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REsumMoO
Em Miconia fallax, uma espécie apomitica, e Miconia pepericarpa, uma espécie
sexuada, o0s processos de esporogénese e gametogénese apresentam diversas
caracteristicas semelhantes, muitas delas compartilhadas com outros membros da
familia Melastomataceae. Entretanto, apesar das similaridades, algumas diferencas
foram observadas. Em relacdo a antera, o formato da célula generativa no grdao de
poélen maduro € fusiforme em M. pepericarpa e estérico em M. fallax. Além disso, a
quantidade de graos de poélen viaveis produzidos é marcadamente menor na espécie
apomitica. Quanto ao 6vulo, as diferencas encontradas sao ainda mais marcantes. Em
M. fallax, células denominadas iniciais apospodricas se diferenciam juntamente com as
células-mae de megasporos, levando a formacdao de mais de um saco embrionario.
Assim, enquanto M. fallax apresenta até trés sacos embrionarios no évulo maduro,
sendo um sexuado e até dois apospoéricos, M. pepericarpa exibe apenas um saco
embrionario. Além disso, na espécie apomitica M. fallax, constatou-se a formacéo de
embrides adventicios em sementes jovens. Provavelmente, o desenvolvimento de
embrides a partir dos sacos embrionarios apospoéricos juntamente com a formacao do
embrido zigético e adventicio levam a poliembrionia em M. fallax, com formacao de até
quatro embrides em uma mesma semente. Das diferencas encontradas entre as duas
espécies, apenas o formato da célula generativa nao foi relacionado a apomixia, sendo
um carater especifico. Ja as demais diferencas, sdo caracteristicas exclusivas de M.
fallax, e estdo diretamente relacionadas a apomixia, sendo elas: 1) formagédo de uma
proporcdo menor de graos de pdlen viaveis; 2) diferenciacdo de células iniciais
aposporicas; 3) formacado de multiplos sacos embrionarios; 4) desenvolvimento de

embrides apomiticos; 5) poliembrionia. A espécie apomitica M. fallax é polipléide e,
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neste caso, a viabilidade polinica baixa pode ser explicada pela ocorréncia de
alteracées na meiose, comuns em espécies polipldides. A poliembrionia, também tem
sido bastante relacionada a apomixia, sendo esta relacdo confirmada pelos dados
obtidos neste trabalho. Além disso, com os resultados alcangados, foi possivel
reconhecer que M. fallax é uma apomitica facultativa, uma vez que, além da
possibilidade de producdo de embrides apomiticos, a espécie ainda preserva 0s
mecanismos de formagdo de graos de pdlen e sacos embrionarios sexuados, com

possibilidade de produgédo de embrides zigbticos.

Palavras-chave: Apomixia, aposporia, poliembrionia, esporogénese, gametogénese



ABSTRACT

In Miconia fallax, an apomictic species, and Miconia pepericarpa, a sexual species, the
processes of gametogenesis and sporogenesis have a number of similar characteristics,
many of which are shared with other members of the family Melastomataceae. However,
despite the similarities, some differences were observed. Concerning the anther, the
generative cell in mature pollen grain is spindle shaped in M. pepericarpa and spherical
in M. fallax. Furthermore, the quantity of viable pollen grains produced is markedly lower
in apomictic species. Regarding the ovule, differences are even more striking. In
M. fallax, cells called aposporous initials differentiate themselves along with the
megaspore mother cell, leading to the formation of more than one embryo sac. Thus,
while M. fallax exhibit up to three embryo sacs in mature ovule, one being sexed and a
maximum of two aposporous, M. pepericarpa displays only one embryo sac. Moreover,
in apomictic species M. fallax, we found the formation of adventitive embryos in young
seeds. Probably the development of embryos from the aposporous embryo sac parallel
to the formation of zygotic and adventitious embryos lead to polyembryony in M. fallax,
with formation of up to four embryos in a single seed. About differences found between
this two species, only the shape of the generative cell was not related to apomixis, as it
is a specific character. The other differences are unique features of M. fallax and are
directly related to apomixis, namely: 1) the formation of a smaller proportion of viable
pollen grains, 2) the differentiation of aposporous initial cells 3) the formation of multiple
embryo sacs, 4) the development of apomictic embryos (adventitious or aposporic), and
5) polyembryony. The apomictic species M. fallax is polyploid, and, in this case, the low
pollen viability can be explained by the occurrence of changes in meiosis, common in

polyploid species. The polyembryony, has also been frequently related to apomixis, and
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this relationship is confirmed by data obtained in this work. Furthermore, with these
results, it was possible to recognize that M. fallax is a facultative apomictic, since in
addition to the possibility of apomictic embryo production the species still preserves the
mechanisms of the formation of pollen grain and sexual embryo sac, with the possibility

of producing zygotic embryos.

Key-words: Apomixis, apospory, polyembryony, sporogenesis, gametogenesis
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INTRODUCAO GERAL

Apomixia

A descoberta da apomixia em angiospermas ocorreu por volta de 1841, quando
Smith (apud Asker & Jerling 1992, Naumova 1993) observou que individuos com flores
pistiladas da espécie didica Alchornea ilicifolia (Js. Sm.) Miill. Arg., vinda da Austrélia e
plantada no Royal Botanic Gardens, Kew, na Inglaterra, formavam sementes viaveis
mesmo na auséncia de individuos com flores estaminadas. Entretanto, o termo
apomixia (“sem mistura”) so foi introduzido em 1908 por Winkler (apud Asker & Jerling
1992) para nomear qualquer processo de formagdo de um novo organismo sem a
ocorréncia de fecundacado, incluindo a propagacdo vegetativa. Décadas depois,
Gustafsson (1946, 1947a, b apud Naumova 1993) também se referiu a apomixia como
sindnimo de reprodugédo assexual, dividindo o processo em propagacao vegetativa e
agamospermia que, por sua vez, foi subdividida em diplosporia, aposporia e embrionia
adventicia. Recentemente, os trabalhos tém utilizado o termo apomixia como sinénimo
de agamospermia, ou seja, reproducdo via sementes sem ocorréncia da dupla
fecundagao (Asker & Jerling 1992, Koltunow et al. 1995, Richards 1997, Koltunow &
Grossniklaus 2003, Bicknell & Koltunow 2004, Naumova 2008). Neste estudo, a
apomixia também é utilizada como sindnimo de agamospermia.

O termo apomixia pode ser definido como um processo de formagcao assexuada
de sementes, com o desenvolvimento de um embrido viavel a partir de tecidos do 6vulo
(Bicknell & Koltunow 2004, Koltunow & Grossniklaus 2003). Trés fatores compdéem o
mecanismo apomitico: a apomeiose (formacao do saco embrionario sem que ocorra a

meiose), a partenogénese (desenvolvimento autbnomo do embrido) e a produgcédo de
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endosperma - de forma autdbnoma ou derivada da fecundacao (Koltunow 1993, Bicknell
& Koltunow 2004).

De acordo com a origem do embrido, a apomixia pode ser classificada em dois
tipos basicos: esporofitica e gametofitica. Na apomixia esporofitica, ou embrionia
adventicia, o embrido origina-se a partir de células nucelares ou tegumentares do 6vulo,
geralmente apdés a maturagdo do mesmo (Nogler 1984, Koltunow 1993, Bicknell &
Koltunow 2004). Na apomixia gametofitica, o desenvolvimento do embrido ocorre no
interior de um saco embrionario ndo reduzido, ou seja, um saco embrionario cujas
células apresentam numero cromossémico somatico. Neste caso, 0 endosperma pode
se desenvolver de forma autbnoma ou induzida pela fecundag¢do. Baseando-se no tipo
de célula que origina o saco embrionario, 0 mecanismo gametofitico € subdividido em
diplosporia e aposporia. Na diplosporia, 0 saco embrionario ndo reduzido origina-se da
célula mae de megéasporos por supressdo da meiose. Na aposporia o saco embrionario
origina-se de uma ou mais célula(s) soméatica(s) do évulo, geralmente do nucelo (Nogler
1984, Bicknell & Koltunow 2004).

A embrionia adventicia e a aposporia podem estar relacionadas a poliembrionia,
ou seja, na formacao de mais de um embrido em uma mesma semente (Maheshwari
1950, Lakshmanan & Ambegaokar 1984). No caso da embrionia adventicia, 0s
embrides supranumerarios sdo originados a partir da diferenciacdo de mais de uma
célula do nucelo ou dos tegumentos (Naumova 1993). A poliembrionia pode resultar
também do desenvolvimento de embrides a partir de multiplos sacos embrionérios em
um mesmo Ovulo (Lakshmanan & Ambegaokar 1984). Neste caso, este fen6meno pode
estar associado a aposporia, por meio do sucesso de embrides originados do

desenvolvimento de varios sacos embrionarios apospéricos (Koltunow & Grossniklaus
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2003, Batygina & Vinogradova 2007). Além disso, como a embrionia adventicia e a
aposporia ndo excluem a possibilidade do processo sexual, os embrides adventicios ou
aposporicos podem ainda ocorrer ao lado do embrido zigético, originado pela
fecundacdo da oosfera pelo nucleo gamético da célula espermatica (Naumova 1993,
Tucker & Koltunow 2009). Vale ainda ressaltar que a poliembrionia pode ndo estar
associada a apomixia, sendo resultado de outros processos como: clivagem do zigoto
ou do proembrido, evento considerado raro em angiospermas; diferenciacéo de células
do suspensor; desenvolvimento de células do saco embrionario diferentes da oosfera,
frequentemente das sinérgides e muito raramente das antipodas; entre outros
(Lakshmanan & Ambegaokar 1984, Batygina & Vinogradova 2007).

Apesar de ser frequentemente sugerido que os embrides apomiticos sao
geneticamente idénticos a planta mae, com excecdo daqueles em que ocorrem
mutagbes esporadicas (Nogler 1984, Koltunow 1993), estudos envolvendo genética de
populagdes naturais tém demonstrado que os apomiticos ndo produzem descendentes
tdo uniformes como o esperado, mantendo certa diversidade por meio de recombinacéo
genética, mutacbes, auto-segregracdo, amplificacdo ou perda de DNA, rearranjo
cromossémico, entre outros (Asker e Jerling 1992, Berthaud 2001). Além disso, apesar
de em todos os tipos de apomixia os embrides serem derivados exclusivamente do
gendtipo materno, cada tipo é associado com diferentes probabilidades de produgao de
uma progénie sexual, diferentes pressdées para manter a fertilidade do pdlen e
diferentes niveis esperados de diversidade genética dentro das populacées (Whitton et
al. 2008).

Nas espécies apomiticas, o desenvolvimento do endosperma pode ser

independente ou nao da fertilizagdo. Se a espécie é pseudogamica, € necessario que
3



ocorra a fusdo entre o nucleo espermatico e nucleo secundario para formagéao do
endosperma e, consequentemente, desenvolvimento normal do embrido. Porém, em
algumas espécies a fecundagdo nao € necessaria, e ha formagdo autbnoma de
endosperma (Asker & Jerling 1992, Koltunow 1993). Além disso, h4 também relatos de
espécies nas quais o embrido aparentemente se desenvolve sem a presenga de um
endosperma, como em Garcinia L., Clusiaceae (Richards 1990, Van Baarlen et al.
1999).

Como ja mencionado, nem sempre a apomixia exclui a reproducéo sexual. Os
chamados apomiticos facultativos retém a capacidade de se reproduzir sexualmente e
sdo considerados os apomiticos mais comuns (Nogler 1984). Nestas espécies, 0
balanco entre apomixia e sexualidade pode ser influenciado, além dos fatores
genéticos, por condigdes ambientais, como mudancas de temperatura e no regime de
luz (Nogler 1984, Asker & Jerling 1992, Koltunow & Grossniklaus 2003). Mesmo em
certos apomiticos autbnomos, sinérgides e grdaos de pdlen permanecem funcionais,
embora ndo sejam necessarios (Nogler 1984). Tem sido questionado se plantas
totalmente apomiticas realmente existem na natureza (Nogler 1984, Asker e Jerling
1992), mas alguns dados com espécies apomiticas nas quais a produgédo de graos de
polen viaveis € nula, como em Miconia albicans (Sw.) Steud., indicam que estas
espécies nao se reproduzem sexuadamente, sendo apomiticas obrigatérias
(Goldenberg & Shepherd 1998, Caetano 2007, Cortez 2007).

As plantas apomiticas apresentam algumas vantagens agronOmicas. Nelas,
genotipos originados por processos de mutacado ou hibridacdo podem ser rapidamente
fixados e distribuidos em amplas areas (Stebbins 1985). Além disso, podemos citar a

importancia da apomixia na reducdo em custo e tempo das polinizagdes cruzadas; na

4



prevencao de complicagdes associadas a reproducao sexual, como independéncia de
polinizadores e de polinizagdes cruzadas e na prevengdo da transmissao de virus em
plantas propagadas vegetativamente (Hanna 1995, Jefferson & Bicknell, 1995;
Koltunow et al. 1995, Savidan 2000). Associado a isso, a apomixia pode atribuir as
espécies uma maior capacidade de colonizacdo, ja que independem de polinizadores.
Espécies sexuadas devem ser muito mais dependentes de habitats estaveis com
populagbes ativas de polinizadores especializados, em particular as espécies com
anteras poricidas, relacionadas a “buzz polination”, como ocorre em Melastomataceae
(Goldenberg 2000a).

Os processos apomiticos foram descritos em aproximadamente 460 taxons,
distribuidos em 33 familias de Angiospermas (Carman 1997), sendo marcadamente
mais freqientes em alguns grupos de plantas como Poaceae, Rosaceae, Asteraceae,
Rutaceae (Richards 1997, Naumova 2008) e Melastomataceae (Goldenberg &
Shepherd 1998), refletindo possivelmente, uma predisposicdo que certos grupos tém a
apomixia (Grimanelli et al. 2001). A ampla distribuicdo taxon6mica de espécies
apomiticas indica que a apomixia surgiu em diversos momentos durante a evolucéo das
plantas com flores, e que pode ter sido determinada por oportunidades genéticas

apropriadas favorecidas por circunstancias ecologicas (Whitton et al. 2008).

A familia Melastomataceae e o género Miconia

A familia Melastomataceae Juss. pertence a ordem Myrtales Juss. ex Bercht. &
J. Presl, um grupo monofilético composto por nove familias (Fig. 1): Alzateaceae,
Combretaceae, Crypteroniaceae, Lythraceae, Melastomataceae (incluindo

Memecylaceae), Myrtaceae (incluindo Heteropyxidaceae e Psiloxylaceae), Penaeaceae
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(incluindo Oliniaceae, Rhynchocalycaceae), Onagraceae e Vochysiaceae (APG Il

2009).

Combretaceae
Onagraceae
*Denotes branches
with 50-80% support;
*Denotes branches Lythraceae
with <50% support;
all other branches have
>80% support. Myrtoideae

Heteropyxidae

eadeyAp

Psiloxyloideae

Psiloxyleae
Vochysiaceae
* Melastomatoideae
Melastomataceae
Olisbeoideae
Crypteroniaceae
Alzateaceae
Rhynchocalyx

Penaea, etc. Penaeaceae

Olini

Figura 1. Arvore filogenética de Myrtales, incluindo nove familias.
Fonte: www.mobot.org/MOBOT/research/APWeb/ (acesso em 01/11/2009)

Melastomataceae inclui cerca de 166 géneros e aproximadamente 4.500

espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (Fig. 2), das quais cerca de



3.000 sao registradas para o novo mundo (Renner 1993, Clausing & Renner 2001). No
Brasil, Melastomataceae € considerada uma das maiores familias de angiospermas,
com cerca de 68 géneros e 1.500 espécies, ocorrendo em praticamente todas as
formacoes vegetacionais (Romero & Martins 2001).

Os representantes da familia sdo reconhecidos pela nervura acrodroma de suas
folhas, flores perfeitas, radialmente simétricas e diplostémones, e estames com

apéndices no conectivo (Clausing & Renner 2001).

Figura 2. Distribuicdo geogréfica de representantes de Melastomataceae.
Fonte: www.mobot.org/MOBOT/research/APWeb/ (acesso em 01/11/2009).

Miconia Ruiz & Pavon € o maior género de Melastomataceae, com cerca de
1050 espécies (Goldenberg 2000b), que ocorrem desde o sul do México e Caribe até o
norte da Argentina e Uruguai (Goldenberg et al. 2008). O género é claramente
parafilético (Michelangeli et al. 2004, Goldenberg et al. 2008) e caracterizado por folhas
destituidas de formicérios, inflorescéncias terminais, hipanto sem constricdo no apice,
calice com pequenas lacinias externas, pétalas livres com apice arredondado, obtuso
ou emarginado, e anteras sem bifurcacao na base (Goldenberg et al. 2008).
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Aspectos da apomixia em Melastomataceae

O sistema reprodutivo de aproximadamente 130 espécies de Melastomataceae
ja foi estudado (Sobrevila & Arroyo 1982, Renner 1984, 1989, Borges 1991, Dent-
Acosta & Breckon 1991, Fracasso & Sazima 2004, Goldenberg & Shepherd 1998,
Sousa-Silva 2000, Goldenberg & Varassin 2001, Santos 2003, Santos 2008) e os
dados, apesar de relativamente poucos, frente ao grande numero de espécies da
familia, apontam algumas tendéncias. A apomixia se concentra notoriamente na tribo
Miconieae (Tab. 1), na qual uma proporcao de 68,3% das espécies estudadas sao
apomiticas (Renner 1984, 1989, Borges 1991, Fracasso & Sazima 2004, Goldenberg &
Shepherd 1998, Sousa-Silva 2000, Goldenberg & Varassin 2001, Santos 2003, Santos
2008). Segundo Goldenberg & Shepherd (1998), se os dados existentes de sistema
reprodutivo em Melastomataceae sdo de fato representativos, e se a proporcéo de
espécies apomiticas é constante, a tribo Miconieae apresentaria cerca de 1300
espécies apomiticas, e neste caso seria um dos maiores complexos apomiticos nas
angiospermas.

Outro aspecto importante é a viabilidade polinica baixa ou nula observada em
diversas espécies apomiticas do género (Tab. 1) (Borges 1991, Goldenberg &
Shepherd 1998, Souza-Silva 2000, Simao et al. 2006), condicao que deve ser melhor
investigada. Acredita-se que a variacao da viabilidade polinica em espécies apomiticas
de Miconia pode estar relacionada principalmente a irregularidades no processo de
divisdo meidtica (Goldenberg & Shepherd 1998). O numero basico de cromossomos
para a tribo Miconieae é x=17 (Almeida & Chuang 1992), mas algumas espécies podem
ter nimero cromossémico maior, provavelmente devido a poliploidia, jA que varias

destas espécies parecem ter origem hibrida. Frequentemente, a combinag¢dao de dois
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genomas em um hibrido interespecifico resulta em anormalidades na meiose (Nijs &
Menken 1996, Risso-Pascotto et al. 2006), sendo esperada a formagédo de graos de
polen inviaveis.

