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I. INTRODUGAO

1. O fenémeno apomitico

Nas angiospermas a reprodugao sexuada ocorre através da uniao dos
gametas feminino (oosfera) e masculino (célula generativa), ambos reduzidos
cromossomicamente durante a meiose. Nas plantas sexuadas, os gametas
femininos sao resultantes de meiose em células mae de megasporos
(megaspordcitos), contidas nos ovarios, enquanto os gametas masculinos resultam
de meiose nas células mae de micrésporos (microsporécitos), contidas nas anteras.
Assim, a meiose precede a formagao dos gametas enquanto a fertilizagao restaura
0 numero cromossomico somatico. Dupla fertilizagdo € o processo pelo qual um
nucleo generativo funde-se a oosfera para produzir o zigoto, enquanto um segundo
nucleo generativo une-se ao nucleo central para formar o endosperma, o tecido
nutritivo do embrido. Portanto, meiose e fertilizacao sao processos que antecedem
o desenvolvimento da geragao esporofitica em plantas sexuadas.

Em certos grupos de angiospermas a reprodugdo sexuada é
regularmente combinada ou substituida por um processo de reprodugao assexuada
denominado apomixia. Winkler (1908) incluiu em sua definicao de apomixia os
varios tipos de reprodugao vegetativa por meio de sementes, bulbos, bulbilhos,
estoloes e rizomas. Segundo Asker (1979), entre outros, mais importantes sao os
casos nos quais as sementes sao formadas sem a fertilizagao da oosfera,
fendmeno denominado agamospermia. Agamospermia € um fendémeno reprodutivo
que consiste de dois processos essenciais: apomeiose, isto €, a formagao de
oosferas nao reduzidas e partenogénese, ou seja, a formagao de embrides sem
singamia (Kojima & Nagato, 1992). De acordo com Dujardin & Hanna (1994),
agamospermia € um processo reprodutivo controlado geneticamente que elimina
(ou modifica) a meiose feminina e a singamia para produzir embrides idénticos a
planta mae. Uma diferenca fundamental entre os processos agamospérmico e
sexuado é que, no primeiro, o embridao é derivado unicamente de células do tecido
materno do o6vulo. Atualmente, os termos apomixia e agamospermia sao
considerados equivalentes (Asker, 1984; Nogler, 1984a) e os demais tipos de
reproducao vegetativa sao excluidos do conceito de apomixia.

De acordo com Koltunow (1993), na reprodugao sexuada o évulo tem
um papel multifuncional porque é o local onde ocorrem 0s processos sequenciais

de gametogénese feminina, fertilizacao e desenvolvimento do embriao. Uma




sequéncia definida de eventos deve estar completa para resultar na geragao de
uma semente fértii e geneticamente unica, como produto final da reproducgao
sexuada. Esta sequéncia compreende os seguinte eventos: diferenciagao da célula
mae de megasporos a partir da nucela, produgao de megasporos através de
meiose (megasporogénese), selecao do megasporo funcional, desenvolvimento do
saco embrionario através de processos mitoticos (megagametogénese), maturagao
do saco embrionario, dupla fertilizacao e formagdao do embriao e endosperma.
Nestas plantas, a auséncia ou interrup¢ao de qualquer um destes eventos resulta
na suspensao do programa de desenvolvimento e no aborto da semente.

Em contraste com a reprodugao sexuada, processos agamospermicos
omitem de forma regular alguns dos eventos desta sequéncia e, ainda assim,
produzem embrides viaveis. O saco embrionario, quando formado, pode ser
derivado de divisoes mitéticas ou de meiose modificada de uma célula mae de
megasporos ou ainda através de divisGes mitdticas de uma célula somatica do
ovulo, resultando em oosferas nao reduzidas, a partir das quais o embridao se
origina partenogeneticamente. Portanto, meiose e fertilizagao da oosfera nao
antecedem o desenvolvimento do embridao e, assim, a progénie de plantas
agamospérmicas € constituida de réplicas exatas da planta mae (Hanna & Bashaw,
1987).

Nogler (1984a) afirmou que o fenémeno agamospérmico inclui,
fundamentalmente, dois modos de reprodugao: a embrionia adventicia e a apomixia
gametofitica. Na embrionia adventicia, o embriao se desenvolve sem a formacgao de
saco embrionario, a partir de células de tecidos externos ao saco embrionario,
podendo ser derivado de dois tecidos somaticos diferentes do évulo maduro: a
nucela e o integumento interno (Lakshmanan & Ambegaokar, 1984; Koltunow,
1993). A forma nucelar da embrionia adventicia € a mais comum. Segundo Wakana
& Uemoto (1987), em Citrus e em alguns outros géneros que apresentam embrionia
adventicia, polinizacao e subsequente fertilizagdo de um saco embrionario sexuado
sao pré-requisitos para iniciagdo de embrides adventicios no évulo. A presencga do
embrido sexuado estimula a formagdo de embrides adventicios na nucela e, deste
modo, a semente madura pode conter além do embriao sexuado, um, dois, ou
raramente mais, embridbes adventicios. O desenvolvimento dos embridces

adventicios depende do endosperma originado nos sacos embrionarios sexuados.

A producao de dois ou mais embribes num mesmo o6vulo é denominada
poliembrionia (Webber, 1940).
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Na apomixia gametofitica o saco embrionario pode originar-se de um
megasporo nao reduzido ou de uma célula somatica do dvulo. A apomixia
gametofitica inclui dois processos distintos de formag¢ao do saco embrionario nao
reduzido, baseado no tipo de célula inicial envolvida: a) diplosporia, na qual o saco
embrionario origina-se da célula mae de megasporos diretamente através de mitose
ou indiretamente através de meiose modificada, neste caso com a formagéao de um
nucleo de restituicao; b) aposporia, na qual o saco embrionario origina-se de uma
célula somatica do ovulo, usualmente da nucela. Em ambos os casos o saco
embrionario originado € nao reduzido e tende a apresentar o mesmo padrdo de
formagao observado nas espécies sexuadas relacionadas. Apomixia gametofitica
sempre implica em duas modificagées principais quando comparada a reproducao
sexuada: a formagao de sacos embrionarios nao reduzidos e a capacidade da
oosfera de se desenvolver partenogeneticamente (Maheshwari, 1950).

Diplosporia € composta de trés subtipos: Antennaria, Taraxacum e
Ixeris. Destes, o subtipo Antennaria € o mais freqlente, sendo descrito
primeiramente em Antennaria alpina, na qual a célula mae de megasporos nao
entra em meiose mas, apés um longo periodo de intérfase, cresce e sofre
vacuolizagao agindo, entao, como um megasporo nao reduzido. Trés mitoses levam
a formagao do saco embrionario 8-nucleado, maduro. Este subtipo de diplosporia é
amplamente distribuido entre espécies dos géneros Antennaria (Davis, 1967;
Stebbins, 1932), Eupatorium (Holmgren, 1919; Sparvoli, 1960; Coleman & Coleman,
1984, 1988; Coleman, 1989), Poa (Gustafsson, 1939), Calamagrostis (Nygren,
1949), Parthenium (Esau, 1946), Elastotema (Fagerlind, 1944), entre outras.

O subtipo Taraxacum caracteriza-se pelo fato de que a célula mae de
megasporos entra em profase meidtica mas, devido a assinapse, os univalentes
permanecem espalhados sobre a placa metafasica nao ocorrendo migragao aos
pélos. Conseqlientemente, a primeira divisdo meidtica resulta na formagcao de um
nucleo de restituicao que engloba todo o complemento cromossémico somatico e a
segunda em uma diade nao reduzida. Usualmente, a célula da regiao chalazal
dessa diade sofre trés mitoses levando a formagdo do saco embriondrio 8-

nucleado. Representantes importantes do subtipo Taraxacum estdao entre os

géneros Taraxacum (Gustafsson, 1939; Johansen, 1950; Davis, 1967); Erigeron

(Holmgren, 1919); Arabis e Paspalum (Khush et al., 1994), entre outros.
O subtipo Ixeris, como o Taraxacum, caracteriza-se pela ocorréncia de

uma divisao meiodtica assindética levando a formagao de um nucleo de restituigao,
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que passa por uma divisao correspondente a segunda divisao meiética, porém nao
ocorre citocinese, o que resulta em um saco embrionario contendo dois nucleos.
Duas divisdoes mitéticas subsequentes resultam no saco embrionario 8-nucleado. O
subtipo Ixeris € de ocorréncia limitada sendo encontrado no género Ixeris (Okabe,

1932) e em alguns outros representantes da familia Compositae, como Rudbeckia

(Nygren, 1954) e Erigeron (Gustafsson, 1935) e também na familia

Plumbaginaceae (Nogler, 1984a).

Gustafsson (1946) sugeriu que os subtipos de diplosporia podem ser
influenciados por fatores ambientais. Sparvoli (1960) demonstrou que em
Eupatorium riparium ha uma mudanga do “subtipo mitético” (Antennaria) para o
“subtipo meiético” (Taraxacum) de acordo com as condigbes de cultivo. Seus
resultados sugerem que nao ha diferengas fundamentais entre estes subtipos de
diplosporia.

Segundo Burson (1994), para se distinguir entre sacos embrionarios
diplospdricos e sexuados, os estagios iniciais de desenvolvimento no évulo devem
ser cuidadosamente observados. A melhor evidéncia de diplosporia é a auséncia de
meiose e, consequentemente, de uma tétrade de megasporos ou de qualquer
resquicio da tétrade. A presenca de uma célula mae de megasporos alongada
estendendo-se desde a micropila até o centro do ovulo sugere desenvolvimento
diplospdrico.

Na aposporia o saco embrionario nao reduzido surge a partir de
células somaticas no o6vulo, usualmente da nucela. Varias células podem iniciar
desenvolvimento apospérico mas, normalmente, somente uma da origem ao saco
embrionario maduro. Aposporia inicia-se apoés a diferenciagcao da célula mae de
megasporos que, geralmente, sofre meiose e origina os quatro megasporos. Porém,
os megasporos sao eliminados pela invasao da célula apospdrica e o saco
embrionario aposporico ocupa a posigao proxima a micropila. Uma vez ocupado o
I6bulo nucelar, a célula apospdrica sofre trés divisdes mitéticas formando o saco
embrionario maduro, nao reduzido. O embriao desenvolve-se
partenogeneticamente a partir da oosfera nao reduzida mas a polinizagao é
necessaria para o desenvolvimento do endosperma (Khush et al., 1994). A célula
apospdrica inicial € primariamente reconhecida pelo crescimento vigoroso, pelo
grande tamanho de seu nucleo, especialmente do nucléolo, e por ser altamente
vacuolizada, causando compressao e degeneragao dos megasporos sexuados

(Nogler, 1984a). Nas espécies aposporicas nao ocorre meiose durante o
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desenvolvimento dos sacos embrionarios apospéricos. Em tais plantas, a formagao
de sacos embrionarios reduzidos e nao reduzidos pode ocorrer simultaneamente no
mesmo ovulo. Porém, usualmente, a célula mae de megasporos ou os produtos de
sua divisao meidtica sao esmagados pela célula aposporica, de forma que somente
0 saco embrionario apospoérico persiste. De acordo com Bashaw & Hanna (1990),
aposporia € o mecanismo de apomixia predominantemente encontrado em
gramineas, somando mais de 95% das espécies apomiticas conhecidas. Aposporia
ja foi observada em espécies dos géneros Hieracium (Gustafsson, 1946); Crepis
(Stebbins & Babcock, 1939); Dichanthium (Reddy & D'Cruz, 1969; Saran & De Wet,
1970), Eupatorium (Coleman & Coleman, 1984); Poa (Akeberg, 1939), Pennisetum
(Chapman & Busri, 1994), Lamprothyrsus (Connor & Dawson, 1993), entre outras.

Uma forma peculiar de aposporia ocorre na familia Gramineae, na
qual durante o desenvolvimento do saco embrionario nao ocorre a terceira divisao
mitdtica e, assim, o saco embriondrio maduro contém quatro nucleos (duas
sinérgides, oosfera e nucleo polar) ao invés dos oito nucleos caracteristicos.
Portanto, nesta familia, os sacos embrionarios apospéricos distinguem-se dos
sexuados por sua estrutura. Savidan (1984) afirmou que o aumento de tamanho e a
diferenciacao das células apospdricas nas gramineas tropicais ocorre, geralmente,
antes do inicio da meiose, o que facilta o estudo de frequéncia de sacos
embrionarios sexuados e aposporicos no nivel de populagoes.

Segundo Koltunow (1993), cada um dos tipos de agamospermia
apresenta um periodo diferente de inicio de desenvolvimento do évulo em relagao a
reprodugcao sexuada. Diplosporia e aposporia sao iniciadas precocemente, junto
com a diferenciagcao da célula mae de megasporos no caso de diplosporia ou apos
a diferenciagao na aposporia. Em contraste, embrionia adventicia é iniciada
tardiamente em ovulos ja maduros. O tempo de iniciagdo da aposporia € um
indicador se processos sexuados e aposporios podem coexistir num mesmo o6vulo.

Christoff & Papasova (1943) demonstraram que em Potentilla quando a iniciagao da

aposporia € suficientemente precoce os sacos embrionarios sao totalmente

aposporicos, enquanto que se a iniciagdo for tardia e a formagao do
megagametofito sexuado estiver relativamente avancada ambos os tipos de saco
embrionario podem coexistir.

