stem apex showing the leaf primordia (LP),
protoderm (Pd), ground tissue (GT), procambium (Pc), medullary bundles (MB) and pith
(P). B-D. Cross sections of the 1* internode. B. Cortex: cells with secondary wall deposition
(black arrow) and druses (white arrow); vascular cylinder: external phloem (EP), xylem (X)
and internal phloem (IP). C. Cells expanded in the pith, note triangular intercellular spaces
(arrow). D. Fluorescence microscopy showing callose deposition in the sieve tube elements
of the medullary bundles. E-G. 3 internode. E. Longitudinal section of a medullary bundle;
vessel element (VE), phloem (dotted circle). F. Cross section of the pith with anticlinal and
periclinal (arrows) divisions. G. Phenolic compounds. H. 4™ internode. Longitudinal section
of the periderm with flattened outer suber layers. I-J. 5™ internode I. Cross section of the
vascular cylinder with secondary xylem and phloem; sclereids (S). J. Gelatinous fibers
(arrow) among xylem rays (R). K. Vestured pits. L. Blind vessel element. M. Vessel element
with two perforation plates close to each other. N. Starch in the pith. Scale bars: A, 1000
mm; B, G, 500 um; I, J, N, 200 um; F, 100 um; C, D, E, H, L, M, 50 mm; K, 2 pum.

Figure 3. A. Pith cells (dotted circle) with retracted volume in the middle of the 8th
internode; and turgid cells (arrows) close to the medullary bundles. B. Detail of the dotted
circle in 3A, showing undulated cell walls. C. Separating cells. D. A single small fistula:
note the cells with retracted volume on its periphery. E. Phenolic-storing cells (arrow)
around a fistula. F. Cell with a nucleus (arrow), near the margin of a fistula. G. SEM, wall of
a fistula with collapsed cells without disrupted walls. H. SEM, longitudinal cutting showing
flattened cells around the fistula. I. Fistulae in the 10™ internode. Scale bars: A, 200 um; B,
C, 50 um; D, E, F, 100 um; G, H, 200 um; I, 500 pm.
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