Como ja mencionado, a apomixia parece estar relacionada com eventos de
hibridacdo e poliploidia. Grande parte das plantas apomiticas gametofiticas s&o
poliploides, frequentemente originados pela duplicacdo de genomas diferentes,
normalmente apos um evento de hibridagcao. Muitos hibridos poderiam ser incapazes de
se reproduzir sexualmente, sendo na maioria das vezes inférteis. Adquirindo a
capacidade de formacdo de sementes via apomixia, esses hibridos inférteis que se
multiplicariam apenas vegetativamente, teriam um modo de aumentar sua aptidao
reprodutiva (Asker & Jerling 1992).

Na tribo Miconieae, diferentes tipos de apomixia podem ocorrer. A diplosporia foi
descrita em Miconia albicans por Caetano (2007) e Cortez (2007). Borges (1991) relata,
em Leandra australis (Cham.) Cogn., o desenvolvimento de embrides adventicios e a
formacao de sacos embrionarios nao reduzidos, provavelmente diplospéricos, indicando
que nesta espécie, apomixia esporofitica e gametofitica coexistem. Borges (1991)
também descreve a formagao de embrides adventicios nucelares em Miconia discolor
DC. Em Miconia ferruginata DC. e Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC., apomixia
esporofitica também ¢é relatada, com a formacao de embrides adventicios a partir de
células do nucelo (Caetano et al. em prep.).

Estudos envolvendo sistema reprodutivo em Melastomataceae apontam para a
necessidade de informacdes anatémicas. Esse tipo de dado possibilitaria conhecer a
origem do embrido apomitico e as anormalidades morfolégicas ocorrentes na formagao

e no desenvolvimento de esporos e gametas que estdo associadas a apomixia.
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Somado a isso, a avaliagdo de dados sobre viabilidade polinica, poliembrionia € numero
cromossdmico permitiriam interpretar de forma mais abrangente o mecanismo
apomitico, tao frequente na familia. Estudos deste tipo sdo comuns em espécies de
Asteraceae e Poaceae, principalmente em herbaceas de clima temperado, sendo
relativamente raros em espécies tropicais. Desta forma, a familia Melastomataceae,
especialmente a tribo Miconieae, oferece a oportunidade de discutir o processo

apomitico em um cenario diferente do que ja foi estudado até agora.

OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho € determinar quais alteragdes ocorrem no
processo embriolégico em uma espécie apomitica de Miconia em relacdo a uma
espécie sexuada do mesmo género. Pretende-se também investigar se, na espécie
estudada, a apomixia ocorre em paralelo ao processo sexuado e se este fendbmeno esta

relacionado a eventos de poliembrionia, poliploidia e inviabilidade polinica.

Objetivos especificos

+ Descrever a megasporogénese, megagametogénese, microsporogénese e
microgametogénese em duas espécies de Miconia com sistemas reprodutivos
contrastantes: Miconia fallax DC., uma espécie apomitica; e Miconia pepericarpa Mart.
ex DC., uma espécie sexuada;

+ Comparar as principais caracteristicas embriolégicas das espécies, buscando

ressaltar quais estao relacionadas a apomixia;
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» Reconhecer o tipo de apomixia em M. fallax por meio do estudo da origem do
embrido apomitico;

« Verificar a ocorréncia de poliembrionia. Se a espécie for poliembridnica,
determinar também a taxa de poliembrionia e verificar a existéncia ou nao de diferencas
morfologicas entre os embrides formados;

* Analisar a viabilidade polinica de ambas as espécies e a ploidia da espécie
apomitica, buscando responder as seguintes questées: 1) Existe diferenca de
viabilidade polinica entre a espécie sexuada e a espécie apomitica? 2) Se a espécie
apomitica apresenta viabilidade polinica nula ou baixa, essa condicdo pode estar

relacionada a eventos de poliploidia?

ESPECIES ESTUDADAS

As espécies estudadas neste trabalho pertencem a tribo Miconieae, familia
Melastomataceae. A escolha destas espécies foi feita com base no seu sistema
reprodutivo, que foi caracterizado por Goldenberg & Shepherd (1998). Estes autores
classificaram Miconia fallax DC. (Fig. 1.A-K) como uma espécie apomitica e Miconia

pepericarpa Mart. ex DC. (Fig. 2.A-F) como sexuada e autoincompativel.

Miconia fallax

Miconia fallax € conhecida popularmente como guamirim-do-cerrado ou jacatirao.
Ocorre desde o Peru, Venezuela e Guiana até o Paraguai e Sudeste do Brasil
(Wurdack 1973). O periodo de floragao estende-se de setembro a outubro; a frutificagao

de outubro a janeiro (Goldenberg 1994).
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Arbustos de até 2 m. Possui inflorescéncias do tipo paniculas escorpidides, com
cerca de 15 cm, terminais. As flores sdo sésseis, pentameras, com calice persistente,
lacinias internas e externas fundidas, triangulares e agudas. As pétalas sdo brancas
com margem ciliada; anteras com cerca de 4 mm de comprimento, amarelas,
uniporosas e com conectivo espessado no dorso. O ovario é trilocular e glabro, com
estilete levemente espessado no apice. Fruto do tipo baga atropurpurea, com cerca de

45 sementes (Martins 2009).

Miconia pepericarpa

No Brasil esta espécie ocorre em Goias, Distrito Federal, Bahia, Minas Gerais e S&o
Paulo. Presente em cerrados fechados e bordas de mata. O periodo de floracao
estende-se de novembro a dezembro; a frutificacdo de janeiro a julho (Goldenberg
1994).

Arbustos de 2-3 m ou arvores de até 5 m. Possui inflorescéncias do tipo paniculas
de glomérulos, com até 10 cm e ramos secundarios curtos, de até 2,5 cm, com apenas
um glomérulo na extremidade. As flores sdo sésseis e pequenas, tetrameras, com
cdlice persistente, lacinias internas curtas, largamente triangulares a arredondadas,
externas triangulares, agudas, muito reduzidas. As pétalas sao de coloragdo creme,
com cerca de 0,1 cm. Anteras com cerca de 1,5 mm de comprimento, creme,
uniporosas, com conectivo curtamente prolongado abaixo das tecas e espessado no
dorso. O ovario é bi ou trilocular, com estilete espessado no apice. Fruto do tipo baga

azul palida, com 2-3 sementes (Martins 2009).
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AREA DE ESTUDO

Miconia fallax e M. pepericarpa foram coletadas em fragmentos de cerrado no
municipio de ltirapina (22°15’ S e 47°49’ W), no estado de Sao Paulo, Brasil (Fig. 3), a
uma altitude aproximada de 770 m. Segundo Silva (2005), o clima da regiao é
caracterizado pelo tipo Cwa de Kéeppen (1948) — mesotérmico com inverno seco e frio,
e verdo quente e chuvoso. A temperatura média anual é de 21,9°C, e a precipitagao

média é de 1.458 mm (Silva 2005).

SP, Brasil

Figura 3. Localizagao do municipio de ltirapina, SP, Brasil.

M. fallax foi coletada em duas areas distintas, denominadas: Grauna (Populacao
) e Valério (Populagdo IlI), e M. pepericarpa foi coletada em um Udnico local

(Pedregulho) (Fig. 4).
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Figura 4. Localizagao das trés populagdes estudadas: Gralna, populagéo |, Valério,

Populacao Il, e Pedregulho.

Valério e Pedregulho sédo fragmentos de cerrado incluidos na Estacao
Experimental e Ecoldgica de ltirapina, uma das unidades da Divisdo de Florestas e
Estacbes Experimentais do Instituto Florestal. A vegetagdo natural no Valério é
classificada como cerradao ou cerrado “stricto sensu” subtipo denso (Ribeiro et al.
1983), porém, no local existem grandes areas com plantacdes de espécies de Pinus,
onde também crescem alguns representantes de espécies de cerrado, incluindo M.
fallax. No fragmento Pedregulho, o cerrado é classificado como “stricto sensu” e
cerradao (Sassaki et al. 1999, Simabukuro et al. 1999). O fragmento de cerrado Grauna
encontra-se em uma propriedade particular e sua vegetagdo também é classificada

como cerrado “stricto sensu” (Ribeiro et al. 1983).
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ESTRUTURA GERAL DA DISSERTAGAO

Capitulo 1. Microsporogénese, microgametogénese e viabilidade polinica em uma
espécie apomitica e outra sexuada de Miconia Ruiz & Pavon, Melastomataceae
Neste capitulo aspectos embriolégicos da formagdo do grdo de pdlen de uma
espécie apomitica e outra sexuada foram comparados com o objetivo de detectar
possiveis  alteracbes ocorrentes no processo de  microsporogénese e
microgametogénese que levariam a quantidade relativamente alta de graos de pdlen
invidveis formados na espécie apomitica. Além disso, a viabilidade polinica de ambas
as espécies foi calculada para evidenciar a diferenca na quantidade de graos de pdlen
viaveis formados. Contagens cromossOmicas foram realizadas para verificar se a

inviabilidade polinica poderia estar relacionada a poliploidia.

Capitulo 2. Megasporogénese, megagametogénese e poliembrionia em uma
espécie apomitica e outra sexuada de Miconia Ruiz e Pavon, Melastomataceae

A comparacgao do processo de megasporogénese e megagametogénese de uma
espécie apomitica e outra sexuada foi realizada para detectar as alteracoes
embriolégicas associadas a apomixia. Procurou-se determinar a origem do embrido
apomitico e investigar se este evento ocorre em paralelo ao processo sexuado.
Verificou-se também se a espécie apomitica produz embrides supranumerarios

(poliembrionia) e se este processo esta ou ndo relacionado a apomixia.
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Tabela 1. Relacao das espécies da tribo Miconieae estudadas até o momento, com seu respectivo sistema reprodutivo, viabilidade polinica e nimero
cromossémico. AC: auto compativel; Al: auto incompativel; AP: apomitica.

Numero
Espécies Sistema reprodutivo Viabilidade polinica (%) o Referéncias
cromossomico

Apomiticas

Clidemia bullosa DC. AP 2n=30 15,24
Clidemia capitellata (Bonpl.) D.Don AP n=17 14,16, 24
Clidemia epibaterium DC. AP 17
Clidemia fendleri Cogn. AP 23
Clidemia hirta (L.) D.Don AP n=17 12,15
Clidemia novemnervia (DC.) Triana AP 17
Clidemia pustulata DC. AP n=17 10, 24
Clidemia rubra (Aubl.) Mart. AP 17
Clidemia ruddae Wurdack AP n=23 2
Clidemia sericea D. Don AP n=17 10, 24
Leandra australis (Cham.) Cogn. AP 49+40 4,5,9
Leandra involucrata DC. AP 22
Leandra lacunosa Cogn. AP 38,6 +£17,0

Leandra melastomoides Raddi AP 6,945

Maieta guianensis Aubl. AP 2n=34 19, 24
Maieta poeppigii Mart. ex Cogn. AP 2n=46 19, 24
Miconia alata (Aubl.) DC. AP 17
Miconia aplostachya (Bonpl.) DC. AP 10
Miconia argyrophylla DC. AP 17
Miconia discolor DC. AP 40-95% 5
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Espécies

Sistema reprodutivo

o Numero
Viabilidade polinica (%) a
cromossomico

Referéncias

Miconia egensis Cogn.

Miconia fallax DC.

Miconia ferruginata DC.

Miconia ibaguensis (Bonpl.) Schitdl.
Miconia laevigata (L.) D. Don

Miconia latecrenata (DC.) Naudin
Miconia ligustroides (DC.) Naudin
Miconia petropolitana Cogn.

Miconia pohliana Cogn.

Miconia prasina (Sw.) DC.

Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC.

Miconia sellowiana Naudin

Miconia spinulosa Naudin

Miconia stenostachya DC.

Miconia stephananthera Ule

Miconia tomentosa (Rich.) D.Don ex DC.
Ossaea amygdaloides (Mart. & Schr.) Triana
Ossaea confertiflora (DC.) Triana

Sexuadas
Bellucia acutata Pilg
Bellucia dichotoma Cogn.

Bellucia grossularioides (L.) Triana

AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP
AP

Al
Al
Al

39,5+19,2 n=17
2n=62
n=24/2n=48
9,6+54
20,3+8,3
60,4
0,9+0,8
2n=48/2n=52
38,3 + 20,7 2n=50
n=46
12,5+5,4 n=26
2n=34

17
8
20
10, 24
7,23,24
9
8
9
8
7,19, 24
8,24
22
23,24
4,8
16
17

18
17
18
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Numero
Espécies Sistema reprodutivo Viabilidade polinica (%) . Referéncias
cromossomico

Conostegia macrantha O.Berg ex Triana Al 11
Leandra dasytricha (A.Gray) Cogn. AC 92,3+ 7,1

Leandra regnellii (Triana) Cogn. AC 945+4.4

Miconia angelana R.Romero & R.Goldenberg AC 94,6 + 3,9 21
Miconia araguensis Wurdack AC n=17 23,24
Miconia chamissois Naudin AC 95,2 6
Miconia dodecandra Cogn. AC n=34/n=68 1,23, 24
Miconia elegans Cogn. Al 70-95 5
Miconia langsdorffii Cogn. Al 58 + 33,5 8
Miconia minutiflora (DC.) Naudin AC 82 +13,0 2n=34 8,24
Miconia pepericarpa Mart. ex DC. Al 59,8 £ 13,0 8
Miconia theaezans (Bonpl.) Cogn. Al 70-95 2n=34/n=17 5,24
Miconia tuberculata (Naudin) Triana Al n=17 3,13
Tococa bullifera Mart. & Schrank ex DC. AC 17
Tococa guianensis Aubl. Al 2n=34 10, 24
Tococa formicaria Mart. Al 25
Tococa longisepala Cogn. Al 17
Tococa nitens (Benth.) Triana AC n=17 10, 24

1. Almeda 1997; 2. Almeda & Chuang 1992; 3. Arroyo & Cabrera 1977 (apud Renner 1989); 4. Baumgratz & Silva 1988; 5. Borges 1991; 6. Caetano
2003; 7. Dent-Acosta & Breckon 1991 (apud Goldenberg 1994); 8. Goldenberg & Shepherd 1998; 9. Goldenberg & Varassin 2001; 10. Hokche &
Ramirez 2008; 11. Lumer 1982 (apud Renner 1989); 12. Meenakumari & Kuriachan 1990; 13. Melo & Machado 1996; 14. Melo & Machado 1998; 15.
Melo et al. 1999; 16. Ramirez & Brito 1990; 17. Renner 1984 (apud Renner 1989); 18. Renner 1987 (apud Renner 1989); 19. Renner 1989; 20.
Santos 2003; 21. Santos 2008; 22. Saraiva 1994; 23. Sobrevila & Arroyo 1982; 24. Solt & Wurdack 1980; 25. Souza-Silva 2000.
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FIGURAS



Figura 1. Miconia fallax. A-B: Habito — arbusto. C: Aspecto geral da inflorescéncia. D:
Ramo com botoes em diversos estadios de desenvolvimento. E-G: Ramos com botoes
e flores. H: Ramo com frutos em inicio de desenvolvimento. |: Detalhe de frutos em

desenvolvimento. J-K: Detalhe dos frutos maduros.
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Figura 2. Miconia pepericarpa. A: Habito - arbusto. B-C: Ramo com botdes em diversos
estadios de desenvolvimento. D: Ramo com botdes e flores. E: Detalhe das flores. F:

Ramo com frutos em desenvolvimento, rosas, e fruto maduro, roxo.
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CAPITULO 1



CAPITULO 1. MICROSPOROGENESE, MICROGAMETOGENESE E VIABILIDADE POLINICA EM UMA
ESPECIE APOMITICA E OUTRA SEXUADA DE MICONIA Ruiz & PAVON, MELASTOMATACEAE

Resumo

Na familia Melastomataceae, o género Miconia destaca-se pela grande porcentagem de
espécies apomiticas. Nas espécies que apresentam este mecanismo reprodutivo,
diversos graus de viabilidade polinica sdo encontrados, porém pouco se conhece a
respeito do processo de microsporogénese e microgametogénese, bem como as
modificacbes nestas duas vias. O objetivo do presente trabalho é identificar as
possiveis alteracbes ocorrentes na microsporogénese e na microgametogénese em
uma espécie apomitica, Miconia fallax, comparando estes dois processos aos
resultados encontrados em uma espécie sexuada, M. pepericarpa. Pretende-se
também comparar a viabilidade polinica entre estas duas espécies e verificar se a
espécie apomitica & polipléide. Botdes florais, em varios estadios de desenvolvimento,
e flores foram coletados e processados para microscopia de luz. A viabilidade polinica
das espécies foi determinada com DAB e a estimativa do nUmero cromossémico de M.
fallax foi realizada utilizando-se células mitéticas. M. fallax e M. pepericarpa apresentam
grande similaridade na formacao de micrésporos e microgametoéfitos, corroborando os
dados ja descritos para outras espécies da familia. Entretanto, a quantidade de graos
de péblen viaveis produzidos ao final destes processos € bem menor na espécie
apomitica. M. fallax é polipléide e apresenta irregularidades no processo meiético que
levam a inviabilidade de uma grande propor¢cao dos graos de pélen formados. Assim,
em M. fallax, a apomixia estd associada a inviabilidade polinica e a poliploidia.
Entretanto, apesar desta espécie ser uma apomitica autbnoma, ela ainda preserva o
mecanismo de formacgao de graos de pdlen viaveis, mesmo que em menor quantidade
quando comparada a uma espécie sexuada do mesmo género, 0 que torna
parcialmente possivel que esta espécie também se reproduza sexuadamente.

Palavras-chave: Apomixia, Melastomataceae, @ Miconia, = microsporogénese,

microgametogénese.
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INTRODUCAO
Melastomataceae Juss. inclui aproximadamente 4.500 espécies, distribuidas em

166 géneros (Clausing & Renner 2001). E uma das mais representativas familias no
Brasil, com cerca de 2000 espécies, ocorrendo em quase todas as formacdes
vegetacionais (Romero e Martins 2002, Souza & Lorenzi). Um quarto das espécies
desta familia esta inserido no género Miconia Ruiz & Pavén, com cerca de 1056
espécies, que ocorrem desde o sul do México e Caribe até o Uruguai e norte da
Argentina (Goldenberg 2000a).

No género Miconia, mais da metade das espécies em que o sistema reprodutivo
foi estudado € apomitica (Sobrevila & Arroyo 1982, Renner 1984, Borges 1991, Dent-
Acosta & Breckon 1991, Goldenberg & Shepherd 1998, Sousa-Silva 2000, Goldenberg
& Varassin 2001, Santos 2003). A apomixia é, atualmente, definida como um processo
de reproducdo assexuada por meio de sementes, com o desenvolvimento de um
embrido vidvel a partir de tecidos do 6vulo (Bicknell & Koltunow 2004, Koltunow &
Grossniklaus 2003). Sabe-se que diversas espécies apomiticas, especialmente aquelas
facultativas ou as pseudogamicas, ainda preservam o0s processos de formacdo de
graos de poélen (Whitton et al. 2008).