Apomixia esta amplamente distribuida entre as angiospermas. Mais de
300 espécies espalhadas em 35 familias sao apomiticas, o que indica uma origem
polifilética para o fendmeno (Khush et al., 1994). Richards (1986) afirmou que
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agamospermia esta presente em cerca de 15% das familias de angiospermas, mas
que 75% dos taxons agamospérmicos pertencem a apenas 3 familias: Compositae,
Gramineae e Rosaceae. Portanto, é possivel supér que as espécies destas
familias, que apresentam altos niveis de poliploidia e hibridizagao, sao de alguma
forma “pré-adaptadas” a agamospermia, as compostas a diplosporia e gramineas e
rosaceas a aposporia.

Agamospermia pode ser obrigatéria ou facultativa, dependendo da
produgcao de sementes se inteiramente por via assexuada ou em parte sexuada.
Um agamospérmico obrigatorio apresenta as seguintes caracteristicas: nao
ocorréncia de meiose reducional nem fusdao sexual, desenvolvimento
partenogenético do embriao e, com excegao das espécies pseudogamicas,
desenvolvimento espontaneo do endosperma (Richards, 1986). Agamospérmicos
facultativos, ao contrario, tém a capacidade de se reproduzir tanto sexuada quanto
apomiticamente. Tais plantas produzem oosferas nao reduzidas e reduzidas que
podem se desenvolver partenogeneticamente ou apds fertilizagao, respectivamente.

Schmidt & Antlfinger (1992) afirmaram que o grau de sexualidade
exibido por uma espécie agamospérmica € uma jungcao de fatores genéticos e
ambientais. A frequéncia com que embrides sexuais sao observados em apomiticos
facultativos € altamente variavel e influenciada pelo ambiente. Saran & De Wet
(1976) demonstraram que Bothriochloa intermedia se reproduz sexuadamente
durante o verao e através de agamospermia durante o inverno. Knox (1967) e Knox
& Heslop-Harrison (1963) encontraram diferengas significativas na formacao de
sacos embrionarios apomiticos e sexuados relacionadas ao regime de luz e
alteracées de altitude na espécie tetrapléide Dichanthium aristatum, tal que altitudes
elevadas e dias curtos sao associados a uma alta incidéncia de sacos embrionarios
aposporicos. Burton (1982), estudando o efeito do ambiente sobre agamospermia
em Paspalum notatum, encontrou que uma alteragao no comprimento do dia de 10
para 14 horas fez com que um clone apomitico se reproduzisse sexuadamente.
Evans & Knox (1969) demonstraram para Themeda australis que dias curtos
induzem a formagao de sacos embrionarios apospéricos. Hu et al. (1991) induziram
quimicamente a formacao de sementes apomiticas em milho através do uso de
diferentes combinagdes de reguladores de crescimento, colchicina e dimetil
sulfoxido (DMSO). Gounaris et al. (1991) demonstraram que a presenga de sais

organicos modifica a frequiéncia de sacos embrionarios sexuados e aposporicos em

Cenchrus ciliaris. Em Medicago sativa subsp falcata a ocorréncia de diplosporia foi




maior em camaras de crescimento (temperatura mais elevada, maior variagao de
fotoperiodo e maior intensidade luminosa) do que em condigcoes de campo
(Barcaccia et al., 1997). Por outro lado, Hussey et al. (1991) trabalhando com
Pennisetum ciliare concluiram que nao existe relagao entre fotoperiodo e frequéncia

de sacos embrionarios sexuados, sob condi¢cdes de campo e controladas.

2. Formacao do embriao e endosperma nas espécies apomiticas

Cooper & Brink (1949) afirmaram que o endosperma é fundamental
para o desenvolvimento da semente pois realiza duas fungdes basicas: a) elabora e
acumula nutrientes que serao absorvidos pelo embriao e b) exerce uma agao
reguladora nas porgoes maternas da semente, particularmente durante os estagios
iniciais de pos-fertilizagcao. Em apomiticos pseudogamicos e plantas sexuadas,
fertilizacao do nucleo central resulta no desenvolvimento do endosperma, cuja
funcao inicial & absorver e transferir nutrientes a partir dos tecidos maternos para o
embriao em crescimento (Schell et al., 1984). Kapil & Bhatnagar (1983) acreditam
que enzimas da célula central sao responsaveis pelo inicio da hidrélise da nucela e
integumentos. Na familia Gramineae, aborto de pro-embriao em cruzamentos inter-
especificos € causado por disturbios no desenvolvimento do endosperma, o que
leva a crer que o desenvolvimento do embriao necessita de nutrientes vindos do
endosperma (Masand & Kapil, 1966). Matzk (1991), no entanto, afirmou que o
desenvolvimento do endosperma exerce apenas efeito regulador na nutricao do

pro-embridao, podendo ser substituido pela aplicagao de auxina, o que faz com que

o embridao originado partenogeneticamente seja capaz de absorver nutrientes de

tecidos maternos vizinhos diretamente ou via suspensor.

Durante o desenvolvimento da semente em angiospermas, a oosfera
desenvolve-se num embrido, a célula central fertilizada da origem ao endosperma e
os integumentos do évulo formam a testa da semente. Durante a reproducgao
sexuada, estes trés processos sao dependentes da dupla fertilizacao da oosfera e
da célula central. Em contraste, em espécies apomiticas uma ou mais destas vias
de desenvolvimento sé@o ativadas na auséncia de fertilizagao (Drews et al., 1998).

De acordo com Lopes & Larkins (1993), o balango genético existente
entre o endosperma, o embriao e os tecidos maternos é considerado a "chave"
necessaria para o desenvolvimento normal da semente, embora estas interagdes
permanecam nao esclarecidas totalmente. Estes autores consideram o endosperma

como o meio que sustenta a embriogénese, também atuando como fonte de




nitrogénio, enxofre, minerais e energia para o embriao durante o processo de
germinagao. Pouco se sabe a respeito do momento no qual o embridao comeca a
utilizar o endosperma para nutricao. Por exemplo, nao € claro se o embriao recebe
passivamente nutrientes mobilizados pelo endosperma ou se tal processo é
coordenado apenas pelo desenvolvimento do embriao ou se por uma agao conjunta
desses tecidos. Certamente, adaptagoes estruturais e fisiolégicas controlando tais
interagées e o crescimento coordenado de endosperma e embrido devem ser
necessarias, poréem nao existem indicios sobre o estabelecimento e a regulagao
destas interacgées.

Em Arabidopsis thaliana, uma planta sexuada, tém sido descritas
mutacgoes que afetam o balang¢o entre o desenvolvimento do embriao e endosperma
e, desta forma, o desenvolvimento da semente ocorre independentemente de

fertilizacao. A mutagao fie (endosperma independente de fertilizagao) afeta

especificamente a célula central resultando na replicagao de seu nucleo e no

desenvolvimento do endosperma (Ohad et al, 1996). A mutagao fis (semente
independente de fertilizagao) controla o desenvolvimento da semente em plantas
que apds polinizagado e dupla fertilizagao abortariam (Chaudhury et al, 1997).
Segundo Preuss (1999), estas mutagdes sao particularmente importantes porque
se assemelham ao padrao de desenvolvimento encontrado em plantas que se
reproduzem através de apomixia, uma forma de reproducao independente de
fertilizagao.

A variagao nos niveis de ploidia do endosperma pode ocorrer em
consequéncia da fusao ou nao dos nucleos polares (Nogler, 1984a). Stebbins &
Jenkins (1939) observaram em Crepis endosperma 2n e 4n surgindo a partir de
nucleos polares livres ou fundidos, o que significa que fusao de nucleos polares nao
é pré-requisito para atividade mitética do endosperma.

A iniciagao do endosperma nas espécies agamospérmicas pode ser
completamente independente do processo de polinizagdao, resultando em
desenvolvimento autbnomo do endosperma (apomixia autdnoma), ou polinizagao
pode ser necessaria para a fecundagao dos nucleos polares, levando ao
desenvolvimento pseudogamico do endosperma, sendo que neste caso somente a
oosfera se desenvolve partenogeneticamente (apomixia pseudogamica). A maioria
dos apomiticos da familia Compositae tem desenvolvimento autbnomo do
endosperma, enquanto a maior parte dos apomiticos das familias Gramineae e

Rosaceae é pseudogamica (Nogler, 1984a). Nas espécies pseudogamicas o inicio
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do desenvolvimento do endosperma requer a fertilizagao dos nucleos polares, o que
foi confirmado através de andlises citolégicas de metafases de endosperma
(Hakansson, 1943; Rutishauser, 1954), observagao direta da fertilizacao (Coe,
1953; Chao, 1980) ou através de analises eletroforéticas de esterases do
endosperma em Allium tuberosum (Kojima & Nagato, 1992).

Nogler (1984a) afirmou que “o estudo do endosperma é ainda um dos
aspectos menos conhecidos da embriologia de apomiticos gametofiticos”, sendo
esta uma das razdes pelas quais os sistemas de classificagdo de apomixia nao
consideram o endosperma como um fator de classificagao, havendo apenas a
distingao entre divisao pseudogamica e autdnoma.

Gustafsson (1946) reconheceu trés estagios que conduzem a plena
assexualidade do endosperma nas espécies com desenvolvimento auténomo. No
estagio primario, os ntcleos polares se fundem antes da iniciagdo do endosperma.
Este estagio foi observado em Eupatorium squalidum (Coleman & Coleman, 1984),
Chondrilla (Poddubnaja-Arnoldi, 1933), Taraxacum e Elastotema (Fagerlind, 1944),
entre outras. No segundo estégio, os nucleos polares se fundem ou nao, condigao
encontrada em Eupatorium glandulosum (Holmgren, 1919), Ixeris dentata (Okabe,
1932) e Crepis (Stebbins & Jenkins, 1939). Plena assexualidade ocorre quando os
nucleos polares ndao se fundem antes da formagédo do endosperma, condigao
observada em Eupatorium callilepis (Coleman & Coleman, 1984) e E. odoratum
(Coleman, 1989).

Geralmente, todas as espécies apomiticas de um género apresentam
o mesmo tipo de desenvolvimento do endosperma, autdnomo ou pseudogamico.
Apomiticos pseudogamicos, que dependem de pdlen para a fertilizagao dos nucleos
polares, em geral apresentam microsporogénese e formagao de graos de pdlen
normais ou pouco alteradas. No caso das plantas pseudogamicas que apresentam
esterilidade masculina a produgdo de sementes € dependente da polinizagao por
espécies ndo apomiticas vizinhas (Smith, 1963; Nygren, 1950).

Em muitas espécies pseudogamicas o embridao inicia o seu

desenvolvimento somente apds a iniciagao do endosperma, como 0 que ocorre em

Hypericum perforatum (Noack, 1939), Ranunculus auricomus (Rutishauser, 1954),

R. cassubicus (Izmailow, 1967) e muitas espécies apospédricas da familia
Gramineae, como Panicum maximum (Warmke, 1954), Pennisetum ciliare (Snyder
et al. 1955) e P. dubium (Gildenhuys & Brix, 1959).
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Outras espécies pseudogamicas, ainda em fase de botao apresentam
desenvolvimento precoce do embriao (embrionia precoce) e, assim, a formagao do
embridao precede o desenvolvimento do endosperma, que ocorre somente apés a
fertilizacdo do nucleo central. Alguns exemplos sao Poa (Akerberg, 1942),
Parthenium (Esau, 1946), entre outros. Certos géneros apresentam uma condigao
transitoria, apresentando espécies com ou sem embrionia precoce como Potentilla
(Rutishauser, 1948; Smith, 1963) e Paspalum (Snyder, 1957, Reusch, 1961).
Embrionia precoce prevalece em apomiticos auténomos, como Hieracium
(Skalinska, 1973), Taraxacum (Malecka, 1971), Eupatorium (Bertasso-Borges &
Coleman, 1998) e, neste caso, o endosperma pode iniciar seu desenvolvimento

antes da antese.

3. Meiose e esporogénese nas espécies apomiticas

Meiose € um processo complexo controlado por centenas de genes,
sendo que a maioria dos fatores que afetam a meiose nos organismos dipldides
também influenciam os processos meiéticos nos polipléides. Nas plantas superiores

ha genes que controlam a habilidade dos cromossomos para o pareamento e a

localizagdo e numero de quiasmas. Outros podem limitar seus efeitos a

microsporogénese ou a megasporogénese e ainda outros sao expressos durante a
gametogénese (Jackson, 1976).

As irregularidades durante a meiose nas plantas apomiticas oferecem
material favoravel para se estudar o mecanismo de meiose em geral, sendo que
anormalidades encontradas nas anteras nao sao correlacionadas com aquelas
presentes nos ovulos. O estudo citolégico de um grande numero de apomiticos
demonstra que alguns apresentam microsporogénese normal, outros, diversas
anormalidades ou até auséncia de meiose masculina (Stebbins, 1941). No entanto,
as espécies pseudogamicas nao apresentam muitas anormalidades meiodticas na
microsporogénese, ja que a produgao de sementes depende de pdlen viavel capaz
de fertilizar o nucleo central e dar inicio a formagdao do endosperma. Segundo
Stebbins (1950), as anormalidades mais marcantes de micro e megasporogénese
sao encontradas naquelas plantas que combinam diplosporia com desenvolvimento
auténomo do endosperma, considerando que nao ha necessidade de fecundacao
dos nucleos polares.

Sullivan (1976), trabalhando com espécies norte-americanas de

Eupatorium, afirmou que todas as plantas dipléides produziram pdélen normal, de
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forma e tamanho uniformes. Em contraste, a maioria das plantas tripldides e
tetrapldides nao produziram graos de podlen ou os produziram mal-formados.
Segundo Chaudhury (1993), fertiidade masculina requer um certo numero de
eventos coordenados para o desenvolvimento. Estes incluem a formacao de
estames e anteras do meristema vegetativo, o desenvolvimento de graos de podlen
dentro dos léculos da antera, a liberagao oportuna e deposi¢cao de pélen no estigma
e, finalmente, em plantas compativeis, a interagao entre os gametas feminino e
masculino que assegure fertilizagdao. Mutagées que perturbem um desses
processos dao origem a uma planta com funcao de pdlen prejudicada porém com
fertilidade feminina normal. Tais mutagdes sao descritas como male-steriles (ms).

Mutantes male-sterile tém sido identificados em muitas plantas.
Embora a maioria dos genes para esterilidade masculina e seus alelos selvagens
ainda nao tenham sido clonados e estudados (Aarts et al., 1993), analises
fenotipicas e histologicas sugerem que algumas mutagoes male-sterile afetam a
diferenciagao e/ou fungao de diversos tipos celulares da antera, incluindo aqueles
no estdmio, tapetum, endotécio e as camadas arquesporiais e espordgenas dos
primérdios da antera (Goldberg et al., 1993).

Antes da meiose os microspordcitos sintetizam uma parede celular
especial, composta de calose (1,3 B-glucan). A deposi¢ao de calose & continua
durante a meiose tal que a tétrade de micrésporos também é rodeada por calose.
Apés o final da meiose e o inicio da formagao da parede de exina, a calose é
degradada pela calase liberando os microsporos. Esterilidade masculina em
linhagens male sterile de petunia (Frankel et al., 1969), Lilium (Steiglitz & Stern,
1973) e tabaco transgénico (Worral et al, 1992) tem sido atribuida a atividade
precoce de calase, o que leva a dissolugao prematura da parede de calose ao redor
dos microspordcitos. A funcao da calose e sua degradagao (apés o final da meiose)
na microsporogénese nao sao conhecidas, mas a existéncia de varias linhagens
male-sterile nas quais o tempo de dissolugao da calose é perturbado, sugere que

tanto a presenca da calose quanto sua degradagao no tempo apropriado sao

essenciais para o desenvolvimento normal do pélen (Chasan, 1992).

De acordo com Gentcheff & Gustafsson (1940), os disturbios
observados durarte a meiose sdo usualmente distintos nos évulos e anteras da
mesma espécie. As irregularidades mais frequentes na meiose podem estar

relacionadas ao comportamento e a distribuicao dos cromossomos, como auséncia
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de pareamento e contragcdo cromossOmica e retardamento ou precocidade das
divisdes meidticas.

Nas espécies diplospdricas, durante a meiose feminina os
cromossomos nao pareados podem ocorrer espalhados sobre a placa metafasica, o
que leva a formagdo de um nucleo de restituicao (diplosporia dos subtipos
Taraxacum e Ixeris). Segundo Asker & Jerling (1992), a producao de nucleos de
restituicao € uma das principais causas de formacao de gametofitos e oosferas nao
reduzidas.

Em certos estagios da reproducao sexuada uma camada de calose
serve para isolar as células envolvidas na formagdo do saco embrionario. De
acordo com Rodkiewicz (1970), nas espécies sexuadas que formam gametofitos
femininos monosporicos e bispéricos, durante a megasporogénese calose é
depositada primeiro ao redor da parede da célula mae de megasporos e, entao, nos
megasporos. A barreira de calose possivelmente atua como um filtro molecular,
permitindo a passagem de nutrientes, porém isolando a célula mae de megasporos
de hormdnios ou outras moléculas da nucela que possam difundir-se e interromper
a meiose. Nas espécies sexuadas, quatro megasporos resultam do processo de
meiose porém, usualmente, somente um é funcional. Neste a parede de calose
torna-se delgada ou ausente. A permanéncia de calose nas paredes dos
megasporos nao funcionais, provavelmente, assegura que somente 0 megasporo
funcional receba nutrientes da nucela (Reiser & Fischer, 1993).

O padrao de deposicao de calose em 6vulos de espécies sexuadas
nao é conservado durante a formagao do saco embrionario apomitico. Crane &
Carman (1987) e Carman et al. (1991) realizaram um estudo histoldgico
comparativo da parede celular, durante a megasporogénese, em duas espécies de

Elymus: E. rectisetus (apomitica) e E. scabrus (sexuada). Suas observagoes

demonstraram a presenca de uma substancial parede de calose nas células mae

de megasporos na espécie sexuada E. scabrus e a auséncia de tal parede na
espécie apomitica E. rectisetus. Da mesma maneira, Leblanc et al. (1995)
demonstraram que espécies sexuadas de Tripsacum apresentam uma camada de
calose no megasporécito, enquanto nos megasporécitos diplosporicos esta camada
€ ausente.

Peel et al. (1997) observaram o padrao de deposicao de calose em
células mae de megasporos de Eragrostis curvula e varias linhagens de Tripsacum,

ambas diplospdricas, e em trés espécies apospéricas — Pennisetum ciliare, P.
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squamulatum e Poa pratensis. Nas espécies diplosporicas, calose foi observada em
somente um de 376 pistilos pertencente a E. curvula, uma espécie sexuada
facultativa. A auséncia de calose durante a megasporogénese deve ser
caracteristica das especies diplospéricas. Embora presente, a distribuicdo e a
quantidade de calose observada em apomiticos apospodricos foi extremamente
reduzida, possivelmente como resultado de aborto das células mae de megasporos
ou ativacao precoce das células nucelares. A auséncia de calose sugere que
diplosporia resulta de mutagoes que afetam a deposi¢cao de calose, alterando o
processo meiotico normal.

Segundo Koltunow (1993), estas observagdbes podem ser
representativas da formagao de sacos embrionarios apomiticos em geral, porém
ainda nao se sabe se podem ser consideradas universais. A comparagao de
espécies apomiticas e sexuadas sugere que calose no megaspordécito é essencial
para meiose e desenvolvimento normal do saco embrionario. Porém, em outras

espécies, tanto sexuadas como apomiticas, a formagdo de uma parede ocorre

durante a embriogénese, o que sugere que seja necessaria para o desenvolvimento

do embriao, independentemente do fato deste ser derivado de processos sexuados

ou assexuados.

4. Regulacao genética da apomixia

Apomixia € um fendmeno controlado geneticamente. Para
entendermos a regulagao genética de apomixia devemos lembrar que ha dois
componentes principais neste fenédmeno: a producgao de oosferas nao reduzidas e o
desenvolvimento partenogenético destas oosferas. Segundo Asker (1979),
diferentes genes ou grupos de genes controlam as duas modificagdes do ciclo
sexual para se obter um ciclo apomitico. Além disso, ha variagao nas vias pelas
quais apomiticos "evitam" a meiose reducional. Todos esses fatores sao
controlados por genes apomiticos que se localizam em varios locos e cuja
expressao resulta de uma resposta de dosagem que € mais facilmente conseguida
através da poliploidizagcao, havendo, portanto, uma forte associagao entre apomixia
e poliploidia (Mogie, 1988).

Ha muito tempo o background genético de apomixia para muitos
géneros vem sendo estudado. O recurso usual é realizar cruzamentos entre
espécies apomiticas facultativas e seus parentes sexuados, seguido pelo estudo do

modo de reproducgao da progénie (Bedinger, 1992; Asker, 1980). De acordo com
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Savidan (1990, 1992), pelo menos 95% de tais cruzamentos foram negativos ou
inconclusivos, o que segundo Khush et al. (1994) se deve a natureza complexa das
espécies apomiticas poliploides.

Varios modelos tém sido propostos para a regulagdao genética da
apomixia. A maioria envolve a existéncia de alelos apomiticos que estariam
presentes em plantas apomiticas e ausentes ou silentes em plantas sexuadas.
Assim, apomixia teria surgido como resultado de mutacées em um ou varios locos
(Grimanelli et al., 1998). Powers (1945) descreveu um modelo de regulagdo para
diplosporia pseudogamica em Parthenium argentatum, assumindo que homozigose
para certos genes recessivos € pré-requisito para reprodugao apomitica, que seria
regulada por trés genes: um controlando a produgao de oosferas nao reduzidas
(alelos A,a), outro impedindo a fertilizacao de oosferas (alelos B,b) e um terceiro
controlando o desenvolvimento partenogenético da oosfera (alelos C,c). Assim,
apomiticos apresentariam o genoétipo aabbcc.

De acordo com Liljefors (1955), a espécie apomitica tetrapléide Sorbus
aria carrega no seu genoma A genes para apomixia, enquanto em S. aucuparia
(dipldide) o genoma B carrega os genes correspondentes para sexualidade.
Cruzamentos entre as duas espécies resultaram em tripléides e tetrapléides com as
seguintes constituicdbes gendmicas: AAAA, AAAB e AAB (obrigatoriamente
apomiticos); ABB (apomitico ou sexuado) e BB (sexuado). De acordo com este
sistema, apomixia e sexualidade sdao dependentes do balango entre os genes que
controlam as duas caracteristicas. Burton & Forbes (1960), apdés o estudo de
cruzamentos entre tetraploides sexuais e apomiticos, afirmaram que o controle da
apomixia em Paspalum notatum se da através de poucos genes recessivos.

A descoberta de uma planta sexuada, provavelmente um mutante,
levou Taliaferro & Bashaw (1966) a investigarem a heranca de aposporia em

Pennisetum ciliare. Auto-cruzamentos desta planta (B-1s) resultaram numa

progénie composta por 13 plantas sexuadas para 3 obrigatoriamente apomiticas.

Quando B-1s foi cruzada com 2 cultivares obrigatoriamente apomiticos, os hibridos
Fy estavam numa proporgao 5:3 (5 plantas sexuadas para 3 apomiticas). Os dados
sugerem que a reproducao nesta espécie € controlada por um sistema de 2 genes,
no qual B condiciona sexualidade e é epistatico sobre A, que controla apomixia.
Assim, os gendtipos de plantas apomiticas e sexuadas seriam Aabb e AaBb,

respectivamente.
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Estudos em varias espécies indicam que aposporia esta sob controle
génico dominante. Nogler (1975, 1982, 1984b, 1986) analisou a heranga da
aposporia no complexo Ranunculus auricomus através de cruzamentos entre a

espécie sexuada dipléide R. cassubicifolius (A*A') e a espécie apospérica

tetrapléide R. megacarpus (A*A'A'A’), concluindo que a indugdo de sacos

embrionarios apospoéricos € controlada por um unico fator apospoérico dominante
(A), sendo que o alelo selvagem A" nao contribui para aposporia. Assim, espécies
apomiticas sa@o heterozigotas A'/A*, enquanto espécies sexuadas sdo homozigotas
para A*. Nos polipléides, um aumento no nimero de genomas carregando A" reduz
a penetrancia do A". O fator apospédrico dominante A" é letal em homozigose.

Em Panicum maximum (Savidan, 1978, 1980, 1981) todas as
segregacdes sdo condizentes com um modelo genético simples para heranga de
aposporia. De acordo com Savidan (1992), um Unico gene dominante dispara uma
cascata de eventos que resultam numa progénie do tipo materna. Assim, dipléides
sexuais tém o gendtipo aa, enquanto o alelo A condiciona aposporia. Deste modo,
apomixia em P. maximum é dominante sobre sexualidade. O controle dominante de
aposporia foi constatado também em Poa (Asker, 1979), complexo Bothriochloa-
Dichanthium (D'Cruz & Reddy, 1971; Harlan et al, 1964) e Pennisetum
squamulatum (Ozias-Akins et al., 1998).

De acordo com Nogler (1989), a presenca do fator apospérico
dominante A" determina, qualitativamente, se o saco embrionario sera aposporico
ou sexuado. O grau de aposporia, ou seja, a porcentagem de dvulos com sacos
embrionarios apospéricos, é determinado ndao somente pela dosagem do gene A,
mas também pelo tempo de indugdo de sacos embrionarios apospdricos em
relagdo ao desenvolvimento meiético do saco embrionario sexuado. Assim, a
inducgéo precoce de aposporia suprime desenvolvimento meiético e aumenta o grau
de aposporia.

Segundo Koltunow (1993), os dados disponiveis até o momento
sugerem que aposporia € controlada por somente alguns poucos genes com
profundos efeitos no mecanismo de reproducao: direcionam uma célula somatica
nucelar a formar um saco embrionario sem meiose, bem como iniciar embriao e
endosperma sem fertilizagdo. Até o presente, os genes envolvidos na reprodugao
apospérica nao foram isolados e, consequentemente, a identidade dos produtos

dos genes e suas fungdes permanecem para serem elucidadas.
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O controle de partenogénese ainda nao é claro, sendo ainda discutido
se todos os processos tém controle genético distinto ou se ha apenas um unico
modo de regulagao (Grimanelli et al, 1998). Segundo Asker (1994), um modo
simples de heranga para apomixia facilitaria seu uso em programas de
melhoramento. Mas, mesmo se ha um unico gene apomitico do tipo tudo-ou-nada,
apomixia € um fenémeno complexo acompanhado por modificagoes diversas e
independentes, como a formagao do endosperma, tempo de desenvolvimento do

saco embrionario e mudangas meiéticas que devem ter regulagao separada.

5. Influéncia da poliploidia e hibridizacao sobre apomixia

A diversidade de mecanismos que plantas apomiticas empregam para
se reproduzir assexuadamente parece indicar que este processo evoluiu
independentemente nos diversos grupos (Goldenberg & Shepherd, 1998). Em
grande parte dos casos apomixia esta associada a poliploidia e hibridizacéo,
embora tais fatores nao sejam vistos como a causa direta da reprodugao apomitica
(Asker, 1994). Ernst (1918) sugeriu uma intima associagdo entre apomixia e
hibridizagdo pois a maioria das plantas apomiticas sao altamente heterozigotas.