A apomixia é comumente associada a poliploidia (Asker & Jerling 1992, Carman
1997). Em Melastomataceae, Goldenberg & Shepherd (1998) relacionaram apomixia,
poliploidia e viabilidade polinica em espécies da tribo Miconieae. Os autores
observaram que diversas espécies apomiticas desta tribo sdo polipldides e apresentam
viabilidade polinica baixa e em alguns casos, nula. Eles sugerem que irregularidades
meioticas, comuns em espécies polipldides, levem aos baixos niveis de viabilidade
polinica nas espécies deste grupo.
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Apesar de alguns trabalhos embrioldgicos ja terem sido realizados com
representantes de Melastomataceae (Tobe & Raven 1983a, Medeiros & Morretes 1996,
Medeiros & Roos 1996, Caetano 2007, Cortez 2007), pouco se conhece sobre o
processo que envolve a formacdo de micrésporos e microgametéfitos em espécies
apomiticas da familia. Trabalhos recentes de embriologia comparativa de espécies
apomiticas e sexuadas de Miconia vém sendo realizados por Cortez e colaboradores
(em prep.) e Caetano e colaboradores (em prep.).

Para entender o sistema reprodutivo de espécies apomiticas de forma mais
ampla, € importante conhecer também os processos de microsporogénese e
microgametogénese. A comparagdo destes dados aqueles encontrados em espécies
sexuadas filogeneticamente préximas possibilitam identificar, nas apomiticas,
alteracoes e irregularidades durante os eventos de formagédo de esporos e gametas, e
suas consequéncias ao final de todo o processo. Estas informacdes, aliadas as de
megasporogénese e megagametogénese, permitem avaliar se ha ou ndo possibilidade
da apomixia ocorrer em paralelo com a reprodugcdo sexuada nas espécies apomiticas
investigadas.

O objetivo do presente trabalho € investigar as alteracbes ocorrentes na
microsporogénese e na microgametogénese em uma espécie apomitica de
Melastomataceae, Miconia fallax DC., comparando os dados aos de uma espécie
sexuada do mesmo género, Miconia pepericarpa Mart. ex DC. Procura verificar se,
apesar das possiveis alteracdes, a espécie apomitica ainda preserva 0s mecanismos
de formacao de graos de pdlen viaveis. Além disso, busca-se determinar a viabilidade

polinica de ambas as espécies e a ploidia da espécie apomitica.
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MATERIAL E METODOS

Miconia fallax e M. pepericarpa foram coletadas em areas de cerrado no
municipio de Itirapina (22°15’ S e 47°47’ W), estado de Sao Paulo, Brasil. M. fallax foi
coletada em dois locais distintos denominados: Grauna (Populagdo 1) e Valério
(Populacao Il). M. pepericarpa foi coletada em uma Unica area, denominada
Pedregulho. O material testemunho foi depositado de maneira convencional no
Herbario UEC — Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas, sob os numeros 150450 e 150451, para M. fallax e M.
pepericarpa, respectivamente.

Botbes florais em diversos estadios de desenvolvimento e flores foram coletados
para o estudo do desenvolvimento dos estratos parietais da antera e dos micrésporos e
microgametéfitos. Seis individuos de cada populacao de Miconia fallax e seis individuos
da populacéao de M. pepericarpa foram utilizados para coleta.

A fixacdo foi realizada em solucado de glutaraldeido 2% e formaldeido 4% em
tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8 (McDowell & Trump 1976) por 24h. Fissuras com
lamina de barbear foram feitas nos botdes florais e flores antes da fixag&o, para melhor
penetracdo da solugdo fixadora. Durante a fixagcdo, o material foi submetido a bomba de
vacuo por aproximadamente 12h. As amostras foram lavadas em tampao fosfato de
sodio 0,1M, pH 6,8, desidratadas em série etandlica e estocadas em etanol 70% (v/v).
As diversas fases do desenvolvimento foram definidas de acordo com o tamanho do
botéo floral (Quadro 1 e 2).

Parte do material foi fixada em solugcao de formalina com sulfato ferroso por 48h
(Johansen 1940), com a finalidade de evidenciar a presenca de compostos fendlicos

em tecidos da antera. Apds a fixagdo, as amostras foram lavadas em agua destilada
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(trés vezes de 15min), desidratadas em série etandlica (Johansen 1940) e estocadas
em etanol 70% (v/v).

O material foi incluido em resina plastica (historesin) Leica®. Os cortes foram
obtidos em micrétomo rotativo manual Leica® com navalha descartavel de tungsténio,
entre 1,0 e 4,0 um de espessura. As seccoes foram aderidas a laminas de vidro e,
posteriormente, coradas em azul de toluidina (C.l. 52040) a 0,05% em tampao citrato,
pH 4,8. As laminas foram montadas no momento da observacao, com agua destilada
ou 6leo de imersédo e laminula de vidro. As observagdes e fotografias digitais foram
obtidas em microscépio de luz Olympus® BX 51 com camera digital acoplada modelo
DP71.

Algumas laminas foram tratadas com azul de anilina (C.I. 42755) a 0,05% em
tampéao fosfato de potassio a 0,06M e pH 8,0, e observadas em microscépio de
fluorescéncia Olympus® BX51 com filtro de luz ultra violeta para verificar a deposicao de
calose durante o desenvolvimento dos micrésporos e microgametofitos (Eschrich &
Currier 1964).

A viabilidade polinica foi testada com DAB (3.3’ diaminobenzidina, Sigma
FastTM), que detecta a presenca de peroxidases no citoplasma (Dafni et al. 2005). Para
Miconia fallax foram utilizados nove e 17 individuos das populacées | e I,
respectivamente. Para M. pepericarpa, foram utilizados seis individuos de uma Unica
populacdo. Cerca de oito botdes florais em pré-antese de cada individuo foram
utilizados para a confecgdo das laminas. Cada lamina foi feita a partir das dez anteras
de um botao floral, e os cem primeiros graos de podlen de cada lamina foram
contabilizados e classificados como viaveis ou inviaveis.

Para o estudo cromossdmico, frutos maduros de M. fallax foram coletados a
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partir de cinco e seis individuos das populagdes | e Il, respectivamente. Células
mitoticas foram obtidas a partir de pontas de raizes emergidas de sementes recém
germinadas. As sementes selecionadas para germinacao foram deixadas por cerca de
trés minutos em solugéo de hipoclorito de s6dio a 10%, lavadas em agua destilada e
montadas em caixas plasticas Gerbox com o fundo recoberto com algodao e com papel
de filtro, ambos umedecidos com agua destilada. O experimento foi realizado em
camara de germinagdo com iluminacdo continua branca fluorescente e temperatura
constante de 28°C. A ponta das raizes foram pré-tratadas com solugdo de 8-
hidroxiquinoleina (8-HQ) a 0.002M a 14-15°C por 5 horas, posteriormente fixadas em
solucdo de Carnoy (etanol e acido acético, 3:1 v/v) e estocadas em freezer nesta
mesma solug¢do. Os meristemas radiculares pré-tratados foram mergulhados em HCI 5N
a temperatura ambiente por 20 minutos e lavados em agua destilada. Estes meristemas
foram esmagados em uma gota de acido acético 45%, entre lamina e laminula. As
laminas foram congeladas em nitrogénio liquido por cerca de cinco minutos e as
laminulas, removidas com o auxilio de uma lamina de aco. Ap6s a secagem, as laminas
foram coradas em solugdo de Giemsa 2% por aproximadamente 20 minutos e, em
seguida, lavadas em agua destilada para eliminar o excesso de corante. Depois de
secas, as laminas foram montadas com Entelan. Células mit6ticas bem condensadas e
espalhadas foram selecionadas e fotografadas em microscépio de luz Olympus® BX 51
com camera digital acoplada modelo DP71.

Algumas anteras de botdes florais em inicio de desenvolvimento de individuos da
populacédo | e Il de Miconia fallax foram esmagadas sobre lamina com solucédo de
carmim acético para analise das tétrades de micrésporos, que foram selecionadas e

fotografadas em microscépio de luz Olympus® BX 51 com camera digital acoplada
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modelo DP71

RESULTADOS

Os principais caracteres embriolégicos relacionados a antera e com valor
taxonémico observados em Miconia fallax e M. pepericarpa estao apresentados na
tabela 1, juntamente com informagdes obtidas para a familia Melastomataceae e a
ordem Myrtales. Nos quadros 1 e 2, o tamanho dos botdes florais foi relacionado as

principais caracteristicas encontradas em cada estadio de desenvolvimento da antera.

MORFOLOGIA DOS ESTRATOS PARIETAIS DA ANTERA

Miconia fallax e M. pepericarpa possuem dez e oito anteras, respectivamente
(Fig. 1A, 4A). As anteras sado bitecas, tetrasporangiadas (Fig. 1B-C, 4B, 5A) e
apresentam cristais (1C), provavelmente de oxalato de célcio, em células do filete e do
conectivo. Os dois microsporangios de cada teca sao separados por um septo formado
por células parenquimaticas que se degeneram momentos antes da antese, formando
um unico saco polinico em cada teca (1B, F, 4B, G).

Durante a microsporogénese, a parede das anteras é formada pelas seguintes
camadas: epiderme, endotécio, camada média e tapete (Fig. 1D-E, 2B-C, 4C-D, 5B-C).
Com o desenvolvimento da antera, camada média e tapete se degeneram, e apenas
epiderme e endotécio constituem o estrato parietal da antera madura (1F-G, 3J, 4G-H,
6C). Nas flores ja abertas, é possivel observar que o endotécio, principalmente préximo
ao apice da antera, também se degenera (1H).

A epiderme é recoberta, em ambas as espécies, por uma cuticula estriada (Fig.

4F,H). Em M. pepericarpa, logo apos a liberagdo dos micrésporos das tétrades, as
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células epidérmicas em contato com os sacos polinicos, armazenam uma grande
quantidade de compostos fendlicos, evidenciado pelo azul de toluidina e sulfato ferroso
(Fig. 4E-H).

O endotécio, localizado logo abaixo da epiderme, é formado por uma unica
camada de células, inicialmente delgadas e alongadas (Fig. 1D-E, 4C-D). Com o
desenvolvimento da antera e a degeneragdo da camada média e do tapete, as células
do endotécio se expandem, permanecendo assim até a pré-antese (Fig. 1F-G, 4G-H).
Nas duas espécies investigadas, as células do endotécio ndo apresentam paredes
espessadas e/ou lignificadas, mesmo depois da antera estar madura (Fig. 1G, 4H).

A camada média é, geralmente, unisseriada (Fig. 1D, 2B, 4C-D, 5B), mas
divisbes pontuais foram observadas em algumas regidées da antera, formando dois
estratos (Fig. 1E, 2C). A camada média comeca a degenerar quando as células-mae de
micrésporos estao no inicio da préfase meidtica. Nesta fase, as células do tapete e as
préprias células-mée de micrdsporos atingem seu tamanho maximo, empurrando a
camada média, que € esmagada (Fig. 1D-E, 4D).

O tapete é do tipo secretor, com células uninucleadas (Fig. 1E, 2C-D, 4C-D, 5C).
Quando as células-mae de microsporos entram em profase meibtica, as células do
tapete iniciam sua atividade sintética, tornando-se maiores, com citoplasma mais denso
e nucleo proeminente. Durante a liberagdo dos micrésporos, o tapete estd em inicio do
processo de degeneragao (Fig. 3D, 6A).

A membrana tapetal foi observada ao longo das paredes tangenciais internas
das células do tapete, onde se encontram depositadas uma grande quantidade de

orbiculos (corpusculos de Ubisch), que se coram de forma similar a exina do grao de
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pélen (Fig. 1G-H, 4H). A membrana tapetal é continua em toda a teca e se forma logo

apos a liberagéo dos microsporos, podendo ser observada ainda na antera madura.

MICROSPOROGENESE

As células esporogénicas (Fig. 2A, 5B) dividem-se e diferenciam-se em células-
mae de microsporos (CMMis), que apresentam citoplasma de aspecto denso, nucleo
proeminente e tamanho maior em comparagéao as células da parede da antera (Fig. 1D-
E, 2C-D, 4C-D, 5C-D). Pouco antes do inicio da meiose, ocorre a deposi¢cao de calose
nas células-mae de micrésporos, isolando-as das demais, exceto pela presenca dos
canais citomiticos (Fig. 2E-H, 5D-G).

A préfase | foi identificada devido ao espiralamento dos cromossomos (Fig. 2D,
5C-D). Na metafase |, € possivel observar os cromossomos alinhados no equador da
célula e as fibras do fuso (Fig. 2H-I). A presenca de cromossomos nos dois polos da
célula indica o final da anéafase | (Fig. 2J). O restabelecimento dos nucléolos e da
membrana nuclear identifica a teléfase | (Fig. 2k, 5F). Na metafase I, observam-se dois
conjuntos de cromossomos alinhados no equador da célula e as fibras do fuso (Fig. 2L).
Na anafase I, foi possivel distinguir a migracdo dos quatro conjuntos de cromossomos
para os pélos da célula (Fig. 2M). O final da teléfase Il foi identificado pela presenca dos
quatro nucleos reestruturados, indicando também o final da cariocinese (Fig. 2N, 5G). A
citocinese simultanea, com formacao das tétrades tetraédricas de micrésporos, ocorre
apdés a meiose Il (Fig. 20, 3A, 5H). Nas tétrades, também é possivel observar uma
camada de calose que envolve os micrésporos, que sao liberados logo apds a

degradacao desta camada (Fig. 2P, 51).
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Durante a meiose, verificou-se a presenga de canais citomiticos entre as CMMis
(Fig. 2G-H, 5D, F-G), que acarretam uma sincronia durante a meiose em um mesmo
microsporangio. Estes canais também foram vistos entre os micrésporos de uma
mesma tétrade (Fig. 3A). Observou-se que ha sincronia dentro de um mesmo
microsporangio e entre as tecas de uma mesma antera. Porém, diferentes anteras de
um mesmo botéo floral podem estar em diferentes estadios de desenvolvimento.

Os microsporos recém liberados possuem citoplasma de aspecto denso, nucleo
central proeminente e uma fina camada de exina corada em azul claro com azul de

toluidina (Fig. 3B, 5J).

MICROGAMETOGENESE

O inicio da microgametogénese é marcado pela formagéo de um grande vacuolo
no micrésporo recém liberado (Fig. 3C, 6A-B). Este processo faz com que o nucleo do
microsporo seja empurrado para a periferia da célula, onde ocorre uma mitose
assimétrica, formando as células, vegetativa, maior, e a generativa, menor, originando o
gréao de pdlen bicelular (Fig. 3E, 6D).

Em Miconia fallax, alguns micrésporos nao passam pelo processo de
vacuolagao, acarretando uma mitose simétrica (Fig. 3H-1). Neste caso, o grao de podlen
formado apresenta as células vegetativa e generativa muito semelhantes, sem qualquer
distincdo morfoldgica ou espacial entre elas.

O grao de podlen, antes da liberacdo da antera, € constituido pelas células
vegetativa e generativa. Enquanto a célula vegetativa ocupa grande parte do grao de
polen e tem ndcleo central, a célula generativa € menor, ocupa posicao periférica e tém

formato lenticular (Fig. 3E). A célula generativa adquire um formato campanular (Fig.
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3F, 6D) e projeta-se para dentro da célula vegetativa, sendo englobada, e assumindo
um formato esférico (3G). Em Miconia pepericarpa, pouco antes da antese, a célula
generativa passa a ter formato fusiforme (Fig. 6E-F); em M. fallax, essa célula
permanece com formato esférico até o momento da antese (Fig. 3G). Em ambas as
espécies, no momento da disperséo, os graos de polen séo bicelulares, sendo liberados
em moénades (Fig. 3J-K, 6E).

A formagédo de grdos de podlen invidveis ocorre em ambas as espécies, em
namero maior na apomitica, Miconia fallax (Fig. 3J-M, 6C ). Nesta espécie, na antera
madura, € possivel identificar graos de poélen com deposicao de exina e intina, mas
completamente vazios (Fig. 3L). Em alguns casos, mesmo quando o citoplasma e o
nucleo estdo presentes (Fig. 3K, M), os grdos de pdlen sdo menores, com citoplasma

menos denso e formato irregular, quando comparados aos graos viaveis.

VIABILIDADE POLINICA E PLOIDIA

A proporc¢ao de graos de pdlen viaveis e inviaveis (Fig. 7A-C) nas populacdes | e
Il de Miconia fallax foi semelhante. A média de graos de pdlen viaveis na populagao |
variou entre 16,8 (individuo 1) a 43,7% (individuo 2) (Fig. 8). A média da populacéao foi

de 29,1%.
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Figura 8. Porcentagem de grdos de pdlen viaveis estimados a partir de anteras de botdes em pré-antese
dos individuos da populacdo | de Miconia fallax (médiatdesvio padrdo). A coluna cinza representa a

média geral da populacao | (médiatdesvio padréo).
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Na populagéo I, a média de graos de pdlen viaveis foi de 29,2%, variando entre

10,4 (individuo 5) a 43,5% (individuo 3 ) (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentagem de grdos de pdlen viaveis estimados a partir de anteras de botdes em pré-antese

dos individuos da populagéo Il de Miconia fallax (médiatdesvio padrdo). A coluna cinza representa a

média geral da populacao Il (médiatdesvio padrao).

100

90

80

70

50

40

30

Porcentagem de graos de pélen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Individuos

Miconia pepericarpa apresentou graos de pdlen viaveis e inviaveis (Fig. 7D-F). A

média de podlen viadvel na populacdo de M. pepericarpa foi de 73,7%, variando entre

65,3 (individuo 4) a 85,7% (individuo 6) (Fig. 10).
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Figura 10. Porcentagem de grdos de pélen vidveis estimados a partir de anteras de botbes em pré-
antese dos individuos da populacdo de Miconia pepericarpa (médiatdesvio padrdo). A coluna cinza

representa a média geral da populagédo (médiatdesvio padrao).
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A diferenga observada na proporcao de grdos de pdlen vidveis entre a espécie
apomitica, Miconia fallax, e a espécie sexuada, M. pepericarpa € marcante (Fig. 11).
Estes resultados confirmam os dados obtidos a partir dos cortes anatémicos, que

indicaram uma proporg&o de graos de pdlen viaveis maior em M. pepericarpa.
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Figura 11. Box-Plots da porcentagem de graos de pélen viaveis estimados a partir de anteras de botdes
em pré-antese de Miconia fallax e M. pepericarpa. Retangulos delimitam 50% da observagao, tragcos

centrais representam a mediana e barras indicam a amplitude total da distribuicao.

100—]

a0

G0——

204

Porcentagem de grdos de pélen viaveis

1. fallax . pepericarpa

A estimativa do numero cromossémico foi determinada a partir da analise de
cerca de sete metafases em cada populagdo de Miconia fallax. O numero
cromossémico estimado foi de 2n= ca. 58-60 para a populacao | (Fig. 7G) e 2n= ca. 66-
68 (Fig. 7H) para a populagao Il, sendo a ultima possivelmente uma populacdo com
individuos tetraploides. Houve certa dificuldade na contagem cromossdémica devido
principalmente, ao grande numero de cromossomos e ao seu tamanho diminuto.
Entretanto, apesar de nao ser possivel reconhecer com exatiddo o numero
cromossémico de M. fallax, o trabalho possibilitou afirmar que a espécie € polipldide, o
que atende aos objetivos aqui propostos.