Segundo Stebbins (1950), a hibridizagao favorece a obtengao da combinacgao de

genes necessaria para iniciar um ciclo apomitico. Segundo Bashaw & Hanna

(1990), hibridizagdo e poliploidia acompanham apomixia e podem causar
irregularidades meidticas e esterilidade.

Pamilo (1987) afirmou que a auséncia de recombinagdo em
organismos apomiticos previne rearranjos génicos e faz com que a heterozigose no
nivel do individuo aumente, porque novas mutagdes se acumulam no genoma. Tal
variabilidade pode ser importante na evolugcdo adaptativa de organismos
apomiticos, nos quais a flexibilidade dada pela recombinagao é restringida. A alta
heterozigose em apomiticos, resultante de sua freqliente origem através de
hibridizagao, € mantida devido a infrequéncia de recombinagao (Campbell &
Dickinson, 1990). Estudos eletroforéticos de alguns grupos de plantas sexuadas e
apomiticas revelaram que taxons apomiticos tém heterozigose superior a de seus
parentes sexuados (Bayer & Crawford, 1986; Bayer, 1989). Entretanto, Yahara et al.
(1991) revelaram que em Eupatorium altissimum nao ha diferenga substancial em

heterozigose entre plantas apomiticas e sexuadas.
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Apomixia gametofitica esta intimamente associada a poliploidia sendo
que, essencialmente, todos os apomiticos gametofiticos sdo polipléides. Richards
(1996) afirmou que esta associagao € explicada através da expressao no gametoéfito
feminino de genes recessivos letais ligados a genes para apomixia. Muitos destes
letais se expressam no saco embrionario hapléide, mas nao no saco embrionario
nao reduzido de espécies com apomixia gametofitica, nas quais estao protegidos
da expressao numa condi¢ao heterozigota. Tais genes também se expressam em
tubos polinicos hapldides inviabilizando a formagao do endosperma em apomiticos
pseudogamicos diploides. Ainda segundo este modelo, espécies que apresentam
embrionia adventicia sao frequentemente dipldides porque este mecanismo de
agamospermia nao envolve uma geragao gametofitica e, assim, os genes
recessivos letais nao se expressam.

Gustafsson (1947) afirmou que embora genes para apomixia possam
ser encontrados em dipldides através de mutagoes, a agao de muitos desses genes
torna-se evidente no nivel polipléide. No complexo Bothriochloa-Dichanthium (De
Wet, 1968; De Wet & Harlan, 1970) e em Panicum maximum (Savidan, 1978;
Savidan & Pernes, 1982) um ciclo dipldide-tetrapléide-dihaploide foi descrito. Nas
populagcoes destas espécies, as plantas tetraploides apomiticas predominam sobre
as diploides sexuadas. Através da fusao de gametas nao reduzidos, os dipldides
dao origem a plantas autotetrapléides apomiticas. Neste nivel ocorre troca de genes
entre as plantas sexuadas e apomiticas. Nas espécies autotetrapléides ocorre a
produgdo de gametas reduzidos (2n), alguns dos quais originam novas plantas
dipléides (dihapldides) através de partenogénese (partenogénese hapldide). Um
ciclo diploide-tetrapléide-dipldide foi descrito em Potentilla argentea por Asker
(1971, 1977). Nesta espécie as plantas dipléides sao apomiticas facultativas e as
autotetrapldides sexuadas, sendo originadas atraves da fertilizagao entre gametas
nao reduzidos.

Quarin & Hanna (1980) demonstraram que em Paspalum
hexastachyum as espécies dipléides sao sexuadas e auto-estéreis, enquanto as

tetrapldides sao auto-compativeis e se reproduzem por apomixia facultativa.

Segundo eles, o aumento nos niveis de poliploidia leva a interrupgao do sistema de

auto-incompatibilidade e torna a reproducao sexuada facultativa. Neste género,
espécies apomiticas dipldides nao existem, mas aproximadamente 60% das
espécies tetraploides observadas sao apomiticas enquanto as restantes, sexuadas.

Em Themeda australis (Gramineae), dipldides sao sexuados enquanto tetrapléides
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sao apomiticos facultativos (Evan & Knox, 1969). Em T. triandra, tetrapldides sao
apomiticos facultativos enquanto octapléides e niveis maiores de ploidia sao

obrigatoriamente apomiticos (Birari, 1980).

6. Significado evolutivo da apomixia

A hipétese escape from sterility de Darlington (1958) afirma que a
principal vantagem adaptativa de apomixia € restaurar a fertilidade dos individuos
hibridos que, de outra forma, seriam sexualmente estéreis em conseqiéncia de
poliploidia e hibridizagao. Porém, segundo Hignight et al (1991), apomixia
obrigatéria tem sido considerada como “fim-de-linha” evolutivo pois, devido a
auséncia de recombinacao, torna os individuos incapazes de adaptarem-se as
mudanc¢as ambientais. Em tais apomiticos, a heterozigose e o fenétipo materno sao
fixados e mantidos por geragdes sucessivas. Clausen (1954) reconheceu que
apomixia, particularmente apomixia facultativa, nao necessariamente leva a perda

de variabilidade e potencial evolutivo. Assim, a combinagao de sexualidade, que

leva a produgao de gendtipos novos, e apomixia, que permite a reprodugao fiel

destes genodtipos, € altamente adaptativa. Clausen (1961) afirmou que no género
Poa os processos sexuado e apomitico ocorrem simultaneamente e que a retencao
do processo sexuado tem significado evolutivo, pois permite a ocorréncia de
hibridizacao que pode resultar, em poucas geragdes, na formacdo de bidtipos
apomiticos bem adaptados que podem se propagar através de semente, o que €
aceito também por Grant (1971) e Marshall & Brown (1981). De Wet & Stalker
(1974) afirmaram que espécies apomiticas sao bem adaptadas porque sao
facultativamente sexuadas e nao porque reproduzem-se apomiticamente.

Bara (1989) relatou que espécies apomiticas facultativas sao pioneiras
na evolugcao pois combinam as vantagens da reproducao sexuada (alto grau de
heterozigose) e apomixia (estabilidade relativa e reproducao fiel de gendtipos bem
adaptados), assegurando uma taxa elevada de evolugao adaptativa. Segundo
Hignight et al. (1991), uma populacdo num determinado ecossistema pode ser
composta de um Uunico genétipo obrigatoriamente apomitico, o que a torna
vulneravel as mudangas ambientais. Entretanto, a maioria das espécies apomiticas
tem algumas plantas sexuadas ou facultativas ou ainda o potencial para fertilizagao
de oosferas nao reduzidas (2n+n = hibridizagao BIll), o que aumenta sua

flexibilidade genética.
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Evolugao continua € dependente da disponibilidade de variabilidade
genetica. Em espécies obrigatoriamente apomiticas, a perda de variagao genética é
o fator limitante primario para evolugao (Stratton, 1991). No entanto, mesmo nas
plantas apomiticas obrigatérias existem fontes assexuadas de variabilidade. Uma
destas fontes é o fenémeno de auto-segregacao (Gustafsson, 1947) que se refere a
mudangas no numero cromossémico da oosfera e do embrido em conseqléncia de
irregularidades meiodticas durante a formagao da oosfera. Lukina & Yudin (1992)
relataram um exemplo de auto-segregacao em hibridos de Zea mays x Tripsacum
dactyloides. Neste cruzamento, usualmente, o hibrido resultante apresenta um
genoma adicional do milho na oosfera nao reduzida. Outra fonte assexuada de
variagdo segundo Darlington (1958) é a reprodugao subsexuada. Neste caso,
embora nao haja redugao do numero cromossdmico, ocorre segregacao de genes
devido ao crossing-over durante o pareamento heterogenético mesmo que em
frequéncias baixas, fendbmeno observado em Agropyron scabrum (Hair, 1956).

MutagGes genéticas, em geral, sao proporcionalmente mais importantes nos

organismos assexuados do que nos sexuados e as plantas apomiticas,

especialmente aquelas que sao obrigatoriamente apomiticas, nao formam excecao.
Também, considerando que as plantas agamospérmicas, freqiientemente, sdo de
origem hibrida, mesmo num nivel baixo de reprodugao sexuada ocorre a formagao
de recombinantes que se perpetuam apomiticamente.

Bierzychudek (1989) afirmou que taxons apomiticos ocupam
ambientes mais variados em relagao a seus parentes sexuados, 0 que sugere a
hipétese de que apomiticos possuem general-purpose genotypes, ou seja,
gendtipos cuja performance é relativamente insensivel a mudangas nas condigoes
do ambiente. Ela testou esta hipétese usando plantas sexuadas e apomiticas de
Antennaria parvifolia (Compositae), cultivadas em 6 camaras distintas, com
variacao de temperatura e de niveis de nutrientes. Apomiticos excederam os
sexuados em sobrevivéncia média, producao flor/capitulo e biomassa média,
perdendo somente para coeficiente de variagdo na biomassa. Estes resultados
confirmam a hipétese de que gendtipos apomiticos sao ecologicamente mais

tolerantes do que os sexuais.

7. Apomixia e melhoramento vegetal
A introducao de apomixia em cultivares pode auxiliar em programas de

melhoramento. Se os processos apomiticos podem ser entendidos e manuseados,
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os beneficios para a agricultura séao potencialmente enormes. Clones apomiticos
derivados de plantas sexuadas economicamente importantes podem facilitar o
desenvolvimento, a produgao em massa e a manutencao de genétipos hibridos
(Calzada et al., 1996) Agamospermia ndo € muito comum em plantas de interesse
econdbmico, sendo que os casos mais conhecidos estao entre o género Citrus
(laranja, limao, etc.) e Mangifera (manga), embora ocorra também em pera,
alcaparra, amora, maga e em algumas gramineas forrageiras (Richards, 1986).

Segundo Nogler (1984a), as razdes para o interesse no fenébmeno
apomitico sao obvias. Reprodugao apomitica fixa combinagées génicas
heterozigotas com propriedades agrondémicas valiosas como, por exemplo, genes
para resisténcia a doencgas. De acordo com Bashaw & Hanna (1990), apomixia
trata-se de um método natural para clonagem de plantas através da propagacao
por sementes, revelando-se um dos mais interessantes e dindmicos métodos de
reprodugao em vegetais. As sementes podem ser produzidas por muitas geragoes
sem perda de vigor ou alteragao genotipica (Koltunow et al., 1995).

O dominio de apomixia significa o inicio de uma nova era para o
melhoramento vegetal e a producao de sementes, porque permite a fixagao
imediata de qualquer gendtipo desejado. Assim, a produgcdao de sementes e o
melhoramento de plantas serao mais rapido e barato (Grossniklaus et al., 1998). Se
apomixia pode ser introduzida em plantas de interesse econdmico torna-se um
meio econdmico para perpetuar um determinado genétipo, preservando sempre
suas caracteristicas, como heterose, através de geragoes sucessivas via semente.
Plantas apomiticas podem, potencialmente, ser uma fonte constante de sementes
renovaveis, capazes de produzir alimentos em larga escala, um trago da agricultura
de grande valor particularmente para paises em desenvolvimento (Koltunow, 1993).

A transferéncia de apomixia para cereais torna possivel a produgao e
comercializagdao de hibridos sem a necessidade de altos custos e processos
laboratoriais intensos, uma vez que varios mecanismos apomiticos estao sob
controle génico e, deste modo, podem ser manipulados em programas de
melhoramento vegetal (Hanna & Bashaw, 1987). Varios estudos tém sido feitos

para se transferir apomixia para milho a partir de Tripsacum, um parente selvagem

do milho, que representa uma fonte genética contra resisténcia a estresse bidtico e

abidtico e para apomixia (Hoisington et al., 1999).
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8. A familia Compositae (Asteraceae) e o género Eupatorium: caracterizacao
geral

As Compositae ou Asteraceae compreendem cerca de 1100 géneros,
com aproximadamente 25000 espécies de ampla distribuicdo, bem representadas
em regioes tropicais, subtropicais e temperadas. Sao mais abundantes nas regides
aridas do que nas florestas tropicais Umidas. No Brasil estdo representadas por
aproximadamente 180 géneros. Na grande maioria, as Compositae sao espécies
herbaceas, anuais ou perenes, subarbustivas ou arbustivas e, raramente, arbéreas.
As folhas, na grande maioria, sao alternas podendo também ser opostas (Barroso
et al., 1986).

A inflorescéncia tipica das Compositae é o capitulo, constituido de
uma a muitas flores, assentadas sobre um receptaculo comum cercado por
bracteas involucrais. A familia pode ser reconhecida com base na morfologia da flor
que apresenta corolas gamopétalas, tipicamente com 5 Idbulos e a presenca
comum do calice modificado em forma de pappus. O androceu é formado por 5
estames epipétalos, com filetes curtos ou longos, anteras unidas pelas margens,
bitecas. O gineceu esta constituido por um ovario infero, bicarpelar, unilocular,
uniovulado; 6vulo basal, anatropo, com um sé integumento; estilete Unico, dividido
em dois ramos, curtos ou longos, cada ramo com um estigma (Barroso et al., 1986).
O fruto € um aquénio que apresenta uma fina e inconspicua camada de
endosperma (Porter, 1959).

Segundo Cronquist (1988), a familia Compositae é uma das familias
das Angiospermas mais bem sucedidas sendo representada por numerosos
géneros, espécies e individuos, podendo-se afirmar que estas plantas exploraram a
maioria das oportunidades ecolégicas disponiveis as Angiospermas.

Como tradicionalmente reconhecido, Eupatorium, da tribo Eupatorieae,
familia Compositae, € um género de mais de 500 espécies, com distribuicao

geografica quase cosmopolita, porém concentradas nas regides tropicais das

Américas (Montgomery & Fairbrothers, 1970). Mais recentemente, a tribo

Eupatorieae foi reinterpretada por King e Robinson numa série de publicagdes, em
que cerca de 95% das espécies foram transferidas de Eupatorium (sensu lato) para
outros géneros citados por Whittemore (1987). Segundo estes autores, Eupatorium
€ um género de menos de 40 espécies, todas nativas do hemisfério norte, sendo
que as espécies da América tropical estdo distribuidas entre diversos géneros
novos ou reativados (King & Robinson, 1970; King et al., 1976; Robinson & King,
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1980). De acordo com este sistema E. polystachium recebe o nome de Ageratina
dendroides (Sprengel) King e Robinson, E. purpurascens, Campuloclinium
purpurascens (Schultz-Bip) King e Robinson e E. laevigatum, Chromolaena
laevigata (Lam.) King e Robinson (King & Robinson, 1987). Neste trabalho
seguiremos o conceito tradicional do género pois consideramos que esta
abordagem facilitara a comunicagao e também devido ao fato de que o tratamento
de King e Robinson ainda nao conseguiu ampla aceitacao.

O género Eupatorium é reconhecido por apresentar capitulos de 5 a
100 flores, tubulosas, hermafroditas, de cor purpura ou branca, cujas corolas
apresentam 5 I6bulos. Folhas geralmente opostas, sésseis ou pecioladas. Aquénios
glabros ou pilosos. Este género é constituido de espécies arbustivas, sub-
arbustivas ou herbaceas, perenes e raramente anuais. Apesar de bem
representado na flora brasileira, o género € pouco pesquisado no Brasil a ndo ser

sob o ponto de vista taxonémico.

9. Objetivos

Relatos de apomixia na familia Compositae e, em particular, no género
Eupatorium, bem como a disponibilidade de trés espécies nao pesquisadas nesta
regiao estimularam esta investigacao. Também estas espécies eram desconhecidas
citogeneticamente no Brasil, enquanto que para uma delas, E. laevigatum, existiam
apenas registros de numero cromossémico do Equador e Argentina (King et al,,
1976, Watanabe et al, 1995). A determinagao de apomixia ou sexualidade em
espeécies de diferentes niveis de ploidia é fundamental para o melhor entendimento
da evolucao e sistematica de um grupo apomitico, desde que podemos supér que,
nos complexos apomiticos, as espécies diploides e sexuadas sao ancestrais as
polipldides e apomiticas.

Este estudo teve por objetivo investigar o modo de reproducéo e a
citogenética de trés espécies do género Eupatorium: E. polystachium, E.
purpurascens e E. laevigatum, visando o esclarecimento da ocorréncia ou nao de
apomixia, correspondendo as seguintes etapas:
a. Megasporogénese e desenvolvimento do gametofito feminino;
b. Estudo da microsporogénese e formagao de graos de pdlen;

c. Analise da viabilidade dos graos de pdlen;

d. Verificagao da ocorréncia de polinizagao;
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e. Andlise do cariotipo;

f. Determinagao da producgao e germinabilidade de sementes.
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Il. MATERIAL E METODOS

A determinagdo botanica do material estudado foi realizada por
Graziela Barroso. A regiao de Sao José do Rio Preto, local onde foram realizadas as
coletas, situa-se a 468m de altitude, na latitude Sul 20° 48’ 56” e longitude Oeste 49°
23' 10"

Eupatorium polystachium Sprengel (= Ageratina dendroides (Sprengel)
R. King & H. Robinson), classificada na Secgao Heterolepis, é espécie arbustiva
podendo medir até 3 metros de altura, nao-invasora, de habito perene com
reproducao por sementes. As folhas sao opostas, ovais ou lanceoladas. Os capitulos

sao pequenos, contendo de 4 a 5 flores usualmente de coloragdao branca, em

inflorescéncias terminais. Habita brejos e lugares umidos desde o Piaui até o

Parana. O material utilizado nesta investigacao foi coletado de populagbes naturais
na estrada de acesso em terra a Mirassolandia, municipio de Mirassol, SP (Figura
1).

Eupatorium purpurascens Schultz-Bip (= Campuloclinium purpurascens
(Schultz-Bip) R. King & H. Robinson), classificada na Sec¢do Campuloclinium, é
planta perene, herbacea podendo alcangar até 1,20 metros de altura, de caule
pubescente. As folhas sdo opostas, ovais, agudas e pubescentes. Os corimbos sao
largos e os capitulos contém em média 40 flores. A corola é glabra, mede até 6 mm,
de coloragao purpura. Habita os estados de Goias e Sao Paulo. O material utilizado
nesta investigagao foi coletado de populagdes naturais nos municipios de Mirassol e
Sao José do Rio Preto, SP (Figura 2).

Eupatorium laevigatum Lam. (= Chromolaena laevigata (Lam.) R. King
& H. Robinson), classificada na Secgao Osmia, € planta perene, arbustiva, pouco
ramificada, ereta, de caules sulcados e glabros, medindo até 2 metros de altura. As
folhas sao ovais, com a base cuneiforme, glabras, reticulado-venosas. As
inflorescéncias sao terminais e axilares, com os capitulos contendo de 15 a 20 flores
azuis claras ou brancacentas. De acordo com Lorenzi (1991), € uma planta daninha
largamente espalhada por todo o pais, infestando principalmente pastagens, linhas
de cerca, beiras de estradas e terrenos abandonados. O material utilizado neste
trabalho foi coletado de populagdes naturais na estrada de acesso em terra a
Mirassolandia, municipio de Mirassol, SP (Figura 3).
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Figura 1. Eupatorium polystachium
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Figura 2. Eupatorium purpurascens
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Figura 3. Eupatorium laevigatum
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Para o estudo de megasporogénese e desenvolvimento do saco
embrionario, botdes florais em varias fases de desenvolvimento, bem como flores
abertas, foram fixados em F.A.A. (Johansen, 1940; apéndice, pagina 119) e
mantidos sob refrigeragao. Os 6vulos foram retirados dos ovarios sob lupa com
auxilio de estiletes e colocados em solugao clarificadora (Herr, 1971, 1972, 1982,
apéndice, pagina 119) durante 24 horas. Apds a clarificagao, foram transferidos para
uma lamina contendo meio de Hoyer (Alexopoulos & Benke, 1952; apéndice, pagina
120) cobertos por laminula e, entdo, levados ao microscépio para analise e selegéao
para fotografias.

Com a finalidade de se verificar a etapa de desenvolvimento
embrioldgico, observou-se oOvulos de flores em trés fases de desenvolvimento:
iniciais, pré-antese e antese. Foram considerados em pré-antese os botoes florais
com os estigmas ainda contidos no botédo, estimados estarem dentro de 24 horas
antes da antese. A antese caracteriza-se pela exposicdo dos estigmas. Os
resultados obtidos foram analisados quanto a ocorréncia das diferentes etapas
embrioldgicas nas trés fases de desenvolvimento floral.

Para o estudo de microsporogénese, botdes florais em diversas fases
de desenvolvimento foram fixados em solugdo de Carnoy (apéndice, pagina 119)
durante 24 horas, transferidos para alcool 70% e mantidos sob refrigeragcao. A
microsporogénese foi estudada pela técnica de esmagamento (Darlington & La Cour,
1970) que envolve a retirada das anteras sob lupa em alcool 70% que, em seguida,
é absorvido por papel de filtro. Sobre as anteras coloca-se carmim acético
(apéndice, pagina 119) e, entao, realiza-se a maceragao das mesmas com auxilio de
uma espatula, sendo retirado o excesso do material visivel a olho nu. A seguir, 0
material € coberto com laminula e aquecido levemente, com a finalidade de clarear o
citoplasma. Se fases desejadas sdo observadas ao microscopio € aplicada pressao
a lamina, com a laminula voltada para baixo, sobre papel toalha. Em seguida, a
laminula é levantada, sobre o material € colocada uma gota de meio de Hoyer e,
entao, é recolocada a laminula.

Para os estudos de caridtipo, as sementes foram germinadas sobre
papel de filtro umedecido, em placas de Petri. As raizes das pléantulas foram

removidas e pré-tratadas em oxiquinoleina 0,002M (apéndice, pagina 119) a uma

temperatura de 15 + 3°C, sob aeragao constante durante 6 horas. Em seguida, as

raizes foram fixadas em solugéo de Carnoy, durante 15 minutos, e transferidas para

alcool 70% no qual foram estocadas.

AVA
AVAVA

1 2 5 4 5 6 7 unespw 11 12 13 14 15 16 17



29

Para a analise do cariétipo, as pontas de raizes sofreram um processo
de hidrélise em HCI 1N a 60°C, durante 5 minutos, a fim de facilitar a separagao das
células e, entdo, foram coradas com carmim acético por 30 minutos. Depois, a
regiao terminal da raiz foi removida e colocada em lamina com uma gota de meio de
Hoyer. O meristema apical foi raspado com auxilio de estilete e coberto por laminula
para observagao ao microscépio. Quando fases desejadas foram encontradas,
aplicou-se pressao sobre a laminula com auxilio de alicate para achatar as células e
espalhar os cromossomos. Metafases favoraveis foram fotografadas. Medidas feitas
do comprimento total de cada cromossomo e dos bragos longo e curto permitiram o
célculo da proporgao de bragos. Baseado na analise destas medidas foi determinado
o cariétipo basico das trés espécies. Os cromossomos foram classificados de acordo
com a proposta de Levan et al. (1964), na qual os cromossomos sao designados
conforme a posi¢ao do centromero: (M) e (m) para mediano, (M) com proporgdo de
1,00 e (m) para a proporgao de 1,01 a 1,70; (sm) para submediano, com a proporgao
de 1,71 a 3,00; (st) para subterminal, com a propor¢ao de 3,01 a 7,0 e (t) para
terminal, com relagao acima de 7,0.

Para o estudo da ocorréncia e freqiéncia de polinizagao, os estigmas
foram retirados de flores em fase de antese previamente fixadas em Carnoy,
corados em carmim acético durante 24 horas e, em seguida, montados em lamina
em meio de Hoyer. A andlise envolveu a contagem de graos de podlen aderidos a
superficie estigmatica. O estudo da viabilidade dos graos de podlen se baseou na
coloragao de graos de pélen, retirados de anteras em fase de pré-antese, no corante
azul de algodao-lactofenol (apéndice, pagina 120). Foram considerados graos
invidveis aqueles que nao ficaram plenamente corados e os de tamanho reduzido.

Para o estudo da germinabilidade as sementes foram semeadas sobre
papel de filtro umedecido em placas de Petri e colocadas para germinar a
temperatura ambiente. O numero de sementes que germinava diariamente foi
anotado e ao final obteve-se uma porcentagem de germinagao para cada espécie.

Para o estudo da producdo de sementes utilizou-se plantas de
populagdes naturais, analisando-se em inflorescéncias representativas de
determinadas plantas o numero de flores que produziram sementes, obtendo-se,
deste modo, a porcentagem de produgao de sementes para cada espécie.

Os filmes usados para as fotografias foram o COPEX PAN AHU PET

13 P e KODAK imagelink ™ HQ. O papel fotografico empregado foi o Kodabrome

Print R C F3. Os equipamentos épticos utilizados foram um estereomicroscépio Zeiss
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SRBr e um fotomicroscépio Zeiss Standard WL equipado com contraste de fase,

com sistema fotografico MC-63 automatico acoplado.
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lll. RESULTADOS

1. Eupatorium polystachium

1.1Embriologia

As observacbes realizadas sobre a embriologia de Eupatorium
polystachium tiveram como objetivo verificar a megasporogénese, o0
desenvolvimento do saco embrionario, bem como o desenvolvimento do embriao e
endosperma, visando a determinagdo do modo de reprodugao se apomitico ou
sexuado.

Foram analisadas 5 plantas desta espécie, tendo sido examinados um
total de 1620 6vulos. Destes, 845 foram provenientes de flores em fases iniciais de
desenvolvimento, 227 em pré-antese e 548 em antese. As etapas embriolégicas
encontradas nos Ovulos de E. polystachium nas diferentes fases de
desenvolvimento floral estao apresentadas na Tabela 1.

A analise dos 6vulos revelou a presenga de megasporocitos (Figura

4a), diades e tétrades (Figura 4b) de megasporos, sacos embrionarios

uninucleados (Figura 4c), binucleados (Figura 4d) e tetranucleados (Figura 5a),
oosfera/nlicleos polares (Figura 5b), oosfera/nicleo central (Figura 5c),
embrido/nicleo central, embrido/endosperma (Figura 5d) além de sacos
embrionarios abortados.

De 845 6vulos examinados nas fases iniciais de desenvolvimento floral
6,51% (55) corresponderam a megasporécitos, 2,13% (18) a diades e 6,39% (54) a
tétrades de megasporos. 7,69% (65) dos 6vulos analisados correspondem a sacos
embrionarios uninucleados, 9,35% (79) a sacos embrionarios binucleados e 13,14%
(111) a sacos embrionarios tetranucleados. A propor¢ao de oosfera/nucleos polares
(7,69%) foi maior nesta fase em relagdo as demais, enquanto a proporgao de
oosfera/nticleo central (43,67%) foi menor quando comparada as demais. A
presenca de embrido/nicleo central e embrido/endosperma nao foi constatada
nesta fase. A proporgao de sacos embrionarios abortados foi de 3,43%.