Além de tétrades normais (Fig. 7J), ou seja, com quatro micrésporos de tamanho
semelhante, tétrades com microndcleos (Fig. 71) foram observadas em ambas as

populacdées de Miconia fallax.
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DiscussAo

MORFOLOGIA DOS ESTRATOS PARIETAIS DA ANTERA

Anteras tetrasporangiadas, como observadas em Miconia fallax e M.
pepericarpa, constituem uma caracteristica comum em Melastomataceae (Tobe &
Raven 1983a, Medeiros & Morretes 1996, Medeiros & Roos 1996, Caetano 2007,
Cortez 2007), com excecado de algumas espécies dos géneros Chaetostoma DC. e
Microlicia D. Don, tribo Microlicieae Naudin, onde foram relatadas anteras
polisporangiadas (Baumgratz et al. 1996). Na ordem Myrtales, apesar de também ser
mais comum a presenca de anteras tetrasporangiadas (Tab.1) (Tobe & Raven 1983a),
em Olinia Thunb. (Oliniaceae) e em diversos membros de Onagraceae, existem
representantes com anteras polisporangiadas (Tab.1) (Tobe & Raven 1984a, 1986a).
Tanto em Melastomataceae como em Onagraceae, as anteras polisporangiadas
ocorrem devido a formacao de diversos septos dentro de cada teca (Tobe & Raven
1986a, Baumgratz et al. 1996).

Miconia fallax e M. pepericarpa exibem a epiderme intacta até na antera madura,
assim como outras espécies ja estudadas de Melastomataceae e grande parte dos
representantes da ordem Myrtales (Tab.1) (Tobe & Raven 1983a, Medeiros & Morretes
1996, Medeiros & Roos 1996, Caetano et al. em prep., Cortez 2007). Em ambas as
espécies descritas aqui e em membros de Miconia sect. Hypoxanthus (Rich. Ex DC.)
(Goldenberg et al. 2003), a epiderme é recoberta por uma cuticula estriada. Uma
caracteristica que deve ser ressaltada é a presenca de compostos fendlicos nas células
epidérmicas da antera de M. pepericarpa, assim como ocorre em espécies de

Brexiaceae, Cyrullaceae e Myristicaceae (Batygina 2002).
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A ocorréncia e a morfologia do endotécio geram controvérsias em
Melastomataceae. Em Miconia fallax e M. pepericarpa, o endotécio estd presente
mesmo na antera dos botdes em pré-antese. Estes resultados sédo similares aos dados
encontrados em diversas das espécies ja analisadas na familia (Medeiros & Morretes
1996, Medeiros & Ross 1996, Caetano et al. em prep., Cortez 2007). Entretanto, ha
também relatos da auséncia desta camada em anteras maduras em membros de
Melastomataceae, como em Oxyspora paniculata DC. (Subramanyam 1951). Clausing
& Renner (2001) caracterizaram morfologicamente as Melastomataceae (exceto a tribo
Kibessieae) pela auséncia de endotécio nas anteras maduras, relacionando esta
condicdo a deiscéncia poricida, encontrada na maioria de seus representantes. Devido
a sua grande variagdo, o carater presenca/auséncia de endotécio deve ser utilizado
com cautela, apenas a partir da avaliacdo de anteras antes da liberacdo do pélen, ja
que, como foi verificado neste trabalho, apds a sua deiscéncia, as anteras contatam o
ambiente externo, acarretando a desidratacao e, consequentemente, degeneragao das
células do endotécio.

Apesar da presenca do endotécio na antera madura de ambas as espécies
estudadas, as células desta camada ndo desenvolvem espessamentos parietais em
suas paredes. Na familia Melastomataceae, o desenvolvimento de paredes espessadas
nas células do endotécio também é uma caracteristica variavel (Tab.1). H& descricoes
de endotécio com paredes espessadas, como em Mouriria Juss. (Johri 1992), Sonerila
Roxb. (Subramanyam 1944) e Tococa Aubl. (Simao, comunicacdo pessoal) e sem
paredes espessadas, como em espécies de Miconia (Medeiros e Morretes 1996,
Caetano et al. em prep., Cortez 2007), Tibouchina cerastifolia Cogn. (Medeiros e Ross

1996), Melastoma malabathricum L. e Oxyspora paniculata (D. Don) DC.
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(Subramanyam 1948, 1951). Na ordem Myrtales, a presengca de anteras com
espessamentos fibrosos nas células do endotécio € uma condigdo presente em grande
parte dos grupos, com excecao de Melastomataceae, Alzateaceae, Crypteroniaceae e
Penaeaceae (Tab.1) (Tobe & Raven 1983a, 1984a, b, 1987b, c).

A auséncia de espessamentos na parede das células do endotécio tem sido
comumente associada a deiscéncia poricida das anteras (Maheshwari 1950).
Entretanto, sabe-se que diversas espécies de monocotiledéneas apresentam anteras
poricidas e endotécio com paredes espessadas (Gerenday & French 1988). Em
Melastomataceae, essa associagao também ndo deve ser aplicada, ja que apesar da
deiscéncia poricida que caracteriza grande parte dos representantes da familia, existem
espécies com e sem espessamentos de parede nas células do endotécio. Portanto,
mais trabalhos devem ser realizados a fim de se esclarecer a relagdo entre o
mecanismo de deiscéncia da antera e o desenvolvimento de espessamentos parietais
nas células do endotécio em representantes desta familia.

Miconia fallax e M. pepericarpa apresentam camada média unisseriada, assim
como varios membros de Melastomataceae (Tab.1). Entretanto, foram observadas
divisbes periclinais em algumas células deste tecido. Na familia Melastomataceae a
camada média diverge quanto ao numero de estratos e a sua persisténcia na antera
madura (Subramanyam 1942, 1951, Davis 1966, Medeiros e Morretes 1996, Medeiros e
Ross 1996, Caetano et al. em prep.), havendo relatos da presenca deste estrato
parietal pluriestratificado em M. malabathricum (Subramanyam 1948) e Rhynchanthera
grandiflora DC. (D.G. Simao, comunicagao pessoal).

O tapete de Miconia fallax e M. pepericarpa é do tipo secretor, constituido por

uma unica camada de células uninucleadas. O tapete secretor é uma das condicoes
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embriolégicas que definem a ordem Myrtales, estando presente em todos 0s seus
representantes ja analisados (Tab.1) (Tobe & Raven 1983a) e é o tipo predominante
dentre as eudicotiledéneas (Pacini et al. 1985). Por sua vez, as células uninucleadas do
tapete dos membros de Melastomataceae (Tab.1) (Tobe & Raven 1983a, Medeiros &
Ross 1996, Medeiros e Morretes 1996, Caetano 2007, Cortez 2007) representam uma
condicao exclusiva que distingue embriologicamente essa familia das demais da ordem
Myrtales, que apresenta quase que exclusivamente células tapetais multinucleadas
(Tab.1) (Tobe & Raven 1983a, 1987c).

O tapete é um tecido polifuncional e sua principal fungdo é suprir
nutricionalmente o desenvolvimento dos micrésporos e grdos de polen (Pacini et al.
1985, Batygina 2002). Adicionalmente, outras fung¢des sao atribuidas a este tecido,
como: 1) producao do fluido locular; 2) secre¢do da enzima calase, que ira dissolver a
parede de calose das tétrades e liberar os micrésporos; 3) produgdo de alguns
precursores da esporopolenina; 4) formacédo de orbiculos e da membrana tapetal; 5)
formacao do “pollenkitt”; 6) formagao do trifino; entre outros (Pacini 1990, Batygina
2002). Segundo Bhandari (1984), um delicado balango funcional e bioquimico entre o
tapete e as células-mae de micrésporos é necessario para a formagdo normal de
micrésporos e grédos de polen. Qualquer distarbio nessa harmonia resulta em
anormalidades e, consequentemente, inviabilidade polinica. Assim, alteracdes fisicas
ou funcionais nas células do tapete poderiam explicar a grande quantidade de graos de
pbélen anormais, e claramente invidveis encontrados na espécie apomitica Miconia
fallax. Entretanto as caracteristicas das células do tapete da espécie apomitica, quando

comparada a sexual, sdo muito similares, sendo que nao foi encontrado qualquer tipo
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de alteracdo deste tecido que pudesse explicar a formacgao de uma grande quantidade
de gréaos de pélen inviaveis.

A grande quantidade de orbiculos que reveste as paredes tangenciais internas
das células do tapete de Miconia fallax e M. pepericarpa é responsavel pela formacao
da membrana tapetal, que persiste até a maturidade da antera. E provavel que a
membrana tapetal isole os grédos de poélen formados, atuando como uma barreira
hidrofébica no léculo, facilitando a liberacdo do pélen (Pacini et al. 1985) Os orbiculos,
também conhecidos como corpusculos de Ubisch, ocorrem somente em espécies com
tapete do tipo secretor e tém composigcao similar a exina dos graos de pdlen (Huysmas
et al. 1998, Batigyna 2002). Existem varias hipéteses para explicar as funcdes dos
orbiculos, mas ainda ndo ha consenso na literatura (Huysmans et al. 1998). Alguns
autores acreditam que os orbiculos representam um mecanismo de transporte de
esporopolenina entre o tapete e os micrésporos em desenvolvimento, participando
assim ativamente da formacao da esporoderme (Pacini et al. 1985). Outros acreditam
que os orbiculos ndo tém uma funcéo especifica, e ndo sdo mais do que produtos do
metabolismo tapetal (Heslop-Harrison 1968). Estudos mais detalhados sao necessarios
para esclarecer a funcao dos orbiculos e da membrana tapetal ndo sé em

Melastomataceae, mas também em outros grupos de angiospermas.

MICROSPOROGENESE

A parede de calose observada ao redor das células-mae de micrésporos em
Miconia fallax e M. pepericarpa tem sido comumente relatada para as angiospermas,
embora muitos autores ndo apresentem testes para detecgdo deste polissacarideo. A

calose € composta por B-1,3-glucano, produzido pelas préprias células-mae de
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microsporos, e secretado entre a membrana plasmatica e a parede primaria destas
células (Heslop-Harrison 1968, Batygina 2002, Scott et al. 2004). Ela é responsavel por
promover o isolamento quimico e fisico dos micrésporos, agindo como um filtro
molecular entre as células esporogénicas e o restante do esporoéfito (Bhandari 1984,
Scott et al. 2004). Assim, a calose protege as células reprodutivas da desidratacéo e da
influéncia nutricional e hormonal do tecido adjacente (Bhandari 1984). Além disso,
acredita-se que os produtos da degradacdo da calose podem servir como fonte de
glicose para o desenvolvimento da primexina e ainda, a propria calose pode atuar como
molde, determinando o futuro padrdo de escultura da exina (Bhandari 1984, Batygina
2002).

Canais citomiticos sdo ampliagbes de plasmodesmos com até 0,5 um de
diametro (Scott et al. 2004) e ocorrem entre as células-mae de micrésporos de Miconia
fallax e M. pepericarpa. Estes canais possibilitam a passagem de componentes
citoplasmaticos e até organelas de uma célula para outra (Heslop-Harrison, 1966),
sendo provavelmente responsaveis por manter a sincronia durante a meiose dentro do
mesmo microsporangio nas espécies estudadas de Miconia, embora esta sincronia nao
tenha sido observada também entre as anteras de uma mesma flor.

A citocinese nas espécies estudadas de Miconia € simultanea, ou seja, ndo ha
formacao imediata de parede ap6s a primeira divisdo da meiose, sendo que O
isolamento dos nucleos dos micrésporos ocorre simultaneamente, ao final da meiose |l.
A citocinese simultanea ocorre em 186 familias, das quais 176 sdo eudicotileddneas
(Davis 1966), e nos representantes ja estudados de Myrtales (Tab.1) (Tobe & Raven
1983a). As tétrades formadas em M. fallax e M. pepericarpa sao tetraédricas, o tipo

mais freqlente de organizacdo encontrado em eudicotiledéneas (Mariath et al. 2006).
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Em Myrtales, apesar de tétrades tetraédricas serem mais comuns (Tobe & Raven
1983a, Tobe & Raven 1990), ha também descricbes de tétrades com formato

decussado e isobilateral (Tab.1) (Tobe & Raven 1984a, b, ¢, 1986b, 19874, b, c).

MICROGAMETOGENESE

Grande parte dos micrésporos analisados de M. fallax e M. pepericarpa passam
pelo processo de vacuolagéo, que leva ao aumento do seu tamanho e a uma mitose
assimétrica, com formacao das células generativa e vegetativa, sendo que a primeira é
maior € ocupa posi¢do central no grao de pdlen. A posicao parietal do nucleo do
microsporo resulta na formacdo de duas células morfologicamente e fisiologicamente
distintas: a célula vegetativa e a generativa (Batygina 2002). Esse padrdao assimétrico
da primeira divisdo mitética € essencial para a funcionalidade do grdo de podlen
(Rodrigues et al. 2004) e pode ser considerado um padrdao em angiospermas (Batygina
2002).

Entretanto, alguns micrésporos da espécie apomitica Miconia fallax parecem nao
sofrer vacuolagao, o que resulta em uma mitose simétrica e um grao de polen com duas
células idénticas. Essa alteracado € muito semelhante a que ocorre nas primeiras etapas
de uma das rotas conhecidas de androgénese (Oliveira et al. 2001, Kaltchuk-Santos et
al. 1997). A androgénese é o fenébmeno no qual um grao de pdlen € capaz de alterar
sua rota de desenvolvimento e originar um esporofito hapléide (Raghavan 1987).
Sugere-se que a mitose simétrica seria um sinal reconhecido pela célula para reativar o
programa esporofitico (Grando & Moraes-Fernandes 1994). Espécies com esse tipo de
alteracao na via gametofitica do desenvolvimento dos gréaos de polen tém a capacidade

de producao de plantas hapléides e homozigotas, importantes em estudos genéticos e
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de melhoramento vegetal, que sdo essenciais em programas de desenvolvimento
agricola (Kaltchuk-Santos et al. 1997, Rodrigues et al. 2004). A androgénese foi
verificada in vitro em espécies de diversas familias, como em Datura L. (Guha &
Maheshwari 1964), Nicotiana tabacum L. (Rashid & Street 1974), Brassica napus L. e
B. carinata A. Braun (Chuong & Beversdorf 1985), entre outras. In vivo, esse processo
foi acompanhado no clone CP76 de Anacardium occidentale L. (Oliveira et al. 2001) e
em Cupressus dupreziana A. Camus (McKone & Halpern 2003). Segundo Nogler
(1984), a androgénese, in vivo, pode ocorrer em espécies sexuais e apomiticas, como
em Coix lacryma-jobi L.

A morfologia da célula generativa de Miconia fallax (formato esférico) e M.
pepericarpa (formato fusiforme), durante a maturagcdo do grdo de podlen, é bastante
contrastante. De forma geral, o formato da célula generativa varia de lenticular, no inicio
do desenvolvimento, passando por esférico ou radialmente alongado, e frequentemente
tornando-se fusiforme ou eliptico (Batygina 2002). Maheshwari (1950) destaca que
existe uma consideravel variagdo no formato da célula generativa. Outras espécies
apomiticas de Miconia também exibem diferencas no formato da célula generativa
(Cortez, comunicacdo pessoal). Entretanto, essa diferenca encontrada entre as
espécies do género possivelmente ndo esta relacionada ao sistema reprodutivo das
mesmas, sendo um carater especifico.

No momento da dispersdo, os graos de pdlen das espécies estudadas
encontram-se no estadio bicelular, assim como em 70% das 2.000 espécies
amostradas de mono e eudicotiledéneas (Brewbaker 1967). Apesar de alguns trabalhos
mais antigos apontarem a presenca de graos de podlen maduros tricelulares em

Melastomataceae (Subramanyan 1951, Tobe & Raven 1983a), uma revisao feita por
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Tobe & Raven (1984a), somada a dados mais recentes (Medeiros & Morretes 1996,
Medeiros & Ross 1996, Caetano et al. em prep., Cortez 2007) indicam graos de pdlen
bicelulares quando dispersos, condicdo compartilhada com toda a ordem Myrtales
(Tab.1) (Tobe & Raven 1983a). A divisdo da célula generativa em células espermaticas
pode ocorrer ainda dentro da antera, sendo o grdo de polen liberado no estadio
tricelular, como observado em espécies de Compositae, Cruciferae e Poaceae. Porém
€ mais comum o grao de polen ser liberado no estadio bicelular, e a divisdo da célula
generativa ocorrer pouco depois do tubo polinico germinar na superficie estigmatica

(Knox 1984).

VIABILIDADE POLINICA E PLOIDIA

A espécie apomitica Miconia fallax produz uma grande quantidade de graos de
pblen invidveis ao final do processo de gametogénese, facilmente identificados nos
cortes anatdmicos e contabilizados pelo teste de viabilidade polinica com
diaminobenzidina (DAB).

Avaliar a viabilidade polinica utilizando métodos de coloragdo pode superestimar
os dados, j& que os corantes apenas detectam a presenca de citoplasma no gréo de
pblen, podendo corar também graos inviaveis (Dafni & Firmage 2000). O teste com
DAB detecta atividade enzimatica, e € um procedimento relativamente rapido e facil,
sendo por isso adotado neste estudo.

A viabilidade polinica de Miconia fallax e M. pepericarpa ja havia sido realizada
por Goldenberg & Shepherd (1998), utilizando o teste com carmim acético. A média de
graos de pdlen viaveis determinada por estes autores foi de 39,5% para M. fallax e

59,8% para M. pepericarpa. O valor descrito por estes autores para a espécie apomitica
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M. fallax é proximo ao valor encontrado nas duas populacdes estudadas neste trabalho
(29,11 e 29,18%), confirmando que a espécie realmente apresenta algum tipo de
alteracdo que leva a formacao de uma grande proporcao de graos de pdlen inviaveis,
inclusive em diferentes anos e em distintas populagcées. Apesar de a diferenca ser
pequena em relacdo aos resultados obtidos neste estudo, a maior porcentagem de
graos viaveis encontrada por Goldenberg & Shepherd (1998) para M. fallax
provavelmente se deve ao método utilizado por estes autores, o de coloracao, que pode
ter superestimado os dados.

Para Miconia pepericarpa, os resultados deste estudo revelam uma proporcéo
maior de graos de polen viaveis produzidos (73,73%) quando comparado ao percentual
anteriormente descrito (59,8%) (Goldenberg & Shepherd 1998). A viabilidade polinica
pode ser influenciada por diversos fatores, ambientais ou da propria planta, como: o
suprimento de nitrogénio, a umidade, a temperatura e horério da antese, as condigdes
durante a microsporogénese, a variabilidade genética interespecifica, 0 metabolismo do
pélen, entre outros, (Dafni & Firmage 2000). Todos os fatores citados, principalmente os
ambientais, contribuem para diferentes proporcbes de grdaos de pdlen vidveis
produzidos em uma determinada populag¢do ao longo dos anos, o que poderia explicar
a diferenca encontrada nos dados de viabilidade polinica de M. pepericarpa obtidos por
Goldenberg & Shepherd (1998) e os deste estudo.