Dos 227 évulos examinados na fase de pré-antese nao foi constatada
a presenca de megaspordcitos, diades e tétrades de megasporos, sacos
embrionarios uninucleados e binucleados, sendo possivel observar uma diminuigao

acentuada na proporcdo de sacos embriondrios tetranucleados (0,44%) e
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oosfera/nticleos polares (0,44%) em relagao a fase floral anterior. Oosfera/nicleo

central correspondeu a 96,92% (220) dos 6vulos examinados e em nenhum deles
foi constatada a presenca de embrido/ntcleo central e embridao/endosperma. A
proporgcao de sacos embrionarios abortados foi de 2,20%.

Dos 548 dvulos analisados na fase de antese nao foi observada a
presenca dos estdgios iniciais de desenvolvimento do saco embrionario
(megaspordcitos, diades e tétrades de megasporos, sacos embrionarios
uninucleados e binucleados). A propor¢ao de sacos embrionarios tetranucleados e
oosfera/nicleos polares foi muito pequena (0,18%). Oosfera/nucleo central
correspondeu a 66,06% (362), enquanto embrido/nicleo central, 2,74% (15) e
embrido/endosperma, 28,47% (156). A proporgao de sacos embrionarios abortados
foi de 2,37%. Como podemos notar, a analise do conteudo dos 6vulos revelou a
presenca de embrido e endosperma somente em ovulos de flores em fase de
antese quando as flores ja estdo abertas possibilitando, deste modo, a polinizagao.

A andlise do conteldo dos dvulos clarificados em fases iniciais de
desenvolvimento floral revelou a presenga de um megaspordcito (Figura 4a) que
sofre uma primeira divisao meidtica para formar uma diade, a qual rapidamente
sofre uma segunda divisdo meidtica para produzir uma tétrade de megasporos
(Figura 4b). O megasporo da regido chalazal é funcional e aumenta de tamanho
esmagando os trés megasporos da regiao micropilar, formando o saco embrionario
uninucleado (Figura 4c). O saco embriondrio continua a se alongar ocorrendo uma
divisdo mitética, o que resulta no saco embrionario binucleado (Figura 4d). A seguir,
uma segunda divisdo mitética da origem ao saco embrionario tetranucleado (Figura
5a). Estes nucleos ao sofrerem uma terceira divisdo produzem o saco embrionario
maduro, com 8 ntcleos, composto por duas sinérgides, uma oosfera, dois nucleos
polares (Figura 5b) e trés antipodas. O saco embrionario, portanto, é do tipo
Polygonum, o que é tipico para a familia (Davis, 1966). As sinérgides e as
antipodas degeneram, resultando em um saco embrionario com a oosfera e os dois
nucleos polares. Os nucleos polares regularmente se fundem para formar o nucleo
central (Figura 5c). A oosfera invariavelmente permanece até a antese ainda sem
se dividir (Tabela 1), excluindo a possibilidade de embrionia precoce que tem sido
observada na maioria das espécies apomiticas do género estudadas
embriologicamente.

Observou-se que a formagdo do embrido se da anteriormente a

formagédo do endosperma, resultando na presenga de embrido e nucleo central.
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Apés a fertilizagdao do nlcleo central observamos a ocorréncia de embrido e

endosperma (Figura 5d). A presenga de embridao e endosperma foi constatada
apenas em ovulos de flores ja abertas e, assim, com possibilidade de terem sido

polinizadas.
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Tabela 1. Conteudo de 6vulos de Eupatorium polystachium em diferentes estagios

de desenvolvimento floral.

Estagio Floral

Fase Inicial

Pré-Antese

Plantas examinadas
Ovulos analisados

5

Contetdo

%

S. embrionario abortado
Megasporadcito

Diade de megasporos
Tétrade de megasporos
S. embrionario 1-nucleado
S. embrionario 2-nucleado
S. embrionario 4-nucleado
Oosfera/nucleos polares
Qosfera/nucleo central
Embriao/nucleo central
Embriao/endosperma

3,43
6,51
2,13
6,39
7,69
9,35
13,14
7,69
43,67

6
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Figura 4. Formagdo do saco embriondrio em Eupatorium polystachium. a,

Megaspordcito; b, Tétrade de megdasporos; ¢, Saco embrionario
uninucleado; d, Saco embrionario binucleado. a, 250x; b, 1375x; c,
1250x; d, 1025x
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Figura 5. Formagdo do saco embriondario e do embrido em Eupatorium
polystachium. a, Saco embrionério tetranucleado; b, Saco embrionario

com uma sinérgide, oosfera e dois nucleos polares; ¢, Saco embrionario

com oosfera e nucleo central; d, Embridao (fase globular) e endosperma.
a, 1000x; b, 1075x; c, 520x; d, 330x
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1.2 Microsporogénese e viabilidade do pdlen

O estudo da microsporogénese e formagao de graos de podlen em
Eupatorium polystachium envolveu a andlise de 5 plantas a partir de populagées
naturais. Os resultados mostram que os microspordcitos, em fase de meiose,
apresentam cromossomos estendidos e, aparentemente, pareados durante
paquiteno. A normalidade de pareamento é bastante evidente em diacinese. Foram
analisadas 99 células em diacinese, todas apresentando pareamento normal, sendo
possivel observar a presenga de 10 bivalentes (2n=20) (Figura 6a). A separagédo
dos homdlogos ocorre normalmente, sendo possivel observar anafase | com 10
cromossomos em cada um dos pélos (Figura 6b). A analise de 50 células em
anafase | demonstrou que nenhuma apresentou cromossomos retardatarios. A
segunda divisdo da meiose (Figura 6c) produz, regularmente, tétrades de
micrésporos (Figura 6d). A partir de 5 plantas, 200 tétrades foram analisadas,
sendo que nenhuma apresentou micrésporos supernumerarios. O micrésporo
uninucleado sofre mitose resultando em dois nucleos que se afastam um do outro

dando origem as células vegetativa e generativa. Em seguida, a célula generativa

sofre uma segunda mitose dando origem aos dois nucleos generativos. Nesta

espécie os graos de pdlen sao liberados na condigao trinucleada, o que é tipico
para a familia (Davis, 1966).

Os dados de viabilidade dos graos de pdlen foram obtidos pela
contagem de 2500 graos de pdlen a partir de 5 plantas e revelaram que 99,68% se

mostraram corados e, portanto, viaveis (Figura 6e, Tabela 2).
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Figura 6. Microsporogénese em Eupatorium polystachium. a, Diacinese mostrando

10 bivalentes; b, Anafase | com 10 cromossomos em cada um dos pélos;
c, Teldfase II; d, Tétrade de micrésporos; e, Graos de pélen viaveis; f,
Grao de pdlen germinado. a,b, 1750x; c,d, 1760x; e, 360x; f, 900x
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Tabela 2. Andlise da viabilidade do pélen em Eupatorium polystachium.

Planta N2 de graos analisados Graos corados
N2 %

500 499 99,8

500 500 100,0

500 498 99,6

500 495 99,0

500 500 100,0

2500 2492 99,68
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1.3 Ocorréncia de polinizagdo

Estudos complementares sobre a ocorréncia de polinizagao

envolveram contagens do niumero de graos de pdlen sobre estigmas de Eupatorium

polystachium. Os resultados apontam um grande numero de graos de polen sobre a

superficie estigmatica. Em muitos estigmas foi possivel observar a presenga de
tubo polinico indicando que ocorreu germinacdo do podlen (Figura 6f). Foram
estudadas 5 plantas, num total de 173 pistilos examinados, sendo que 91,33% dos
pistilos analisados apresentavam graos de pdlen, numa média de 20,06 graos por
pistilo, como indicado na Tabela 3. Uma analise de 826 graos de pdlen germinados
demonstrou que todos os grdos apresentaram-se desprovidos de nucleos,

indicando que os nucleos masculinos foram liberados através do tubo polinico.

Tabela 3. Ocorréncia de graos de pélen em estigmas de Eupatorium polystachium.

Planta N de pistilos Pistilos com graos Graos por pistilo

examinados N2 % variagdo  média
30 28 93,33 1-73 19,40

32 31 96,87 1-76 18,75

37 27 72,97 1-69 11,89

36 36 100,00 1-93 24,50

38 36 94,73 1-112 25,44

158 91,33 1-112 20,06
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1.4 Caridtipo

De acordo com Stebbins (1971), cinco caracteristicas devem ser
observadas quando se estuda um cariétipo: a) diferengas no tamanho absoluto dos
cromossomos; b) diferengas na posigao do centrémero; c) diferengas no tamanho
relativo dos cromossomos; d) diferengas no nimero cromossémico basico; e)
diferengas no nimero e posigao dos satélites. A analise do cariétipo em Eupatorium
polystachium foi realizada em oito metafases, cada uma representando uma
plantula. A Figura 7a apresenta uma destas metafases. As medidas cromossdmicas
de cada uma das oito metafases incluindo bragos longo e curto, comprimento total
dos bragos, proporgao dos bragos e comprimento relativo do cromossomo em
relagdo ao comprimento total do complemento cromossémico estao apresentadas
nas Tabelas 4 a 11. Com base nestas medidas foi possivel reunir os 20
cromossomos do complemento em 10 grupos, cada grupo contendo dois
cromossomos, indicando ser o complemento cromossémico constituido de um
unico genoma representado duas vezes. A Figura 7b apresenta o complemento
cromossdmico de uma das oito metafases analisadas, com os cromossomos
presumivelmente homadlogos agrupados. O ideograma esta representado na Figura
7c.

A Tabela 12 caracteriza o genoma da espécie e foi baseada nas
médias dos valores obtidos da analise das oito metafases. Assim, os valores de
cada cromossomo, nesta tabela, representam 16 cromossomos considerados
equivalentes, 2 de cada uma das oito metafases. O brago longo variou de 2,00 pm
(cromossomo 10) a 3,36 pm (cromossomo 2); o brago curto de 0,83 pm
(cromossomo 7) a 2,07 pym (cromossomo 4) e o comprimento total cromossémico

de 3,59 pm (cromossomo 10) a 4,93 pm (cromossomo 1). Quanto a proporgao entre

os bragos os valores extremos foram 1,10 (cromossomo 4) e 3,37 (cromossomo 7)

e para o comprimento relativo, 8,83 (cromossomo 10) e 12,12 (cromossomo 1). O
comprimento total do genoma foi de 40,68 pm.

Nas Tabelas 4 a 11 a ordenagao dos cromossomos foi baseada no
comprimento cromossémico. No entanto, devido a variagao gradual no comprimento
cromossOmico, a propor¢cdo dos bragos foi essencial para se agrupar os
cromossomos homodlogos visando a caracterizagao do genoma.

Pela andlise do cariétipo observa-se 7 pares de Cromossomos
medianos (1, 3, 4, 5, 8, 9 e 10), 1 par submediano (2) e dois pares subterminais (6 e
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7). Apenas em uma das metafases analisadas foi possivel visualizar a presenca de

cromossomos SAT (célula 1). Os satélites, em numero de dois, ocorrem no

cromossomo 6 (Figura 7).
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Figura 7. Cromossomos mitéticos de Eupatorium polystachium. a, Célula mitética em
metafase mostrando 20 cromossomos; b, Cariétipo; ¢, ldeograma. Escala

representa 5 pm; linhas indicam satélites.
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Tabela 4. Medidas (um) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossdmicos,

considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 1 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 85,96 um).

Brago cromossémico Comprimento Propor¢cao Comprimento
total de bracos relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
2,93 2,00 4,93 1,47 6,08
3,01 1,92 4,93 1,57 6,08

3,41 5,01 2,13 6,18
3,20 4,67 2,18 5,76

2,40 4,67 1,06 5,76
2,40 4,53 1,13 5,58

2,67 4,54 5,60
2,43 4,37 5,39

2,40 1,73 4,13 5,09
2,27 1,63 3,90 4,81

2,93 3,86 4,76
2,80 3,68 4,54

2,16 3,76 1,35 4,63
2,03 ; 3,63 4,47

2,67 3,52 4,34
2,67 3,50 4,31

3,47 4,28
3,34 i 4,12

3,62 4,46
3,07 : 3,78
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Tabela 5. Medidas (pm) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossOmicos,

considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 2 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 71,47 pm).

Brago cromossdémico Comprimento Proporgao Comprimento
total de bracos relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
3,39 2,08 5,47 1,63 6,36
3,09 1,95 5,04 1,59 5,86

3,73 1,47 5,20 2,55 6,05
3,33 1,47 4,80 2,27 5,58

2,67 4,80 5,58
2,67 4,67 5,43

2,48 4,61 5,36
2,32 4,32 5,03

2,43 4,19 1,38 4,87
2,40 4,13 1,38 4,80

3,23 4,16 4,84
2,93 3,73 4,34

2,29 4,10 4,77
2,19 3,92 ; 4,56

2.27 4,00 4,65
2,16 3,89 4,53

2,93 3,86 4,49
2,67 3,60 4,19

227 3,87 1,42 4,50
2,13 3,60 4,19
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Tabela 6. Medidas (um) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossémicos,

considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 3 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 84,63 pm).

Braco cromossomico Comprimento Propor¢ao Comprimento
total de bracos relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
2,83 1,73 4,56 1,63 6,38
2,67 1,73 4,40 1,54 6,16

2,80 1,2 4,00 2,33 5,60
2,77 1 3,97 2,31 5,55

4,00 5,60
3,79 5,30

3,57 5,00
3,54 4,95

3,60 5,04
3,41 4,77

3,52 4,93
3,49 4,88

3,73 5,22
3,14 4,39

3,33 4,66
3,22 4,51

3,23 4,52
3,12 4,36

2,94 4,11
2,91 4,07
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Tabela 7. Medidas (um) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossdémicos,

considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 4 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 88,80 um).