Diversas espécies apomiticas de Melastomataceae ja foram analisadas quanto a
viabilidade polinica, sendo que os valores podem variar de proximos a 0%, como em
Miconia albicans (Sw.) Steud. e Miconia pohliana Cogn., até 38%, como em Leandra
lacunosa Cogn. e Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC. (Goldenberg & Shepherd 1998). Ja

nas espécies sexuadas, a porcentagem de polen fértil é maior: 58% em Miconia

61



langsdorffii Cogn. (Goldenberg & Shepherd 1998), 82% em Miconia minutiflora (DC.)
Naudin (Goldenberg & Shepherd 1998) e 94,6% em Miconia angelana R. Romero & R.
Goldenberg (Santos 2008), entre outros. Goldenberg & Shepherd (1998) sugerem que,
em Melastomataceae, os baixos niveis de viabilidade polinica estdo relacionados a
apomixia. Entretanto, a grande variagédo intra-especifica e a quantidade relativamente
baixa de gréos de pdlen viaveis em alguns individuos de espécies sexuadas, mostram
que generalizacbes devem ser evitadas, ja que o ambiente também pode influenciar
nesta caracteristica (Goldenberg 2000b).

Os resultados indicaram que Miconia fallax € uma espécie poliploide, ou seja,
apresenta mais de dois genomas no nucleo de suas células (Grant 1981). A apomixia é
frequentemente associada a poliploidia (Asker & Jerling 1992, Carman 1997). Na tribo
Miconieae, algumas espécies apomiticas ja foram reconhecidas como polipldides, entre
elas: Maieta poeppigii Mart. ex Cogn., com 2n=46 (Solt & Wurdack 1980), Miconia
rubiginosa (Bonpl.) DC., com 2n=50 (Solt & Wurdack 1980), Miconia stenostachya DC.,
com n=26 (Goldenberg & Shepherd 1998), entre outras. As espécies polipldides,
principalmente aquelas de origem hibrida, podem apresentar viabilidade polinica baixa,
pois, frequentemente, a combinacdo de dois genomas em um hibrido interespecifico
resulta em anormalidades meiéticas (Nijs & Menken 1996, Risso-Pascotto et al. 2006).

A formacgao de tétrades com micronucleos indica que a grande proporcdo de
graos de pélen invidveis em Miconia fallax pode ser explicada pela ocorréncia de
irregularidades meiéticas. Segundo Batygina (2002), espécies apomiticas apresentam
variados graus de alteracées durante o pareamento dos cromossomos homdélogos.
Goldenberg & Shepherd (1998) descrevem a presenca de cromossomos retardatarios

na anafase |, além de pontes cromossdmicas durante a anafase Il na espécie apomitica
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Miconia stenostachia, que apresenta cerca de 12,5% de graos de pdlen viaveis. Em
Clidemia bullosa DC. e Clidemia capitellata (Bonpl.), espécies pertencentes a tribo
Miconieae, os autores também relatam alteragdes durante a meiose, como a presenca
de cromossomos retardatarios na anafase | e tétrades com micronucleos que,
consequentemente, levam a uma alta inviabilidade polinica nestas espécies (Melo et al.
1999).

Assim, os resultados obtidos a partir deste trabalho possibilitaram identificar que
em Miconia fallax a apomixia esta associada a inviabilidade polinica, que por sua vez,
provavelmente esta relacionada a poliploidia. Apesar disso, M. fallax ainda preserva os
mecanismos que levam a formacao de graos de pdlen viaveis, mesmo que em menor

proporgcao que na especie sexuada M. pepericarpa.
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Tabela 1. Dados embriolégicos referentes a parede da antera, microsporogénese e
microgametogénese. Comparacao dos resultados obtidos para as espécies Miconia fallax e M.
pepericarpa com resultados ja descritos para outras espécies da familia Melastomataceae e da
ordem Mvrtales.

M. fallax e

. Melastomataceae Myrtales
M. pepericarpa y
Numero de esporangios 4 4 ou mais' 4 ou mais®
Epiderme Persistente Persistente Persistente/efémera
(persistente ou nao?)
Endotécio espesigmentos Geralmente sen; Com ou sem 4
R espessamentos espessamentos
parietais P P
Camada média Efémera Geralmente efémera® Efémera
Glandular
Tapete Glandular Glandular Dois ou mais nucleos
Uninucleado Uninucleado (raramente6
uninucleado®
Citocinese Simultanea Simultanea Simultanea
Tetraédrica,
Formato da tétrade Tetraédrica Tetraédrica Isobilateral ou
decussada
ra blen n , . .
Grao de polen no Bicelular Bicelular Bicelular

momento da dispersao

Polisporangiada em Chaetostoma e Microlicia (Tribo Microlicieae);
Polisporangiada em Olinia (Oliniaceae) e diversos géneros de Onagraceae;

Endotécio com espessamentos parietais em Mouriria, Sonerila e Tococa;

Endotécio sem espessamentos parietais na familia Alzateaceae, Crypteroniaceae e nos
géneros Olinia, Penaea e Rhynchocalyx (Penaeaceae);

5) Excecdo em Melastoma malabathricum;

6) Uninucleado em Eucalyptus (Myrtaceae) e Dactylocladus stenostachys (Crypteroniaceae).

L=

o
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Quadro 1. Relagao entre as fases dos botdes florais, determinadas pelo comprimento dos mesmos em
milimetros, e as caracteristicas marcantes em cada estadio de desenvolvimento das anteras em Miconia
fallax.

Caracteristicas marcantes em cada

Fase dos botoes estadio de desenvolvimento das anteras

Botdo 1: 1,0 2 2,0: mm

Camadas parietais j& definidas:
epiderme, endotécio, camada média
e tapete - pouco diferenciado.
Presenca de tecido esporogénico.

Botdo 2: 2,0 a 3,0 mm

Epiderme, endotécio, camada média,
em inicio de degeneracao e células
tapetais uninucleadas bem
diferenciadas. Células-mae  de
microsporos se diferenciando e em
inicio de préfase meiobtica.

Botao 3: 3,0 2 3,5 mm

Camadas parietais da antera:
semelhante ao estaddio anterior.
Células-mae de micrésporos durante
a divisdo meibtica. Tétrades de
micrésporos.

Botdo 4: 3,5 a 4,0 mm

Epiderme e endotécio integros.
Camada média obliterada e tapete
em processo de degeneragéo.
Microsporos livres, em processo de
vacuolagéo. Formagéo da membrana
tapetal.

Botao 5: 4,0 a 5,0 mm

Epiderme e endotécio intactos.
Tapete quase totalmente
degenerado. Primeira divisao

mitética: formagao do grdo de polen
bicelular com célula generativa
parietal. Célula generativa
projetando-se para dentro da célula
vegetativa.

Pré-antese: 5,0 4 6,0 mm

Parede da antera formada apenas
por epiderme e endotécio de paredes
celulares ndo espessadas. Gréaos de
pdélen maduros e viaveis constituidos
por célula vegetativa e célula
generativa de formato esférico.
Presenca da membrana tapetal.

SO
Pl

X
L ]

Flor r ; ~ . T
or aberta bicelular. Graos de pélen invidveis | &
marcadamente distintos dos grdos | ¢
viaveis. ) .

Epiderme integra. Endotécio em
degeneracado (desidratacdo). Graos
de polen dispersos no estadio
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Quadro 2. Relacao entre as fases dos botdes florais, determinadas pelo comprimento dos mesmos em
milimetros, e as caracteristicas marcantes em cada estadio de desenvolvimento das anteras em Miconia
pepericarpa.

Caracteristicas marcantes em cada

F 0 Y - .
ase dos botoes estadio de desenvolvimento das anteras

Formagdo das quatro camadas
parietais:  epiderme,  endotécio,
camada média e tapete. Presenca de
tecido esporogénico.

Botdo 1: < 0,5 mm

Epiderme, endotécio, camada média,
em inicio de degeneracao, e células
tapetais uninucleadas bem
diferenciadas. Células-mae de
micrésporos se diferenciando e em
inicio de préfase meiobtica.

Botdo 2: 0,5a 1,0 mm

Camadas parietais da antera:
semelhantes ao estadio anterior.
Botdo 3:1,0a 1,5 mm Células-mae de microsporos em
divisio meidtica. Tétrades de
micrésporos.

Epiderme, endotécio, camada média
obliterada e tapete em processo de
Botdo 4: 1,54 2,0 mm degeneragdo. Micrdsporos livres, em
processo de vacuolagdo. Formacgéo
da membrana tapetal.

Epiderme e endotécio integros.
Tapete degenerado. Primeira divisdo
mitética: formagao do grdao de pdlen
Botdo 5:2,0 4 3,0 mm bicelular com célula generativa
parietal. Célula generativa assume
formato  fusiforme. Membrana
tapetal.

Parede da antera formada apenas
por epiderme e endotécio de paredes
celulares nao espessadas. Grao de
Pré-antese: 3,0 a 4,0 mm | pélen maduro, constituido por célula

vegetativa e célula generativa de \: gt
formato fusiforme. Membrana S A
tapetal. R

Epiderme integra. Endotécio em
degeneragdo (desidratacdo). Graos
de polen dispersos no estadio )
bicelular. Alguns poucos graos
inviaveis, em comparagcédo a Miconia
fallax.

Flor aberta
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FIGURAS



Figura 1. Miconia fallax. A: Corte transversal do botdo floral em pré-antese,
evidenciando as dez anteras e estilete. B: Vista geral de uma antera de botdo em pre-
antese com duas tecas e quatro microsporangios bem definidos. C: Detalhe do
conectivo da antera em luz polarizada, evidenciando o feixe vascular central e a
presenca de um cristal (seta). D-E: Estratos parietais completos e camada média
formada por duas camadas em alguns locais (*). F: Detalhe de uma das tecas da
antera em pré-antese, com septo interesporangial em degeneracdo (*). G, H: Parede
da antera de botdo em pré-antese (G) e flor aberta (H), sendo possivel visualizar a
presenca de graos de pdélen anormais (A) juntamente com graos de pdlen bem
desenvolvidos. Observa-se também a presenca dos orbiculos (seta). CM: camada
média; CMMis: célula-mae de micrésporos; En: endotécio; Ep: epiderme; Est: estilete;

FV: feixe vascular; GP: grao de pélen; T: tapete.
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Figura 2. Miconia fallax. A-B: Botao 1. A. vista geral de uma das tecas com os dois
microsporangios ja bem delimitados e tecido esporogénico. B: Detalhe de um dos
microsporangios com estratos parietais ja formados e células esporogénicas grandes
de citoplasma bastante denso. C-G: Botao 2. C: Regido com estratos parietais ja bem
diferenciados e células-mae de megasporos com deposi¢ao de calose. D: Células-mae
de micrésporos em préfase 1, sendo possivel visualizar a condensacdo dos
cromossomos (seta). E: Reagdo com azul de anilina sob microscépio de fluorescéncia,
indicando a presenca de calose ao redor das células-mae de micrésporos. F: Detalhe
de E, evidenciando uma célula-mae de micrésporos. G: Células-mae de micrésporos
interligadas pelos canais citomiticos (seta). H-P: Botao 3. Meiose das células-méae de
microsporos: H: Células-mae de micrdésporos em metéafase |, interligadas pelos canais
citomiticos. I: Metafase I. J: Anafase |. K: Tel6fase |. L: Metafase Il. M: Anafase Il. N:
Tel6fase Il. O: Tétrade de micrésporos, formada apds citocinese simultanea. P: Reacao
com azul de anilina sob microscépio de fluorescéncia evidenciando calose ao redor dos
microsporos da tétrade. CE: célula esporogénica; CM: camada média; CMMis: célula-
mae de micrésporos. En: endotécio; Ep: epiderme; T: tapete; TMis: tétrade de

microsporos.
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Figura 3. Miconia fallax. A: Botao 3. Tétrade de micrésporos com canais citomiticos
indicados pelas setas. B-D: Botao 4. B: Micrdésporo nao vacuolado. C: Micrésporo
vacuolado com nucleo periférico. D: Vista geral de um dos microsporangios com
micrésporos em processo de vacuolacao, camada média quase totalmente degenerada
(*), tapete em processo de degeneracdo e membrana tapetal formada (setas). E-F:
Botao 5. E: Grao de pdélen com célula generativa parietal. F: Célula generativa
projetando-se para dentro da célula vegetativa. G-M: Botao em pré-antese. G: Grao
de pdélen maduro com célula generativa esférica, ocupando posi¢do central, imersa no
citoplasma da célula vegetativa. H, I: Mitose simétrica do micrésporo (setas), com
formacao de um grdo de poélen com duas células idénticas. J: Vista geral da antera
madura, observar a grande quantidade de grdos de pdlen inviaveis. K, L: Graos de
pdlen viaveis, maiores e com citoplasma denso, ao lado de gréos inviaveis. M: Detalhe
de dois graos de pdlen inviaveis, com forma bastante irregular e citoplasma pouco
corado em relacdo aos graos de pdlen viaveis. CG: célula generativa; CV: célula

vegetativa; En: endotécio; Ep: epiderme; Mi: micrésporo; T: tapete.
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Figura 4. Miconia pepericarpa. A: Corte transversal do botdo floral em pré-antese,
evidenciando as oito anteras. B: Vista geral de uma das anteras madura, biteca e
tetrasporangiada, com septos interesporangiais em degeneragao (setas). C-D: Botao 2.
Detalhe da parede da antera totalmente formada, no estadio de diferenciacdo das
células-mae de microsporos. E: Material obtido a partir da fixagcdo em sulfato ferroso em
formalina, evidenciando a presenca de compostos fendlicos nas células epidérmicas da
antera. F: Reacdo com Sudan, evidenciando a cuticula estriada. G: Detalhe de uma
teca com septo interesporangial totalmente degenerado (seta), formando um unico
l6culo em cada teca na antera madura. H: Antera madura, com presenca de dois
estratos parietais, epiderme e endotécio, e orbiculos aderidos a parede da antera
(setas), formando a membrana tapetal. CMMis: células-mae de micrésporos; CM:

camada média; En: endotécio; Ep: epiderme; GP: gréo de pdlen; T: tapete.
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Figura 5. Miconia pepericarpa. A-B: Botao 1. A: Antera em inicio de desenvolvimento,
com o0s quatro microsporangios ja delimitados, camadas parietais formadas e tecido
esporogénico em proliferacdo. B: Detalhe de A, evidenciando os estratos parietais da
antera e as células esporogénicas. C-E: Botao 2. C: Microsporangio com estratos
parietais bem diferenciados e células-mae de micrésporos em préfase |, com
cromossomos condensando. D: Detalhe das células-mae de micrésporos envoltas por
calose. E: Reacao com azul de anilina sob microscépio de fluorescéncia, evidenciando
a presenca de calose ao redor das células-mae de micrésporos em profase meibtica. F-
I: Botao 3. F: Células-mae de micrésporos durante a meiose, interligadas pelos canais
citomiticos (setas). G: Final da cariocinese (*) e canais citomiticos indicados pela
seta. H: Tétrades tetraédricas de micrésporos, envoltas por calose. |I: Reagdo com azul
de anilina sob microscépio de fluorescéncia, evidenciando a presenca de calose ao
redor da tétrade de micrésporos. J: Botao 4. Micrésporo nao vacuolado. CE: célula
esporogénica; CMMis: célula-mae de microsporos; En: endotécio; Ep: epiderme; Mi:

microsporo; T: tapete; Tmis: tétrade de micrésporos.
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Figura 6. Miconia pepericarpa. A-B: Botao 4. A. Aspecto geral da antera com
micrésporos vacuolados. B: Detalhe de um micrésporo vacuolado com nucleo
periférico. C: Antera madura: é possivel observar a grande quantidade de graos de
pblen viaveis e poucos graos inviaveis (seta). D: Botao 5. Grao de pélen com célula
generativa parietal. E-F: Pré-antese. E. Grao de poélen maduro, com célula generativa
com formato fusiforme e ocupando posicao central, imersa no citoplasma da célula
vegetativa. F: Grdo de pdlen com célula generativa em evidéncia. CG: célula

generativa; CV: célula vegetativa; En: endotécio; Ep: epiderme.
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Figura 7. A-C: Miconia fallax. A: Grao de polen viavel. B: Gréo de poélen inviavel. C:
Dois graos de pélen inviaveis e um viavel. D-F: Miconia pepericarpa. D: Grao de pdlen
vidvel. E: Grdo de pdlen inviavel. F: Grao viavel e inviavel. G-H: Miconia fallax —
Metafases mitdticas. G: Célula com 2n= ca. 68, populagéo I. H: Célula com 2n= ca. 60,
populacéo Il. I-J: Miconia fallax. Tétrades de micrésporos. I: Tétrade de microsporos

com micronucleos. J: Tétrade de micrésporos “normal”.
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CAPITULO 2



CAPITULO 2. MEGASPOROGENESE, MEGAGAMETOGENESE E POLIEMBRIONIA EM UMA ESPECIE
APOMITICA E OUTRA SEXUADA DE MicoNIA RuiZ & PAVON, MELASTOMATACEAE

Resumo

Na familia Melastomataceae, o género Miconia destaca-se pela grande porcentagem de
espécies apomiticas. Entretanto, poucos estudos avaliaram os eventos ocorrentes nos
ovulos destas espécies. O objetivo do presente trabalho é avaliar a megasporogénese e
a megagametogénese em uma espécie apomitica, Miconia fallax, e outra sexuada, M.
pepericarpa, buscando as principais modificagcdes embrioldgicas que estdo associadas
a apomixia. Busca-se identificar a origem do embrido apomitico; analisar se 0 processo
sexuado ocorre simultaneamente nestes Gvulos e associar a apomixia a outros eventos,
como a poliembrionia. Botdes florais em varios estadios de desenvolvimento, flores e
frutos foram coletados e processados para microscopia de luz. Sementes foram
germinadas para verificar a ocorréncia de poliembrionia. Em M. fallax e M. pepericarpa,
0s eventos de megasporogénese e megagametogénese que culminam na formacao de
sacos embrionarios sexuados sdo muito similares e corroboram os dados ja descritos
para outras espécies da familia. Entretanto, na espécie apomitica, logo no inicio da
megasporogénese, células do nucelo se diferenciam em células iniciais aposporicas,
levando a formacao de sacos embrionarios apospéricos, onde os embrides apomiticos
desenvolvem-se. Estes sacos embrionarios podem ocorrer simultaneamente ao
sexuado em um mesmo évulo, levando a poliembrionia, que também pode ser causada
pela formacdo de embrides adventicios. Os experimentos de germinagcdo confirmam
que M. fallax é poliembribnica, podendo formar até quatro embribes em uma mesma
semente. Além dos eventos relacionados a formacao do embrido apomitico, a espécie
preserva ainda os mecanismos sexuados de formacdao do saco embrionario. Estes
resultados, associados ao fato da espécie produzir graos de pdlen viaveis, permitem
concluir que a mesma é possivelmente uma apomitica facultativa, ja que preserva os
eventos necessarios para se reproduzir sexuadamente.