Brago cromossémico Comprimento Proporgao Comprimento
total de bracos relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
3,73 1,60 5,33 2,33 6,30
3,60 1,68 5,28 2,14 6,24

2,93 2,13 5,06 1 5,98
2,93 2,00 4,93 1,47 5,83

2,80 2,05 4,85 5,73
2,56 2,00 4,56 5,39

2,40 2,40 4,80 1 5,67
2,40 2,13 4,53 5,35

2,40 1,7 4,13 4,88
2,27 1,73 4,00 4,73

2,35 3,90 4,61
2,24 3,73 4,41

2,93 3,86 4,56
2,75 3,60 4,25

2,13 3,73 4,41
2’13 3!73 4,41

2,93 3,73 4,41
2,93 3,73 4,41

2,03 3,63 4,29
2,00 3,52 ; 4,16
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Tabela 8. Medidas (um) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossdmicos,
considerando os bracgos longo (L) e curto (C) da célula 5 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 81,13, um).

Brago cromossémico Comprimento Proporcdo Comprimento
total de bracos relativo
(L) (@) (L+C) (L/C) %
3,20 2,59 5,79 1,24 6,52
3,33 2,21 5,54 1,51 6,24

4,05 5,52 2,76 6,22
3,60 5,25 2,34 591

2,69 5,12 577

1,12
2,61 4,93 1,1 5,55

2,35 4,67 5,26
2,32 4,45 1,09 5,01

2,32 1 4,13 4,65
2,32 4,13 4,65

3,25 4,29 4,83
2,99 3,92 4,41

2,53 4,13 4,65
2,53 4,00 4,50

2,32 3,92 4,41
2,32 3,84 y 4,32

3,20 4,00 4,50
2,99 3,74 4,21

2,05 3,78 4,26
2,05 3,65 4,11
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Tabela 9. Medidas (um) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossdémicos,

considerando os bracos longo (L) e curto (C) da célula 6 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 68,18 pm).

Brago cromossdémico Comprimento Proporgao Comprimento
total de bragos relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
2,72 1,73 4,45 1,57 6,53
2,48 1,65 4,13 1,50 6,06

2,99 1,33 4,32 2,24 6,34
2,91 1,28 4,19 2,27 6,15

2,19 4,11 6,03
2,00 3,81 5,59

1,87 3,47 5,09
1,73 3,33 4,88

2,05 3,38 4,96
1,92 3,25 4,77

2,40 3,20 4,69
2,48 3,20 4,69

3,06 4,49
3,01 4,41

3,04 4,46
3,01 4,41

2,91 4,27
2,85 4,10

2,82 4,14
2,64 3,87
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Tabela 10. Medidas (um) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossdmicos,

considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 7 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 75,33 pym).

Brago cromossémico Comprimento Propor¢gao Comprimento
total de bracos relativo
(L) ©) (L+C) (L/C) %
2,80 1,84 4,64 1,52 6,16
2,75 1,76 4,51 1,56 5,99

2,99 1,41 4,40 2,11 5,84
2,80 1,23 4,03 2,28 5,35

2,19 4,14 5,50
2,13 4,05 5,38

2,40 4,08 5,42
2,32 4,00 5,31

2,13 3,86 5,12
2,24 3,79 5,03

2,72 3,52 4,67
2,69 3,49 4,63

2,00 3,47 4,61
1,81 3,28 4,35

2,56 3,41 4,53
2,51 3,36 4,46

2,00 3,33 4,42
2,00 3.33 4,42

2,00 3,33 4,42
1,92 3,31 1,38 4,39
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Tabela 11. Medidas (um) dos cromossomos (a,b) dos 10 pares cromossémicos,

considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 8 de Eupatorium

polystachium (Comprimento total do complemento: 94,87um).

Brago cromossémico Comprimento Propor¢ado Comprimento
total de bracos relativo
(L) ©) (L+C) (L/C) %
3,87 1,73 5,60 2,23 5,90
3,87 1,60 5,47 2,42 5,77

2,80 2,80 5,60 1,00 5,90
2,88 2,45 5,33 5,62

3,25 2,13 5,39 1,53 5,68
3,20 1,95 5,15 1,64 5,43

2,67 2,40 5,07 5,34
2,67 2,40 5,07 5,34

3,07 2,13 5,20 5,48
2,67 2,13 4,80 5,06

2,93 1,73 4,67 4,92
2,67 1,73 4,40 1,54 4,64

2,48 4,40 1,29 4,64
2,40 4,21 1,32 4,44

3,20 4,27 4,50
2,93 4,00 4,22

3,20 4,19 4,42
3,07 4,00 4,21

2,40 1,65 4,05 4,27
2,40 1,60 4,00 4,22
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Tabela 12. Comprimento (x = Sx, em pm) dos bragos longo (L) e curto (C) de 10

cromossomos das 8 células estudadas de Eupatorium polystachium.

Comprimento total médio do genoma: 40,68 pm.

Cromossomo

L

C

L+C

L/C

L+C/40,68

Tipo

—

2
3
4
5
6
7
8
9

-
o

2,97+ 0,07
3,36 £ 0,11
2,45 +0,08
2,27 £ 0,07
2,35 + 0,07
2,74 £ 0,09
2,80 £ 0,08
2,09 + 0,06
2,19 +£0,09
2,00 £ 0,06

1,96 £ 0,06
1,46 £ 0,04
2,02 +£0,09
2,07 £0,07
1,69 +£ 0,06
0,91 £0,03
0,83 + 0,02
1,52+ 0,05
1,41 +£0,05
1,59 £ 0,04

4,93 +£0,12
4,82 +£0,15
4,47 £0,16
4,34 £0,13
4,04 £0,12
3,65 +0,11
3,63 £ 0,09
3,61 +0,10
3,60 +0,14
3,59 £0,10

1,51
2,30
1,21
1,10
1,39
3,01
3,37
1,39
1,565
1,26

12,12
11,85
10,99
10,67
9,93
8,97
8,92
8,87
8,85
8,83

m

sm

m
m
m
st

st

AVA
AVAVA

11 12 13 14 15 16 17



1.5 Produgao e germinabilidade de sementes

Estudos complementares para verificar a produgao de sementes foram
realizados em 7 plantas de Eupatorium polystachium num total de 2265 ovarios
examinados, dos quais 748 (33,02%) produziram sementes contendo embrides,

como indicado na Tabela 13.
Os resultados dos testes de germinagao de sementes retiradas de 4

plantas (100 sementes por planta) revelaram porcentagens variando de 44% (44
sementes) a 54% (54 sementes). Das 400 sementes testadas, 193 (48,25%)

germinaram, como indicado na Tabela 14.
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Tabela 13. Produgao de sementes em Eupatorium polystachium.

Planta

Total de ovarios

Sementes produzidas

examinados

N2 %

668
229
710
658

2265

Tabela 14. Germinabilidade de sementes em Eupatorium polystachium (100

sementes por planta).

Planta

Sementes germinadas

N2

%

49
54
44
46

49
54
44
46

6
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2. Eupatorium purpurascens

2.1 Embriologia

A andlise da embriologia de Eupatorium purpurascens envolveu o
estudo de 739 dvulos provenientes de flores em fases iniciais de desenvolvimento
floral, 391 em pré-antese e 627 em antese, num total de 1757 dvulos, a partir de 5
plantas. As etapas embriolégicas encontradas nos évulos de E. purpurascens, nas
diferentes fases de desenvolvimento floral, estao apresentadas na Tabela 15. Nesta
andlise foi possivel observar a presenga de megasporocitos (Figura 8a), sacos
embrionarios binucleados (Figura 8b) e tetranucleados (Figura 8c), oosfera/nucleos
polares (Figura 8d), oosfera/nucleo central (Figura 9a), embriao/nicleo central
(Figura 9b) e embrido/endosperma (Figura 9c), além de sacos embrionarios
abortados.

Dos 739 6vulos examinados nas fases iniciais de desenvolvimento
floral 5,27% (39) corresponderam a megasporocitos, 9,61% (71) a sacos
embrionarios binucleados e 14,21% (105) a sacos embrionarios tetranucleados, nao
aparecendo os estagios de diades e tétrades de megasporos. A proporgao de
oosferas/nucleos polares (23,01%) foi maior nesta fase floral quando comparada as

duas seguintes. Qosfera/nucleo central correspondeu a 37,62% (278) dos 6vulos

analisados. A proporg¢do de embrido/nicleo central foi baixa (0,95%) em relagéo as

outras fases. Nao foi constatada a presenga de embriao e endosperma. A proporgao
de sacos embrionarios foi de 9,33%.

Dos 391 évulos examinados na fase de pré-antese nao apareceram 0s
estagios de megaspordcito, diades e tétrades de megasporos e sacos-embrionarios
binucleado e tetranucleado. Oosfera/nicleos polares correspondeu a 6,14% (24) e
oosfera/nucleo central a 56,78% (222). Pode-se notar um aumento consideravel na
proporcdo de embrido/nicleo central e embrido/endosperma em relagédo a fase
anterior (20,46% vs 0,95% e 4,86% vs 0%, respectivamente). A propor¢ao de sacos
embrionarios abortados foi de 11,76%.

Dos 627 dvulos examinados na fase de antese nao ocorreram
megaspordcitos, diades e tétrades de megdasporos, sacos embrionarios bi e
tetranucleados e oosfera/nucleos polares. Uma diminuigédo acentuada na proporgao
de oosfera/nicleo central (2,07%) foi observada. Embriao/nucleo central
correspondeu a 3,19% (20). Neste estagio de desenvolvimento floral a proporgao de
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embrido/endosperma foi bastante elevada (85,17%). A proporgao de sacos
embrionarios abortados foi de 9,57%.

A anélise de 6vulos clarificados de Eupatorium purpurascens em fases
iniciais de desenvolvimento floral revelou a presenga de uma Unica célula
arquesporial inicial que funciona diretamente como megasporécito (Figura 8a). Nas
fases iniciais de desenvolvimento 739 6vulos foram examinados e em nenhum deles
verificou-se a presencga de diades e tétrades de megasporos, o que indica auséncia
de meiose redutiva. A formagdo do saco embrionario se faz a partir do
megasporécito nao reduzido (Figura 8a) que funciona diretamente como
megasporo. O nlcleo deste ao se dividir da origem a um saco embrionario
binucleado (Figura 8b), cujos nucleos se afastam tomando posicao nas
extremidades opostas da célula. Cada um dos nucleos sofre uma segunda divisao
formando o saco embriondrio tetranucleado (Figura 8c). Posteriormente, uma
terceira divisdo dara origem ao saco embrionario maduro com 8 nucleos, composto
de duas sinérgides, uma oosfera, dois nucleos polares e trés antipodas sendo,
portanto, do tipo Polygonum. As sinérgides degeneram rapidamente resultando em
um saco embriondrio com a oosfera e os dois nucleos polares (Figura 8d). Os
nlcleos polares em seguida se fundem dando origem ao nucleo central (Figura 9a).
Tanto a oosfera quanto o nucleo central se dividem partenogeneticamente.
Constatou-se que a formagao do embridao precede a do endosperma resultando na

presenga de embrido e nucleo central (Figura 9b) e, a seguir, embriao e

endosperma (Figura 9c). E importante ressaltar a presenga de embriao e/ou

endosperma em 6vulos de botdes fechados (fases iniciais e pré-antese).
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Tabela 15. Contetido de 6vulos de Eupatorium purpurascens em diferentes estagios

de desenvolvimento floral.

Estagio Floral

Fase Inicial Pré-Antese Antese

Plantas examinadas 5 5 5

Ovulos analisados 739 391

Conteudo

S. embrionario abortado

Megaspordcito

Diade de megasporos

Tétrade de megasporos

S. embrionario 2-nucleado

S. embrionario 4-nucleado 0
Oosfera/nucleos polares 6,14
Oosfera/nucleo central 56,78 13
Embriao/nucleo central 20,46 20
Embriao/endosperma 4,86 534
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Figura 8.

Formacao do saco embrionario em Eupatorium purpurascens. a,

Megaspordécito; b, Saco embrionario binucleado; ¢, Saco embrionario

tetranucleado; d, Saco embrionario com oosfera e dois nucleos polares.
a,b,d, 937x; c, 812x
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Figura ‘9. Formagao do saco embrionario e do embrido em Eupatorium

purpurascens. a, Saco embrionario com oosfera e nucleo central; b,
Saco embrionario com embrido e nucleo central; ¢, Embriao (fase
globular) e endosperma. a,b, 937x; ¢, 380x
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2.2 Microsporogénese e viabilidade do pdlen

A analise da microsporogénese em Eupatorium purpurascens revelou
a ocorréncia regular de univalentes, bivalentes, trivalentes e polivalentes superiores,
durante a diacinese e metafase (Figuras 10a, b, ¢, d), resultando em anafases | com
cromossomos retardatarios (Figura 10e). Estes cromossomos retardatarios,
possivelmente, sdo englobados em um ou nos dois nucleos, resultando em
anafases cujos conjuntos cromossdmicos apresentam deficiéncia ou duplicagao
cromossomica (Figura 10f). Os cromossomos retardatarios podem ainda nao ser
englobados nos nucleos sendo, conseqiientemente, eliminados (Figura 11b, seta).
Uma contagem de 181 células em anafase | revelou que 138 (76,2%) nao

apresentaram cromossomos retardatarios, resultando em microsporécitos em final

de segunda divisio com 4 nlcleos (Figura 11a). A formagado de tétrades de

micrésporos foi aparentemente normal em 90,94% dos microspordécitos analisados
(Figura 11b acima, Tabela 16), o que nao exclui a probabilidade destes
microsporécitos apresentarem nucleos geneticamente nao balanceados. Pode-se
observar ainda a produgao de micrésporos supernumerarios (Tabela 16), bem como
a presenga de tétrades com micrésporos de tamanhos diferentes (Figura 11b,
abaixo), o que evidencia nao balanceamento cromossémico.