Palavras-chave: Apomixia, Melastomataceae, @ Miconia,  megasporogénese,

megagametogénese, aposporia, embrionia adventicia, poliembrionia.
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INTRODUCAO

A familia Melastomataceae Juss., com cerca de 4.500 espécies e 166 géneros,
esta presente em praticamente todas as formagdes vegetacionais no Brasil, sendo uma
das familias mais representativas de angiospermas no pais (Clausing & Renner 2001,
Romero & Martins 2002, Goldenberg et al. 2008). Um quarto das espécies desta familia
pertencem ao género Miconia Ruiz & Pavéon, com cerca de 1056 espécies, que ocorrem
desde o sul do México e Caribe até o Uruguai e norte da Argentina (Goldenberg 2000).

O género Miconia vem ganhando destaque devido a grande quantidade de
espécies apomiticas, que representam mais da metade das espécies com o sistema
reprodutivo estudado neste género (Renner 1984, 1989, Borges 1991, Goldenberg &
Shepherd 1998, Sousa-Silva 2000, Goldenberg & Varassin 2001, Santos 2003,
Fracasso & Sazima 2004).

A apomixia € definida como um processo de reproducao assexuada por meio de
sementes, com o0 desenvolvimento de um embrido viavel a partir de tecidos do 6vulo
(Bicknell & Koltunow 2004, Koltunow & Grossniklaus 2003). A apomixia, de acordo com
a origem do embrido, pode ser dividida em dois tipos: o tipo esporofitico ou embrionia
adventicia, e o tipo gametofitico, que é subdividido em aposporia e diplosporia. No
mecanismo esporofitico, 0 embrido desenvolve-se diretamente de células somaticas do
ovulo, geralmente do nucelo e, menos frequentemente, dos tegumentos (Asker &
Jerling 1992, Ozias-Akins 2006). No processo gametofitico, o embrido apomitico
desenvolve-se a partir da oosfera de um saco embrionario nao reduzido, ou seja, um
saco embrionario cujas células apresentam nimero cromossémico somatico (Asker &
Jerling 1992, Whitton et al. 2008). Dependendo da origem do saco embrionario nao

reduzido, a apomixia gametofitica é subdividida em diplosporia, se o saco embrionario
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deriva-se da célula-m&e de megasporos por supressdo da meiose ou meiose
incompleta, e em aposporia, se ele origina-se por divisbes mitdticas de alguma célula
do nucelo (Asker & Jerling 1992, Whitton et al. 2008).

A embrionia adventicia e a aposporia podem ser acompanhadas pelo fenébmeno
da poliembrionia, ou seja, pela ocorréncia de mais de um embrido em uma mesma
semente (Maheshwari 1950, Lakshmanan & Ambegaokar 1984). No caso da embrionia
adventicia, € muito comum que mais de uma célula somatica do 6vulo se desenvolva e
dé origem a varios embrides (Naumova 1993, Batygina & Vinogradova 2007). Exemplos
sao citados em espécies de Pachira oleagina Decne., Hosta coerulea Tratt., Euphorbia
dulcis L., em variedades de Citrus L. e Manga, entre outros (Naumova 1993). Além
disso, como a embrionia adventicia e a aposporia ndao excluem a possibilidade da
formacao de um saco embriondrio sexuado, € possivel que o(s) embrido(des)
apomitico(s), apospérico ou adventicio, ocorra(m) juntamente com o embrido zigbtico
em um mesmo Ovulo, levando a poliembrionia (Asker & Jerling 1992, Batygina &
Vinogradova 2007). Embrides zigbticos e adventicios sao reportados em Spathiphyllum
patinii (R. Hogg) N.E. Br., Ruta L. e em espécies de Citrus L. (Naumova 1993).

Em Melastomataceae, existem poucos trabalhos que abordam o tipo de
mecanismo apomitico ocorrente na familia (Borges 1991, Caetano et al. em prep.,
Cortez 2007). Pouco se sabe também se este processo estd ou nao relacionado a
outros eventos, como a poliembrionia. Em geral, os estudos com espécies apomiticas
concentram-se principalmente em representantes de Poaceae e Asteraceae,
geralmente em espécies herbaceas de clima temperado (Bicknell & Koltunow 2004).
Assim, a familia Melastomataceae e, em particular, a tribo Miconieae, representa uma

oportunidade de estudo da apomixia em um novo cenario: com representantes naturais
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de habitos diversos, principalmente arbustos e arvores de clima tropical.

Os estudos embriolégicos envolvendo a megasporogénese, megagametogénese
e embriogénese sdo de importancia fundamental para avaliar o processo apomitico.
Dados dessa natureza permitem além de classificar o tipo de apomixia que ocorre em
determinada espécie, avaliar se este mecanismo pode ou ndo ocorrer em paralelo com
a reproducdo sexuada, respondendo a questdes fundamentais acerca da biologia
reprodutiva da planta. Além disso, estes dados possibilitam relacionar ou nédo a
apomixia a determinados eventos, como a poliembrionia.

O objetivo do presente trabalho foi analisar a megasporogénese e a
megagametogénese em duas espécies de Miconia, Melastomataceae, com sistemas
reprodutivos distintos: Miconia fallax DC., espécie apomitica, e Miconia pepericarpa
Mart. ex DC., espécie sexuada. Buscou-se identificar as principais alteracoes
estruturais ocorrentes nestes dois processos e que estdo associadas a apomixia. Além
disso, o trabalho tem a finalidade de verificar se a espécie apomitica é poliembridnica,

investigando se este fendbmeno esta ou n&o relacionado a apomixia.

MATERIAL E METODOS

As coletas de botdes florais, flores e frutos de Miconia fallax e M. pepericarpa
foram realizadas em fragmentos de cerrado no municipio de ltirapina (22°15’ S e 47°49’
W), estado de Sao Paulo, Brasil. Duas populacées foram utilizadas para a coleta do
material biologico de M. fallax: Grauna (Populagéo 1) e Valério (Populagéo Il). Ja M.
pepericarpa foi coletada em um unico local, denominado Pedregulho.

As exsicatas foram depositadas de maneira convencional no Herbario UEC -

Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
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Campinas, sob os numeros 150450 e 150451, para Miconia fallax e M. pepericarpa,
respectivamente.

Botbes florais, flores e frutos em diversos estadios de desenvolvimento foram
coletados para o estudo do desenvolvimento dos megasporos, megagametofitos e
embrides. Doze individuos de Miconia fallax, sendo seis de cada populacéo, e seis
individuos de M. pepericarpa, foram utilizados neste estudo.

A fixacdo foi realizada em solucdo de glutaraldeido 2% e formaldeido 4% em
tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8 (McDowell & Trump 1976) por 24h. Foram feitas
fissuras, com lamina de barbear, nos botdes florais e flores antes da fixacdo, para
melhor penetracdo da solucdo fixadora. Durante a fixacdo, o material foi submetido a
bomba de vacuo por aproximadamente 12h. As amostras foram lavadas em tampéao
fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8, desidratadas em série etandlica e estocadas em etanol
70% (v/v). Os frutos foram fixados em FAA (1:1:18, formalina:acido acético
glacial:etanol 50% (v/v/v)) por 24h, e lavados e estocados em etanol 70% (v/v)
(Johansen 1940). As diversas fases do desenvolvimento foram reconhecidas de acordo
com o tamanho do botéo floral (Quadro 1 e 2) e do fruto. Alguns botdes e flores abertas
foram fixados em solugcédo de formalina com sulfato ferroso por 48h (Johansen 1940),
com a finalidade de evidenciar a presenca de compostos fendlicos em tecidos do ovario
e do oOvulo. Apds a fixacdo, as amostras foram lavadas em agua destilada por trés
vezes de 15min. cada, desidratadas em série etandlica (Johansen 1940) e estocadas
em etanol 70% (v/v).

Todo o material foi incluido em resina plastica (historesin) Leica®. Os cortes
foram obtidos em micrétomo rotativo Leica® com navalha descartavel de tungsténio,

entre 1,0 e 5,0 um de espessura. As secgdes foram aderidas a laminas de vidro e
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posteriormente coradas em azul de toluidina (C.l. 52040) a 0,05% em tampao citrato,
pH 4,8. As laminas foram montadas no momento da observagdo com agua destilada ou
Oleo de imersdo e laminula de vidro. As observagbes e fotomicrografias foram
realizadas em microscopio de luz Olympus® BX 51 com camera digital acoplada modelo
DP71.

Algumas laminas foram tratadas com azul de anilina (C.I. 42755) a 0,05% em
tampédo fosfato de potassio a 0,06M e pH 8,0, e observadas em microscépio de
fluorescéncia Olympus® BX51 com filtro de luz ultra violeta para verificar a deposicao de
pélen e crescimento dos tubos polinicos na superficie estigmatica em Miconia
pepericarpa (Kapil & Tiwari 1978).

Para observar a deposicdo de podlen e crescimento dos tubos polinicos na
superficie estigmatica de Miconia fallax, foram coletadas, ao acaso, flores abertas de
cinco individuos das duas populacdes. As flores foram fixadas em FAA (1:1:18,
formalina:acido acético glacial:etanol 50% (v/v/v)) por 24h e lavadas e estocadas em
etanol 70% (v/v) (Johansen 1940). Os pistilos foram diafanizados em solu¢cao de NaOH
7N, corados com azul de anilina (C.I. 42755) a 0,05% em tampao fosfato de potassio a
0,06M e pH 8,0, e observados em microscopio de fluorescéncia Olympus® BX51 sob luz
ultra violeta (Martin 1959).

Botbes florais de trés individuos de Miconia fallax da popula¢do do Valério foram
emasculados, isolados com sacos de organza e posteriormente fixados em solucdo de
glutaraldeido 2% e formaldeido 4% em tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 6,8
(McDowell & Trump 1976) por 24h para verificar a ocorréncia do desenvolvimento

autébnomo do endosperma.
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Para o estudo envolvendo poliembrionia, frutos maduros de Miconia fallax foram
coletados nas populacdes | e Il a partir de sete e seis individuos, respectivamente.
Nesta andlise foi utilizada uma amostra de 200 sementes, sendo quatro repeticbes de
50 sementes por individuo de cada populacdo, totalizando 2.600 sementes As
sementes foram deixadas por cerca de trés minutos em solugédo de hipoclorito de sédio
a 10%, lavadas em agua destilada e montadas em caixas plasticas Gerbox com o fundo
recoberto com algodao e com papel de filtro, ambos umedecidos com agua destilada. O
experimento foi realizado em camara de germinagdo com iluminagdo continua branca
fluorescente e temperatura constante de 28°C. Foi feito um acompanhamento diario
para verificar a protrusdo da raiz, critério utilizado para estabelecer a germinacao das
sementes. Cada semente germinada foi dissecada sob estereomicroscopio para

contagem do numero de embrides e observagdo morfoldégica dos mesmos.

RESULTADOS

As informacdes obtidas para a familia Melastomataceae e para a ordem Myrtales
estdo apresentadas na tabela 1 juntamente com os principais caracteres embrioldgicos
de valor taxondémico relacionados ao 6vulo observados em Miconia fallax e M.
pepericarpa. Nos quadros 1 e 2, o tamanho dos botdes florais foi relacionado as

principais caracteristicas encontradas em cada estadio de desenvolvimento do évulo.

ESTRUTURA DO OVULO
Miconia fallax e M. pepericarpa apresentam ovario trilocular, com grande
quantidade de células com compostos fendlicos e cristais de oxalato de calcio (Fig. 1A-

B, 5A). M. fallax possui varios évulos em cada l6culo do ovario (Fig. 1A-B), enquanto
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que em M. pepericarpa, cada l6culo apresenta comumente apenas um ou dois 6vulos
(Fig. 5A); em ambos os casos, a placentagéo € do tipo axilar (Fig. 1B,F).

Os o6vulos das espécies estudadas sao anatropos, crassinucelados e
bitegumentados, com micrépila em “zig-zag” formada por ambos os tegumentos (Fig.
1C,E-F. 5B-D). Os tegumentos, externo e interno, ndo séo vascularizados, sendo o
primeiro formado por trés camadas e o segundo formado por duas camadas de células
(Fig. 1C, 5C-D). Na regido da micropila, células do tegumento externo passam por
divisbes anticlinais, aumentando a espessura da camada neste local (Fig. 1E, 5D).

O feixe vascular que percorre a rafe termina na calaza (Fig. 1C), onde células
compactas de citoplasma denso e nucleo proeminente, porém sem qualquer indicio de
lignificacdo, formam a hipostase (1D). Durante o desenvolvimento da semente, em
ambas as espécies, as células da hipéstase acumulam compostos fendlicos,
identificado pela cor esverdeada quando corado em azul de toluidina (Fig. 1G). Em M.
pepericarpa as células que circundam o feixe vascular acumulam compostos fenélicos,

evidenciado no material fixado em formalina com sulfato ferroso (Fig. 5E).

MEGASPOROGENESE E MEGAGAMETOGENESE

As diferencas embrioldgicas entre Miconia fallax e M. pepericarpa ja sao
observadas no inicio do desenvolvimento do oévulo, durante o processo de
megasporogénese. Entretanto, os eventos sexuais, representados pela diferenciagéo
da célula-mae de megasporos, meiose e formacdo dos megasporos, e mitose do
megasporo funcional para o desenvolvimento do megagametofito, ou saco embrionario,

ocorreram de modo muito similar em ambas as espécies. Assim, em M. fallax, os
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eventos relacionados a apomixia ndo impediram a ocorréncia do processo sexual no
ovulo.

Em Miconia fallax e M. pepericarpa, uma unica célula esporogénica se diferencia
em meio ao nucelo (Fig. 2A, 5F). A célula esporogénica desenvolve-se diretamente em
célula-mae de megasporos (Fig. 2B-D, 5G) que sofre meiose, formando uma diade (Fig.
2E) e posteriormente, uma tétrade linear de megasporos (Fig. 2F-G, 5H).

O megasporo funcional tem posicéo calazal (Fig. 2G, 5H) e apds trés mitoses
(Fig.3A-B), da origem a um saco embrionario do tipo Polygonum, muito similar nas duas
espécies, sendo formado por trés antipodas, uma célula central com dois nucleos
polares e pelo aparato oosférico, constituido por duas sinérgides e pela oosfera (Fig.
3C-D, 6A-B). E possivel distinguir, na por¢do basal das sinérgides, o aparato filiforme,
que se cora em rosa com azul de toluidina (Fig. 3C, 6A).

Em Miconia pepericarpa contatou-se a presenca de graos de pdlen na superficie
estigmatica em pistilos oriundos de flores abertas (Fig. 6E-F). Foi possivel observar a
germinacdo dos graos de pdlen por entre as papilas estigmaticas (Fig. 6F). Em
microscopia de fluorescéncia, foram evidenciados eventos como a germinagéao do grao
de podlen, a formacao do tubo polinico (Figs. 6G-H) e a ocorréncia dos tampdes de
calose no estilete (Figs. 6H). Além disso, observou-se a penetracao do tubo polinico em
uma das sinérgides, indicando fecundacéao (Fig. 6D). Nos pistilos coletados a partir de
flores abertas de M. fallax, também verificou-se a presenca e germinagao de graos de
pblen no estigma, além do crescimento do tubo polinico através do estilete (Fig. 4A-B).

Nas sementes em inicio de desenvolvimento de Miconia pepericarpa e M. fallax,
foi possivel observar o inicio da formacdo do endosperma, com alguns nucleos

distribuidos ao longo do saco embrionario, caracterizando o endosperma como do tipo
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nuclear (3F, 6C). Em M. fallax, observou-se a presenca de nucleos do endosperma
também nas sementes oriundas de botdes emasculados, indicando que a espécie tem
formacao autbnoma deste tecido.

Diversos évulos analisados de Miconia fallax apresentaram células nucelares em
desenvolvimento ao redor da célula-mae de megasporos, da tétrade de megasporos ou
do préprio megasporo funcional. Estas sdo muito semelhantes ao megasporo funcional,
possuindo um conspicuo nucleo central, citoplasma denso e a presenca de vacuolos
nos dois pdélos da célula (Fig. 2 H-I), podendo ser caracterizadas como células iniciais
aposporicas. Cerca de 42 6vulos foram analisados nestes estadios de desenvolvimento,
sendo que 69,05% apresentaram células iniciais apospdéricas se diferenciando no
nucelo.

Nos o6vulos de flores em antese de Miconia fallax, constatou-se a presenca de
até trés sacos embrionarios em desenvolvimento (Fig. 3C). Geralmente, quando mais
de um saco embrionario estava presente em um mesmo 6Ovulo, enquanto um estava
maduro, 0s outros ainda estavam em desenvolvimento, geralmente com quatro ou oito
nucleos, ainda nao celularizados.

Em Miconia fallax verificou-se também o desenvolvimento de embrides a partir
de células do nucelo, crescendo em direcdo a cavidade do saco embriondrio (Fig. 3H),
indicando a presenca de embrionia adventicia na espécie.

Nas sementes em diversos estadios de desenvolvimento, foi possivel observar a
presenca de até trés embrides em uma mesma semente, indicando que a espécie é
poliembriénica (Fig. 3G,l). Nao é possivel distinguir se todos os embrides sao

apomiticos ou se existem também embrides zigdticos nas sementes maduras.
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POLIEMBRIONIA EM MICONIA FALLAX
O inicio da germinacao ocorreu sete dias ap6s o inicio do experimento. A
porcentagem média de sementes germinadas foi de 57,1% *14,5 na populagéo | e

67,4% +19,1 na populagéo Il (Fig. 7).

Figura 7. Porcentagem de sementes germinadas de M. fallax provenientes das populagoes

Grauna e Valério (médiatdesvio padrao).
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Os resultados confirmaram a natureza poliembribnica das sementes
provenientes de ambas as populacdes de Miconia fallax, com médias de 23,8% (+8,65)
e 34,2% (£10,2) de sementes poliembriénicas nas populacdes | e Il, respectivamente

(Fig. 8).
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Figura 8. Porcentagem de sementes germinadas poliembrioénicas de M. fallax provenientes das

populagdes Graulna e Valério (médiatdesviopadrao).

50 -
45
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15
10 -
5 -
O_

% sementes poliembriénicas

Graulna Valério

O numero méaximo de embrides encontrados em uma unica semente de Miconia
fallax foi quatro (Fig. 4E), sendo que a média de embrides por semente foi de 1,3 +0,1
na populacao | e 1,4 +0,1 na populacédo Il. Em ambas as populagdes, as sementes
monoembriénicas foram as mais frequentes (Fig. 4C), seguidas por aquelas que

apresentaram dois (Fig. 4D), trés e quatro embrides (Fig. 4E, ).

Figura 9. Porcentagem de sementes germinadas de M. fallax com um, dois, trés e quatro embrides,

provenientes das populacgdes Graulna e Valério.
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Mais da metade das sementes analisadas com dois embrides (50,4%) (Fig. 4H) e
todas as sementes que continham trés (Fig. 4l) e quatro embrides (Fig. 4J)
apresentaram diferengcas em tamanho, forma e/ou grau de desenvolvimento entre os
embrides. Os embribes menores apresentavam, geralmente, cotilédones pouco
desenvolvidos e morfologicamente irregulares, e eixo radicular atrofiado, sendo
visivelmente inviaveis (Fig. 41-J).

Em algumas sementes (2,9%) constatou-se a protrusdo do embrido nao pela
raiz, mas pelo cotilédone, com o eixo hipocétilo-radicular voltado para a regido calazal
(Fig. 4D), indicando a natureza adventicia deste embrido. Esse dado corrobora com os
resultados anatdmicos encontrados. Os embrides invertidos foram localizados em
sementes monoembridnicas e também associados a outro(s) embrido(6es) de posicao

“normal” ou “invertida”.

DiscussAo

ESTRUTURA DO OVULO

Quanto as caracteristicas do 6vulo, as espécies apomitica, M. fallax, e sexuada,
M. pepericarpa, apresentaram grande similaridade.

A natureza crassinucelar do nucelo e a presenca de duas camadas no
tegumento interno sdo caracteristicas das espécies aqui estudadas e compartilhadas
com toda a familia Melastomataceae e ordem Myrtales (Tab.1) (Borges 1991, Johri et
al. 1992, Medeiros & Morretes 1996, Caetano et al. em prep., Cortez & Carmello-

Guerreiro 2008, Tobe & Raven 1983a, b, c, 19844, b, ¢, 1986,1987a, b,c, 1990).
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Outros caracteres do évulo de Miconia fallax e M. pepericarpa, como curvatura
anatropa, presenca de dois tegumentos ndo vascularizados e micropila formada por
ambos os tegumentos s&o constantes na familia, sendo reportadas nos representantes
ja analisados (Subramanyam 1942, 1951, Borges 1991, Johri et al. 1992, Medeiros &
Morretes 1996, Caetano et al. em prep., Cortez & Carmello-Guerreiro 2008). Entretanto,
estes caracteres nao sao conservados em toda a ordem Myrtales, na qual ja foi descrita
a presenca de Ovulos campilétropos, hemi-campilétropos e hemitropos, &évulos
unitegumentares vascularizados e micrépila ausente ou formada somente pelo
tegumento interno (Tab. 1) (Tobe & Raven 1983a, b, ¢, 1984a, b, ¢, 1986, 1987a, b,c,
1990).

A presenca de compostos fendlicos que se depositam ao redor do feixe vascular
ao final do desenvolvimento do évulo e durante o desenvolvimento da semente em M.
pepericarpa, possivelmente é responsavel pela cor escura encontrada na regiao da rafe

na semente.

MEGASPOROGENESE E MEGAGAMETOGENESE

A apomixia estd relacionada a mudancas embriolégicas observadas desde o
inicio do processo de megasporogénese na espécie Miconia fallax. Estas mudancas
envolvem o desenvolvimento de células iniciais apospdricas em meio ao nucelo, que
levam a formacao de sacos embrionarios nao reduzidos no évulo maduro. Entretanto,
nesta espécie, a apomixia nao altera a rota sexual de formagao do saco embrionario,
sendo possivel a presenca de sacos embrionarios aposporicos e sexuado em um

mesmo ovulo.
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Em Miconia fallax e M. pepericarpa, a meiose da célula-mae de megasporos
resulta em uma tétrade linear de megéasporos, com o megasporo calazal funcional que,
através de mitoses, da origem a um saco embrionario do tipo Polygonum, muito similar
nas duas espécies. Em Melastomataceae, os dados obtidos até 0 momento também
indicam a presencga de tétrades lineares, do megasporo calazal funcional e de saco
embrionario do tipo Polygonum nas espécies analisadas (Subramanyam 1942, 1951,
Borges 1991, Johri et al. 1992, Medeiros & Morretes 1996, Caetano et al. em prep.). Ja
nos demais representantes da ordem Myrtales, estes caracteres sao bastante variaveis
(Tab. 1). Por exemplo, ha trés padrbes distintos de formagédo do saco embriondrio em
representantes desta ordem: tipo Oenothera, em membros de Onagraceae, tipo Penaea
em Penaea e Saltera (Penaeaceae), e tipo Allium em Heteropyxis (Myrtaceae) e
Alzatea (Alzateaceae) (Tobe & Raven 1983 ¢, 1984b, 1986, 1987a).

Em Miconia fallax, juntamente com os eventos ja descritos de megasporogénese,
tem inicio os processos que desencadeiam na formacdo de sacos embriondrios
aposporicos. As células iniciais apospéricas foram observadas ao redor da célula-mae
de megasporos, da tétrade de megasporos e do megasporo funcional. Elas foram
identificadas pelo seu tamanho maior, em relagdo as demais células nucelares, pelo
seu posicionamento, pois geralmente ndo ocupam posi¢cdo central no nucelo, e por
apresentarem citoplasma denso, nucleo proeminente e presenga de dois vacuolos
situados nos dois polos da célula. Naumova & Vielle-Calzada (2001), com base em
dados ultra-estruturais de espécies apospoéricas, apontam que as células iniciais
aposporicas usualmente diferenciam-se ao redor dos megasporos ou do saco
embrionario em estadio uninucleado, assumindo vacuolos esféricos e aumento em

volume. Segundo estes autores, a formacao dos dois vacuolos em lados opostos € o
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primeiro sinal de polarizacdo da célula, que marca a transicdo do estadio de célula
inicial apospdrica para saco embrionario aposporico uninucleado.

A aposporia tem sido descrita em varios grupos de angiospermas, sendo
especialmente comum em representantes de Asteraceae, Poaceae e Rosaceae
(Naumova 2008). Na familia Melastomataceae, apesar dos registros de apomixia
gametofitica, do tipo diplosporia, em M. albicans (Caetano et al. em prep., Cortez 2007)
e Leandra australis, nenhum dado ainda tinha indicado apomixia gametofitica do tipo
aposporia na familia, sendo este, portanto, um resultado inédito.

Nogler (1971) discute a hipotese de que a aposporia € uma desregulagdo do
processo sexual, baseando seu argumento na ocorréncia de alguns componentes da
apomixia em plantas sexuais, como a presenca de arquesporio multiplo e a
partenogénese de oosferas reduzidas. Atualmente, essa hipétese tem sido confirmada
por estudos de expressao génica em Hieracium, que demonstram que a apomixia e a
reproducao sexual compartiiham os mesmos componentes reguladores e padrdes de
expressao génica (Koltunow & Grossniklaus 2003, Tucker et al. 2003, Tucker &
Koltunow 2009). Assim, a apomixia tem sido vista como uma desregulacéo, em tempo e
espaco, do programa de desenvolvimento sexual, levando a mudancas no destino de
células e omissédo de eventos criticos no processo sexual. Dependendo de quando e
onde esta desregulagédo ocorre, diferentes tipos de apomixia podem ocorrer (Koltunow
& Grossniklaus 2003).

A frequente diferenciagdo de mais de uma célula inicial apospoérica em Miconia
fallax foi seguida pela formagao de multiplos sacos embrionarios em um mesmo 6vulo.
Koltunow & Grossniklaus (2003) afirmam que é possivel que numerosas células iniciais

aposporicas se desenvolvam no nucelo, dando origem a varios sacos embrionarios.
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Naumova (2008) explica esse evento, sugerindo que, na aposporia, todas as células
nucelares carregam a informagcdo genética para se desenvolverem em sacos
embriondrios, mesmo que somente algumas, principalmente as células adjacentes a
célula-mae de megasporos, possuam realmente tal capacidade. Por esta raz&o, varias
iniciais aposporicas, que podem produzir distintos megagametéfitos, se diferenciam no
estadio inicial de desenvolvimento do 6vulo (Naumova 2008).

Um exemplo é representado em Eulaliopsis binata (Retz) C.E. Hubb. (Poaceae),
na qual os autores observaram a diferenciagdo de uma a quatro células apospdéricas,
levando ao desenvolvimento de varios sacos embrionarios em um anico 6vulo (Yao et
al. 2007). Em outras espécies, como em Hieracium piloselloides Vill., apesar da
diferenciacao de duas ou mais células iniciais aposporicas, raramente mais de um saco
embrionario é formado devido possivelmente, a expansdo de uma das células
apospéricas, que inibe o desenvolvimento das outras (Koltunow et al. 1998). Portanto, o
namero de sacos embrionarios apospéricos formados vai depender da espécie
analisada (Koltunow 1993).

Os sacos embrionarios apospéricos podem ou ndo estar associados ao saco
embrionario sexuado (Koltunow et al. 1998). Em Eulaliopsis binata 0os sacos
embrionarios aposporicos raramente ocorrem juntamente com o0 saco embriondrio
sexuado (Yao et al. 2007). De forma semelhante, em Pennisetum squamulatum Fresen
(Wen et al. 1998) e Hieracium (Koltunow et al. 1998, Tucker et al. 2003), o processo
aposporico leva ao aborto do processo sexual, com degeneracdo da célula-mae de
megasporos ou dos produtos da meiose. Estudos envolvendo expressdo génica em
espécies apomiticas de Hieracium indicam que a presenca das células iniciais

aposporicas pode influenciar diretamente, por meio de alteracées na expressao génica,
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no desaparecimento do programa sexual (Tucker et al. 2003). Modelos indicam que em
alguns casos ha competicao entre reproducéao sexual e apomixia (Bradley et al. 2007).
Entretanto, é visto que em outras espécies, como em Brachiaria brizantha (Hochst. ex
A. Rich.) Stapf, os sacos embrionarios apospéricos e sexuado podem coexistir no
mesmo Ovulo (Aradjo et al. 2000). Em Miconia fallax, os dados anatdmicos também
sugerem a co-ocorréncia de sacos embrionarios aposporicos e sexuado, ja que nao foi
observado nenhum processo de degeneragdo ou alteragdo na célula-mae de
megasporos, na tétrade de megasporos, no megasporo funcional ou saco embrionario,
durante o desenvolvimento do évulo.

Além disso, os resultados alcancados neste trabalho, que demonstram a
capacidade de formacao de megagametéfitos sexuados e, possibilidade de polinizagéo,
ja que foram observados grédos de pélen germinando na superficie estigmatica das
flores, juntamente com os dados que comprovam a formagéo de graos de poélen viaveis,
indicam que Miconia fallax € provavelmente uma espécie apomitica facultativa, pois a
reproducao sexual ndo foi completamente eliminada. A maioria das plantas apomiticas
retém a capacidade de reproducéo sexual, sendo reportado algum grau de sexualidade
em todos os trés mecanismos conhecidos de apomixia (Koltunow & Grossniklaus 2003,
Bicknell & Koltunow 2004). Dependendo do tipo de apomixia, 0s eventos sexuais
podem ocorrer junto com os eventos apomiticos em um mesmo 6évulo, ou em diferentes
ovulos de uma mesma planta (Koltunow & Grossniklaus 2003).

As espécies apomiticas obrigatérias, que perderam completamente a capacidade
de se reproduzirem sexuadamente, representam raras exce¢des entre as angiospermas
(Asker & Jerling 1992, Naumova 2008), podendo ser exemplificadas por dois

representantes do género aqui estudado: Miconia albicans e M. pohliana Cogn. Tais
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espécies apresentam viabilidade polinica nula, mas formagdo de sementes viaveis em
condi¢cées naturais (Goldenberg & Shepherd 1998, Caetano et al. em prep., Cortez
2007). Uma importancia pratica para a manutencdo da sexualidade em espécies
apomiticas facultativas € a possibilidade de producdo de uma progénie diversa, nao
sendo uniformemente clonal (Bicknell & Koltunow 2004).

Estudos que envolvam a andlise da progénie em Miconia fallax sdo necessarios
para determinar a porcentagem real de plantulas originadas por apomixia ou por
reproducao sexuada nas sementes desta espécie. Este tipo de estudo permitira analisar
a interacdo entre sexualidade e apomixia, proporcionando uma oportunidade para
avaliar as implicagbes ecoldgicas destes diferentes modos de reproducao.

Muitas plantas apomiticas, assim como Miconia fallax, produzem pélen viavel, o
que possibilitaria a fecundacdo de oosferas néo reduzidas (Bicknell & Koltunow 2004).
Entretanto, algumas destas espécies, como Hieracium piloselloides, Parthenium, Poa,
Taraxacum e Tripsacum, tém embrionia precoce, ou seja, 0 embrido se desenvolve
antes da antese da flor, limitando a possibilidade de fecundacao (Nogler 1984, Bicknell
& Koltunow 2004). Em outros casos, a prépria parede da oosfera parece agir como uma
barreira que previne a fecundacado (Nogler 1984). Sabe-se que em algumas espécies
sexuais, a parede celular da oosfera é descontinua até o momento da fertilizagéo, e
somente apo6s a formacgao do zigoto a parede é sintetizada completamente (Bicknell &
Koltunow 2004). Entretanto, em Pennisetum ciliare (L.), uma apomitica apospérica, a
parede celular é sintetizada ao redor de toda a oosfera ndo reduzida, impedindo sua
fusdo com o nucleo espermatico (Vielle et al. 1995, Bicknell & Koltunow 2004).

Em Miconia fallax, nos 6vulos de flores abertas, é provavel que os sacos

embrionarios maduros, com aparato oosférico ja formado, sejam os gametoéfitos
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sexuados, prontos para serem fecundados. O desenvolvimento retardatario dos sacos
embrionarios aposporicos poderia impedir a fertilizagcdo da oosfera néo reduzida, ja que
durante a antese da flor, oosferas e sinérgides ainda nao estao formadas.

Em espécies apospéricas, como Miconia fallax, o embrido é formado por
partenogénese. Nas plantas, a partenogénese é definida como o desenvolvimento do
embrido a partir de uma célula ndo fecundada do saco embrionario, geralmente a
oosfera (Koltunow 1993, Ozias-Akins 2006, Naumova 2008). Na natureza, a
partenogénese pode ocorrer de duas formas: a partir de oosferas haploides
(partenogénese hapldide) ou dipldides (partenogénese diploide) (Naumova 2008). A
partenogénese hapldide, que ocorre em sacos embrionarios reduzidos, tem uma baixa
frequéncia, ndo excedendo 1-2%, sendo descrita em espécies de Brassica, Crepis,
Datura, Hordeum, Nicotiana, Oryza, Solanum, Triticum, Zea, entre outros (Naumova
2008). A partenogénese dipldide ocorre em sacos embriondrios que nao passaram por
meiose durante o curso de sua formacao, isto é, na diplosporia e na aposporia
(Naumova 2008), sendo um dos eventos “chave” que compdem a apomixia
(Grossniklaus 2001). Em plantas, os mecanismos moleculares que induzem a
partenogénese antes da fecundacdo sao ainda desconhecidos, mas um melhor
entendimento da base genética da partenogénese pode prover um instrumento
importante na aplicagdo da apomixia em plantas economicamente importantes
(Grossniklaus 2001, Koltunow & Grossniklaus 2003).

Assim como foi constatado em Miconia fallax, algumas espécies apomiticas
possuem desenvolvimento autbnomo do endosperma. Essas espécies nao dependem
de polinizacédo, pois oosfera e nucleo secundario nao requerem fecundacao para se

desenvolverem e, por isso, sao classificadas como apomiticas autébnomas (Nogler
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1984). Muitas compostas, como Antennaria alpina (L.) Gaertn. e Hieracium
piloselloides, exibem desenvolvimento autbnomo do endosperma que, apesar de
aparentemente esporadico em outras familias, ja foi reconhecido em Alchemilla L.
(Rosaceae), Burmannia coelestis D. Don (Burmanniaceae), Calamagrostis Adans. e
Cortaderia jubata (Lemoine) Stapf (Poaceae), Elatostema J.R. Forst. & G. Forst.
(Urticaceae), entre outras (Nogler 1984, Bicknell & Koltunow 2004). Em duas espécies
aposporicas amplamente estudadas, Poa pratensis e Brachiaria decumbens, apesar
dos embrides desenvolverem-se por partenogénese a partir da oosfera ndo reduzida, o
endosperma nao se desenvolve na auséncia de fecundagédo, e nesta condigdo, os
embrides aposporicos cessam seu desenvolvimento no estadio globular (Naumova
2008). Estas espécies sdo classificadas como pseudogamicas, pois dependem da
fertilizacdo do nucleo secundério para formacao do endosperma e desenvolvimento do
embrido (Nogler 1984, Asker & Jerling 1992). A pseudogamia € uma caracteristica
comum em membros da familia Rosaceae e Poaceae, apesar de algumas excegoes
(Nogler 1984), e parece ser bastante frequente em apomiticas aposporicas (Asker &
Jerling 1992, Koltunow 1994).

E possivel que a ativagdo do desenvolvimento autdnomo da oosfera e do
endosperma tenha o mesmo controle genético, reforcando a hipdtese de que o
endosperma é evolutivamente derivado de um segundo embrido (Grossniklaus 2001),
como proposto por Sargant (1900). Segundo Grossniklaus (2001), dados moleculares e
genéticos tém mostrado que existe uma grande sobreposicao da atividade genética de
endosperma e embrido, corroborando com esta hipotese.

A importancia do endosperma para o desenvolvimento da semente varia entre as

espécies, dependendo do seu padrdao de desenvolvimento (Grossniklaus 2001). Em
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algumas espécies, como em Orchidaceae, o endosperma passa por apenas alguns
ciclos de divisdo (Grossniklaus 2001). Em Melastomataceae, o endosperma é do tipo
nuclear e ndo forma um tecido celularizado (Corner 1976, Caetano et al. em prep.),
sendo que o proprio nucelo parece também servir como fonte de nutrientes para o
embrido em desenvolvimento (Caetano et al. em prep.). Estas caracteristicas
encontradas em representantes da familia podem ter contribuido de forma positiva para
0 sucesso da apomixia nestas espécies.

A presenca de embrides adventicios em Miconia fallax corrobora a idéia que
mais de um tipo de apomixia pode ocorrer em uma mesma espécie. A embrionia
adventicia é o tipo mais comum de apomixia na natureza e ocorre em paralelo com a
diplosporia e a aposporia em espécies de Beta e Rubus (Koltunow & Grossniklaus
2003, Naumova 2008). Embrionia adventicia e aposporia coexistem em espécies de
Citrus, Allium, Hieracium, Malus, Ochna, Pyrus e algumas gramineas, como Eulaliopsis
binata (Naumova 1993, 2008, Koltunow & Grossniklaus 2003, Yao et al. 2007). Na tribo
Miconieae, Borges (1991) relata a presenca de sacos embriondrios diplospéricos e
embrides adventicios em Leandra australis (Cham.), confirmando a idéia que mais de
um mecanismo apomitico pode existir em uma mesma espécie na familia
Melastomataceae.

Na embrionia adventicia, o processo de diferenciacdo das células que dao
origem aos embrides ocorre geralmente no final do desenvolvimento do 6vulo, a partir
de células do nucelo, como em Miconia fallax, ou dos tegumentos (Koltunow &
Grossniklaus 2003). E inteiramente possivel que embrides sexuais e adventicios
estejam simultaneamente presentes na semente, causando poliembrionia (Naumova

2008). Assim, em M. fallax, a poliembrionia pode ocorrer devido ao desenvolvimento de
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embrides apomiticos que podem ainda, estarem associados ao embrido zigético. Como
nao existem diferencas anatémicas entre os trés tipos de embrides, as informacdes
obtidas neste trabalho ndao permitem responder qual a frequéncia que cada tipo ocorre

e nem quais estdo presentes na semente madura.

POLIEMBRIONIA EM MICONIA FALLAX

Os dados obtidos por meio dos experimentos de germinagdo confirmaram a
natureza poliembridnica das sementes de Miconia fallax.

Salomdo & Allen (2001) investigaram 75 espécies de 28 familias de
angiospermas ocorrentes no cerrado e na caatinga do Brasil, e 14 espécies
pertencentes a 12 familias apresentaram sementes poliembriénicas. Nenhuma espécie
da familia Melastomataceae foi citada neste trabalho, apesar da existéncia de
indicacbes de sementes poliembridbnicas em seus representantes, como em M.
rubiginosa (Goldenberg & Shepherd 1998).

Quatro das espécies poliembridnicas investigadas por Salomao & Allen (2001) ja
tiveram seu sistema reprodutivo testado, sendo apomiticas: Astronium fraxinifolium
Schott ex Spreng. (Allem 1991), Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.) Schott & Endl.
(Oliveira et al. 1992), Genipa americana L. (Crestana 1995) e Tabebuia ochracea
(Cham.) Standl. (Costa et al. 2004). Os autores acreditam que a poliembrionia nestas
espécies estd relaciona a apomixia (Salomdo & Allen 2001). Dados anatdmicos
confirmaram esta hipdtese para E. pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005) e
Tabebuia ochracea (Costa et al. 2004), nas quais foi relatada a diferenciacdo de
embrides adventicios, levando a poliembrionia. Nao se pode afirmar que a

poliembrionia seja uma conseqiéncia da apomixia nas demais espécies estudadas por
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Salomé&o & Allen (2001), ja que esta pode ser decorrente de outros processos. Para
esta relacdo ser confirmada, é necessario um estudo do sistema reprodutivo e analises
embriologicas dos 6vulos e sementes destas espécies.

A porcentagem de sementes poliembribnicas € altamente variavel e depende da
espécie analisada. Em espécies com embrionia adventicia, esse numero €
particularmente alto, como nos géneros Eugenia, Citrus e Poncirus, nos quais de 40 a
mais de 70% das sementes sdo poliembribnicas (Naumova 1993). Em Tabebuia
ochracea (Costa et al. 2004), uma espécie comum nos cerrados do Brasil e que
também apresenta embrionia adventicia, 81,37% das sementes germinadas s&o
poliembribnicas.

Em Hieracium aurantiacum, H. piloselloides e Brachiaria brizantha, trés espécies
aposporicas, as sementes poliembridnicas representavam respectivamente, 8, 17 e 8%
do total de sementes germinadas (Alves et al. 2001, Koltunow et al. 1998). Nestas
espécies, os autores descrevem a formacdo de mais de um saco embriondrio
apospérico em um mesmo Ovulo e relatam que as oosferas destes diferentes
megagametofitos podem originar os embrides adicionais. Além disso, em Hieracium, os
autores acreditam que algumas células iniciais apospoéricas que ndo se desenvolveram
em sacos embrionarios podem formar embrides em estadios posteriores.

Outras espécies com apomixia gametofitica, como Poa pratensis, Elymus
rectisetus e Malus hupensis, apresentam cerca de 34, 8 e 37% de sementes
poliembriénicas, respectivamente (Xue et al. 1997). Portanto, os dados disponiveis
mostram que a porcentagem de sementes poliembribnicas em espécies apomiticas

gametofiticas pode variar bastante, mas parece nao ultrapassar os 40%.
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Em Miconia fallax, a poliembrionia pode ser resultado do desenvolvimento de
embrides a partir de multiplos sacos embrionarios, aposporicos e sexuado, além da
formagdo de embrides adventicios. Andlises moleculares das plantulas poderédo
confirmar a origem mista dos embrides, a partir de processos apomiticos, aposporia e
embrionia adventicia, e do processo sexual, confirmando que a espécie utiliza estes
dois mecanismos para se reproduzir.

Assim, com a poliembrionia, distintos tipos de organismos com diferentes
herangcas podem ser formados em uma mesma semente, pois os diferentes processos,
sexual e assexual, de formagcdo de um novo individuo podem ocorrem lado a lado
nestas sementes (Batygina & Vinogradova 2007). Os embrides apomiticos preservam o
gendtipo materno e ndo sao capazes de manter a variabilidade genética, entretanto, os
embrides sexuais carregam uma significativa fonte de variagdo para as novas
populagdes (Batygina & Vinogradova 2007).

Apesar da presenga de poliembrionia, as sementes com um embrido foram as
mais frequentes em Miconia fallax. Como as sementes desta espécie sdo diminutas,
com cerca de 1 mm, a competicdo por espacgo e nutrientes deve limitar o crescimento
de muitos embrides em uma mesma semente. Esta hipdtese € corroborada pelo fato de
que a grande maioria das sementes poliembribnicas apresentou embrides com
anormalidades, como cotilédones e raizes pouco desenvolvidos e morfologicamente
irregulares. Em Tabebuia ochracea (Costa et al. 2004) e Citrus (Mendes-da-Gloria et al.
2001) os autores também relatam altera¢des nos cotilédones de embrides oriundos de
sementes poliembribnicas, associando estas anormalidades a competicdo dentro das
sementes.

Com os dados obtidos, conclui-se que as espécies Miconia fallax, apomitica, e
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M. pepericarpa, sexuada, apresentaram diversas diferencas durante a formacao de
esporos e gametofitos femininos. A espécie M. fallax possuiu caracteristicas exclusivas,
como a diferenciacao de células iniciais apospoéricas, a presenca de mais de um saco
embrionario no oOvulo maduro, o desenvolvimento de embrides adventicios e a
poliembrionia. Todas estas caracteristicas observadas em M. fallax estdo relacionadas
a apomixia. Além disso, apesar da formacgédo dos embrides apomiticos a espécie ainda
preserva 0s mecanismos de formagdo de sacos embriondrios sexuados, com
possibilidade de formacédo de embrides zigoticos, ja que como foi visto no capitulo

anterior, ha formacao de gréos de poélen viaveis.
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Tabela 1. Dados embrioldgicos referentes ao 6vulo, megasporogénese e megagametogénese.
Comparacao dos resultados obtidos para as espécies Miconia fallax e M. pepericarpa com
resultados ja descritos para outras espécies da familia Melastomataceae e da ordem Myrtales.

M. fallax e
M. pepericarpa

Melastomataceae

Myrtales

Curvatura

Natureza do nucelo

Numero de
tegumentos

Espessura do
tegumento interno

Vascularizacao dos

Anatropo

Crassinucelado

Dois

Duas camadas

Anatropo’

Crassinucelado

Dois

Duas camadas

Anatropo, campilétropo,
hemi-campil6tropo e
hemitropo

Crassinucelado

Comumente dois®

Duas camadas

tegumentos Ausente Ausente Comumente ausente®
Formacao da Ambos os Ambos os Comumente por ambos
micropila tegumentos tegumentos 0s ’[egumentos4
Arquesporio Unicelular Unicelular Comumente unicelular®
Citocinese na meiose Ocorre Ocorre Comumente ocorre®

1) Qvulo campilétropo em Memecylon (Melastomataceae);

2) Ovulos unitegumentares em Syzygium (Myrtaceae);

3) Vascularizagao no Unico tegumento de Syzygium (Myrtaceae);

4) Micrépila formada somente pelo tegumento interno em Alzatea (Alzataceae), Darwinia (Myrtaceae),
Guiera senegalensis (Combretaceae), Rhynchocalyx (Penaeaceae) e em Stenosiphon (Onagraceae).
Ausente em Trapa (Lythraceae);

5) Arquespério multicelular em Alzatea (Alzateaceae), Qualea e Callisthene (Vochysiaceae), e
Rhynchocalyx (Penaeaceae). Presente também em algumas espécies de Lythraceae, e Ludwigia
(Onagraceae);

6) Nao ocorre citocinese na meiose em Penaea (Penaeaceae);
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M. fallax e M.

. Melastomataceae Myrtales
pepericarpa
Tétrade de , . . 7
) Linear Linear Comumente linear
megasporos ca ea
Megasporo funcional Calazal Calazal Comumente calazal®

Padrao de formacéao
do saco embrionario

Antipodas

Tipo de formacgéo
do endosperma

Endosperma na
semente madura

Tipo Polygonum

Efémeras

Tipo nuclear

Ausente

Tipo Polygonum

Efémeras

Tipo nuclear

Ausente

Comumente do tipo
Polygonum®

Comumente
efémeras'®

Tipo nuclear

Ausente

7) Tétrade de megasporos decussata em Penaea (Penaeaceae)e com formato de T em Olinia

(Penaeaceae);

8) Megasporo micropilar funcional em espécies de Onagraceae e todos os nucleos dos megasporos

funcionais em Penaea (Penaeaceae);

9) Formacgédo do saco embrionario do tipo Oenothera (Onagraceae), do tipo Penaea em Penaea e

Saltera (Penaeaceae) e do tipo Allium em Heteropyxis (Myrtaceae) e Alzatea (Alzateaceae);

10) Antipodas ndo efémeras em Guiera senegalensis (Combretaceae) e ausentes em Penaea

(Penaeaceae).
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Quadro 1. Relagao entre as fases dos botdes florais, determinadas pelo comprimento dos mesmos em
milimetros, e as caracteristicas marcantes em cada estadio de desenvolvimento dos évulos em Miconia
fallax.

Caracteristicas marcantes em cada

F botoes A . A
ase dos estadio de desenvolvimento dos ovulos

Tegumentos em inicio de

Botéo 1: < 0,5 mm desenvolvimento.

Tegumentos em inicio de
Botdo 2: 0,5a 1,0 mm | desenvolvimento. Célula
arquesporial diferenciada.

Tegumentos recobrem cerca de trés
Botdo 3:1,0a1,5mm | quartos do nucelo. Célula-mae de
megasporos se diferenciando.

Tegumentos totalmente
~ . . desenvolvidos, formando a micrépila.
Botao 4:1,522,0 mm Célula-mae de megasporos

diferenciada e em divisao meidtica.

Célula-mae de megéasporos em

Botao 5: 2,0 23,0 mm meiose. Tétrades de megasporos.

Degeneragdo dos trés megasporos
Pré-antese: 3,0 a 4,0 mm | micropilares. Saco embrionario nos
estadios bi e tetranucleado.

Flor aberta Saco embrionario maduro.
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Quadro 2. Relagao entre as fases dos botdes florais, determinadas pelo comprimento dos mesmos em
milimetros, e as caracteristicas marcantes em cada estadio de desenvolvimento dos évulos em M.
pepericarpa.

Caracteristicas marcantes em cada

Fase dos botoes A i A
estadio de desenvolvimento dos 6vulos

Tegumentos em inicio de

Botdo 1: 1,0 22,0: mm .
desenvolvimento.

Tegumentos cobrindo cerca da
Botédo 2: 2,0 a4 3,0 mm metade do nucelo. Célula
esporogénica diferenciada

Tegumentos ja recobrem quase todo
Botao 3: 3,0 a 3,5 mm o nucelo. Célula-mae de megasporos
se diferenciando.

Tegumento externo formando o
exostoma. Tegumento interno em
final de desenvolvimento. Célula-
mae de megasporos diferenciada.

Botdo 4: 3,5 a 4,0 mm

Tegumentos formados: ja recobriram
o apice do nucelo, formando a
micrépila. Célula-mae de
Botédo 5: 4,0 4 5,0 mm megasporos em meiose, formando
tétrades lineares de megasporos.
Células iniciais apospéricas se
diferenciam no nucelo.

Degeneragao dos trés megasporos
micropilares. Saco embrionario nos
estddios bi e  tetranucleado.
Diferenciagdo de células iniciais
apospéricas. Desenvolvimento dos
sacos embriondrios aposporicos.

Pré-antese: 5,0 2 6,0 mm

Presenca de mais de um saco
embrionario em diversos dos évulos
Flor aberta analisados. Saco embrionario
sexuado maduro e apospéricos em
desenvolvimento.
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FIGURAS



Figura 1. Miconia fallax. A: Botao 1. Corte transversal do ovario trilocular, com varios
ovulos em inicio de desenvolvimento. B-F: Botao em pré-antese. B: Corte longitudinal
do ovario, evidenciando os évulos com placentacdo axial. C: Corte longitudinal do
ovulo; é possivel distinguir os dois tegumentos, a hipéstase e o feixe vascular. D:
Detalhe da regiao calazal do 6vulo. E: Detalhe da regiao micropilar do évulo, formada
por ambos os tegumentos; nesta regido o tegumento externo € formado por mais de
trés camadas (*). F: Corte longitudinal de uma regido do ovario, mostrando a inser¢éo
dos dvulos na placenta e a vascularizagdo do évulo. G: Corte transversal da semente
em inicio de desenvolvimento, evidenciando o acumulo de compostos fendlicos na
regidao da hipostase. FV: feixe vascular; Hi: hipéstase; Mi: micrdpila; TE: tegumento

externo; Tl: tegumento interno.

134



B
"
’

- el
@

.,

135



Figura 2. Miconia fallax. A: Botao 2. Célula esporogénica diferenciada entre as células
nucelares. B-C: Botao 3. Célula-mae de megasporos, maior € com citoplasma mais
denso quando comparada as células nucelares. C: Detalhe da célula-mae de
megasporos da figura B. D-I: Botao 4. D: Célula-mae de megasporos em metéafase I. E:
Final da meiose I, com formacao de uma diade de megasporos. F: Final da meiose Il,
com formacao de uma tétrade linear de megasporos. G: Megasporo funcional calazal,
com vacuolos nos dois polos da célula e nucleo central, e os outros trés megasporos
em degeneracao. H: Célula-mae de megasporos acompanhada por uma célula inicial
aposporica. I: Tétrade de megasporos associada a duas células iniciais aposporicas.
CE: célula esporogénica; CMMes: célula-mae de megasporos; DMes: diade de
megasporos; lA: Inicial apospérica; MF: megasporo funcional; TMes: tétrade de

mMegasporos.
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Figura 3. Miconia fallax. A-B: Pré-antese. Saco embrionario binucleado, associado a
outro saco embrionario em desenvolvimento (*). B: Saco embrionario tetranucleado,
na figura € possivel visualizar os dois nucleos no polo micropilar. C-E: Flor aberta. C:
Saco embrionario maduro (central), associado a outros dois sacos embrionarios em
desenvolvimento (*). D: Detalhe da oosfera e saco embrionério adicional (*). E:
Embrido em inicio de desenvolvimento. F: Corte transversal de uma semente em
desenvolvimento. E possivel observar trés sacos embrionarios, um com embrido e os
outros dois com nucleos do endosperma (*). G: Corte longitudinal de uma semente
poliembriénica, sendo possivel visualizar dois embrides na regido micropilar. H: Corte
transversal da semente, com presenca de dois sacos embrionarios (*) e um embrido
adventicio crescendo do nucelo em diregcdo a um dos sacos embriondrios (seta). I:
Corte longitudinal de uma semente madura com trés embrides (*). An: antipodas; E:

embrido; NPs: nacleos polares; O: oosfera; S: sinérgide.
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Figura 4. Miconia fallax. A-B: Reacdo com azul de anilina em microscopio de
fluorescéncia, evidenciando os graos de pdlen germinando na superficie estigmatica. C-
E: Sementes com um, dois e quatro embrides germinando, respectivamente. Em D, a
seta indica a germinacdo de uma plantula invertida, com cotilédone voltado para a
regido micropilar. Em E, as setas apontam para as raizes dos embrides. F: Plantula
originada de semente com um embrido. G: Plantulas com tamanho semelhante,
originadas de semente com dois embrides. H: Plantulas com tamanhos distintos,
originada de semente com dois embrides. I-J: Plantulas com diferengas de tamanho e

morfologia, originadas de sementes com trés e quatro embrides, respectivamente.
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Figura 5. Miconia pepericarpa. A-D: Pré-antese. A: Corte transversal do ovario
trilocular, com um ou dois évulos em cada léculo. B: Corte longitudinal do 6vulo. C:
Corte transversal do 6vulo. D: Detalhe da regido micropilar do 6vulo. E: Material obtido
a partir da fixacdo em sulfato ferroso em formalina, evidenciando a presenca de
compostos fendlicos em células ao redor do feixe vascular. F: Botao 3. Célula
esporogénica. G: Botao 4. Célula-mae de megasporos. H: Botao 5. Tétrade de
megasporos, com megasporo calazal funcional. CE: Célula esporogénica; CMMes:
célula-mae de megasporos; FV: feixe vascular; SE: saco embrionario; TE: tegumento

externo; Tl: tequmento interno; TMes: tétrade de megéasporos.
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Figura 6. Miconia pepericarpa. A-D: Flor aberta. A: Detalhe das sinérgides com
aparato filiforme em evidéncia, corado em rosa. B: Nucleos polares da célula média. C:
Zigoto e um dos nucleos do endosperma (seta). D: Tubo polinico chegando a regiao do
saco embrionario e penetrando uma das sinérgides (seta). E: Superficie estigmatica
com graos de pdlen. F: Detalhe da germinacdo de um grdao de pdlen na superficie
estigmatica (seta). G, H: Reacdo com azul de anilina sob microscépio de fluorescéncia,
evidenciando a germinacdo dos graos de pdélen no estigma e crescimento do tubo

polinico no estilete (H). NPs: nlcleos polares; S: sinérgide; Z: zigoto.
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CONCLUSOES
Os resultados obtidos através do presente trabalho permitiram as seguintes

conclusoes:

» Miconia fallax pode ser classificada como uma apomitica facultativa, ja que
preserva 0s mecanismos que possibilitam a reproducdo sexuada, incluindo os
processos de formacao de graos de polen viaveis e o desenvolvimento de sacos
embrionarios sexuados, formados a partir de um megasporo reduzido.

» A espécie apomitica M. fallax, parece apresentar dois tipos diferentes de
mecanismos de apomixia: a aposporia e a embrionia adventicia.

» A espécie apomitica M. fallax é polipléide, 0 que acarreta uma menor proporgao
de gréaos de pélen vidveis formados, em comparacao com a espécie sexuada;

» A apomixia em M. fallax, além de estar relacionada a poliploidia, também esta

relacionada com a formagao de sementes poliembridnicas.
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