Os dados de viabilidade de grdaos de pdlen foram obtidos pela
contagem de 3000 graos a partir de 6 plantas e revelaram que 83,7% apresentam-

se corados e, portanto, vidveis (Figura 11c; Tabela 17).
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Figura 10. Microsporogénese em Eupatorium purpurascens. a,b,c,d, Células em metafase
mostrando univalentes (1), bivalentes (2), trivalentes (3) e polivalentes

superiores (P); e, Anafase | com cromossomos retardatarios; f, Anafase | com

numero desigual de cromossomos em cada um dos pdlos. a,d, 1550x; b, 1250x;
¢,1200x; e,f, 1450x
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Figura 11. Microsporogénese (continuagao) e pdélen em Eupatorium purpurascens.

a, Microsporécito em final de segunda divisdo; b, Tétrades de
micrésporos, com presenga (seta) de um pequeno microsporo
supernumerario; ¢, Graos de pdlen viaveis e inviaveis; d, Grao de pdlen
germinado mostrando tubo polinico e os 3 nucleos contidos no grao. a,
940x; b, 770 x; c, 360x; d, 950x
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Tabela 16. Contagem de tétrades e de formagdes irregulares ao final da

microsporogénese em Eupatorium purpurascens.

N2 de microsporécitos  Tétrades (com 4 Formacodes irregulares (com

analisados micrésporos) micrésporos supernumerarios)

N2 % N2 %

84 g 91,67 7 8,33
96 88 91,67 8 8,33
98 87 88,78 11 11,22
91,60 10 8,40
90,94 36 9,06

Tabela 17. Andlise da viabilidade do pdlen em Eupatorium purpurascens.

Planta N2 de graos analisados Graos corados
N2 %

500 429 85,8

500 432 86,4

500 428 85,6

500 409 81,8

500 424 84,8

500 389 77,8

3000 2511 83,7
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2.3 Ocorréncia de polinizagao

Estudos complementares de contagem do numero de graos de pdlen
sobre a superficie estigmatica em Eupatorium purpurascens apontam que quase
todos os pistilos apresentaram graos. Foram estudadas 5 plantas num total de 147
pistilos, sendo que 99,3% apresentaram graos de pdlen, numa média de 34,16
graos por pistilo, como indicado na Tabela 18. Outra analise revelou que 497 graos
de pdlen germinados, com o tubo polinico claramente visivel, permaneciam na
condigao trinucleada (Figura 11d).

Tabela 18. Ocorréncia de graos de pdlen em estigmas de Eupatorium purpurascens

Planta N2 de pistilos Pistilos com graos Graos por pistilo

examinados N2 % variagdo  média

33 32 96,9 7-70 33,0
36 36 100,0 18-94 48,0
33 33 100,0 2-87 20,8
31 31 100,0 8-73 41,6
14 14 100,0 4-42 16,0
99,3 2-94 34,16
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2.4 Cariotipo

A andlise do caridtipo foi realizada em quatro metafases, cada uma
representando uma plantula. A Figura 12a apresenta uma destas metafases. As
medidas cromossOmicas de cada uma das quatro metafases incluindo bragos longo
e curto, comprimento total dos bragos, proporgcao dos bragos e comprimento relativo
do cromossomos em relagdo ao comprimento total do complemento cromossémico
estdo apresentadas nas Tabelas 19 a 22. Com base nestas medidas foi possivel
reunir os 60 cromossomos do complemento em 10 grupos, cada grupo contendo 6
cromossomos, indicando ser o complemento cromossémico constituido de um unico
genoma representado seis vezes. A Figura 12b apresenta o complemento
cromossémico de uma das quatro metafases analisadas com os cromossomos
presumivelmente homologos agrupados. O ideograma esta representado na Figura
12c.

A Tabela 23 caracteriza o genoma da espécie e foi baseada nas
médias dos valores obtidos da andlise das quatro metafases. Assim, os valores de
cada cromossomo, nesta tabela, representam 24 cromossomos considerados
equivalentes, 6 de cada uma das quatro metafases. O brago longo variou de 0,81
pum (cromossomo 10) a 1,16 um (cromossomo 1); o brago curto de 0,58 um
(cromossomos 10) a 1,02 um (cromossomo 1) e o comprimento total cromossémico
de 1,39 um (cromossomo 10) a 2,18 um (cromossomo 1). Quanto a proporgao entre

os bragos, os valores extremos foram 1,14 (cromossomo 1) e 1,41 (cromossomo 9)

e para o comprimento relativo, 7,93 (cromossomo 10) e 12,44 (cromossomo 1). O

comprimento total do genoma foi de 17,52 pm.

Nas Tabelas 19 a 22 a ordenagao dos cromossomos foi baseada no
comprimento cromossoémico. No entanto, a proporgao cromossdémica foi essencial
para a caracterizacao do genoma.

Na andlise do cariétipo constatou-se que todos os cromossomos desta

espécie sao medianos, nao sendo possivel observar a presenca de satélites.
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Figura 12. Cromossomos mitéticos de Eupatorium purpurascens. a, Célula mitdtica em metafase
mostrando 60 cromossomos; b, Cariétipo; ¢, Ideograma. Escala representa 5 pm.
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Tabela 19. Medidas (um) dos cromossomos (a,b,c,d,e,f) dos 10 grupos cromossémicos,
considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 1 de Eupatorium
purpurascens (Comprimento total do complemento: 93,47 pm).

Grupo Braco cromossoémico Comprimento total Proporcdo de bracos Comprimento relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
1,12 0,85 1,31 2,11
1,12 0,82 1,36 2,08
1,12 0,82 1,36 2,08
1,06 0,85 1,24 2,04
1,06 0,85 1,24 2,04
1,06 0,80 1,32 1,99

1,14 1,06 1,07 2,35
1,12 1,06 1,05 2,33
0,88 0,88 1,88
0,85 0,85 1,82
0,82 0,82 1,75
0,85 0,77 1,73

1,06 0,93 2,13
1,01 0,85 1,99
1,01 9,77 1,90
0,96 0,82 , : 1,90
0,90 0,77 1,79
0,88 0,64 1,37 1,63

1,04 0,80 1,30 1,97
1,01 0,77 1,90
1,04 0,74 1,90
1,04 0,74 1,90
0,88 0,66 1,65
0,82 0,58 1.41 1,50

0,98 0,82 1,19 1,93
0,93 0,80 1 1,85
0,93 0,77 1 1,82
0,80 0,69 1,60
0,80 0,66 1,56
0,66 0,56 1,31

1
1
1
1

0,80 0,77
0,80 0,77
0,80 0,74
0,80 0,74
0,77 0,74
0,58 0,56

1,68
1,68
1,65
1,65
1,62
1,22

3R888%

0,88 0,80 1 1,80
0,85 0,77 1,1 1,73
0,74 0,66 1,12 1,50
0,69 0,61 3 1,39
0,69 0,61 1,39
0,66 0,58 1.1 1,33

0,85 0,64 1,59
0,82 0,61 1,53
0,82 0,61 1,53
0,80 0,61 1,51
0,80 0,61 1,51
0,77 0,58 1,44

0,77 0,53
0,77 0,53
0,77 0,53
0,74 0,50
0,72 0,48
0,72 0,48

0,82 0,58
0,82 0,58
0,82 0,56
0,61 0,45
0,58 0,42
0,58 0,40
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Tabela 20. Medidas (um) dos cromossomos (a,b,c,d,e,f) dos 10 grupos cromossémicos,
considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 2 de Eupatorium
purpurascens (Comprimento total do complemento: 98,74 pm).

Grupo Braco cromossémico Comprimento total Proporcéo de bragos Comprimento relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
1,20 0,98 2,18 1,22 2,21
1,17 0,96 2,13 1,22 2,16
1,14 0,93 2,07 1,22 2,10
1,12 0,93 2,05 1,20 2,08
1,14 0,90 2,04 1,26 2,07
1,06 0,85 1,91 1,24 1,93

1,33 0,85 2,18 1,56 2,21
1,33 0,80 2,13 1,66 2,16
1,17 0,77 1,94 1,62
1,14 0,74 1,88 1,54
0,88 0,59 1,47 1,49
0,72 0,48 1,20 1,50

0,96 0,85 1,81 1,13
0,98 0,80 1,22
0,93 0,82 1,13
0,93 0,80 1,16
0,93 0,80 1,16
0,93 0,80 1,16

0,93 0,93 1,00
0,88 0,85 1,03
0,85 0,82 1,03
0,82 0,82 1,00
0,82 0,80 1,02
0,80 0,80 1,00

1,06 0,74 1,43
1,01 0,72 1.40
0,96 0,66 1,45
0,96 0,66 1,45
0,93 0,66 1,41
0,93 0,66 1,41

0,98 0,93 1,05
0,96 0,88 1,09
0,85 0,80 1,06
0,77 0,72 1,07
0,77 0,72 1,07
0,74 0,69 1,07

0,88 0,74
0,85 0,74
0,85 0,74
0,85 0,74
0,80 0,72
0,80 0,69

0,69
1,06 0,66
0,58
0,58
0,56
0,53

0,64
0,66

0,61

0,64
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Tabela 21. Medidas (um) dos cromossomos (a,b,c,d,e,f) dos 10 grupos cromossdémicos
considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 3 de Eupatorium
purpurascens (Comprimento total do complemento: 112,54 ym).

Grupo Brago cromossémico Comprimento total Proporcao de bragos Comprimento relativo
(L) (L+C) (L/C) %
1,22 2,42 1,01 2,15
1,22 2,39 2,12
1,22 2,39 2,12
1,20 2,34 2,08
1,12 2,21 1,96
1,12 2,18 1,94

1,20 2,32 2,06
1,12 2,16 1,92
1,12 2,16 1,92
1,09 2,10 1,87
1,06 2,07 1,84
1,06 2,07 1,84

1,30 2,23 1,98
1,30 : 2,20 1,96
1,30 2,20 1,96
1,22 2,07 1,84
1,17 1,99 1,77
1,14 1,94 1,72

1,46 2,26 2,01
2,18 1,94
2,12 1,88
2,02 1,79
1,86 1,65
1,86 1,65

1,97 1,12 1,75
1,97 1,12 1,75
1,75
1,73
1,73
1,73

1,65
1,65
1,65
1,56
1,56
1,56

1,58
1,58
1,53
1,53
1,49
1,49

1,48

BRRRRR
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Tabela 22. Medidas (um) dos cromossomos (a,b,c,d,e,f) dos 10 grupos cromossémicos,
considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 4 de Eupatorium
purpurascens (Comprimento total do complemento: 117,07 um).

Grupo Bragco cromossémico Comprimento total Proporgcao de bragos Comprimento relativo

(L) (C) (L+C) %o

1,28 1,22 2,50 2,14
1,28 1,22 2,50 2,14
1,28 1,20 2,48 2,12
1,22 1,20 2,42 2,07
1,22 147 2,39 2,04
1,22 1,17 2,39 2,04

1,28 1,01 2,29 1,96
1,28 1,01 2,29 1,96
1,20 0,93 2,13 1,82
1,12 0,88 2,00 1,71
1,12 0,88 2,00 1,71
1,12 0,88 2,00 ; 1,71

1,33 0,88 2,21
1,33 0,88 2,21
0,85 2,13
0,82 2,07
0,80 2,00
0,80 2,00

1,01 2,13
1,01 2,13
0,98 2,07
0,98 2,07
0,96 2,02
0,96 2,02

0,88 2,10
0,85 2,05




Tabela 23. Comprimento (x + Sx, em pm) dos bragos longo (L) e curto (C) de 10
cromossomos das 4 células estudadas de Eupatorium purpurascens.

Comprimento total médio do genoma: 17,52 pm.

Cromossomo

L

C

L+C

L/C

L+C/17,52

Tipo

1

2
3
4
5
6
7
8
9

—_
o

1,16 £ 0,01
1,08 + 0,03
1,10 £ 0,03
1,06 + 0,03
1,01 £0,02
0,92 + 0,03
0,88 + 0,02
0,87 £ 0,01
0,86 + 0,02
0,81 +£0,02

1,02+ 0,03
0,89 + 0,03
0,83 + 0,01
0,81 £0,02
0,79 + 0,02
0,77 £ 0,02
0,75 £ 0,01
0,72+ 0,02
0,61 +£0,01
0,58 + 0,02

2,18 + 0,04
1,97 £0,05
1,93 £ 0,04
1,87 +£0,04
1,80 + 0,04
1,69 + 0,04
1,63 +£0,03
1,59 +0,03
1,47 +0,03
1,39 +£0,03

1,14
1,21
1,32
1,31
1,28
1,19
7
1,21
1,41
1,39

12,44
11,25
11,02
10,67
10,27
9,65
9,30
9,08
8,39
7,93

m

S 8 833 23 3 3 3
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2.5 Producgao e germinabilidade de sementes

Estudos complementares para verificar a produgao de sementes foram
realizados em 3 plantas de Eupatorium purpurascens num total de 2935 ovarios
examinados, dos quais 1669 (56,86%) produziram sementes contendo embrides
(Tabela 24).

Os resultados dos testes de germinacao de sementes retiradas de 3

plantas (50 sementes por planta) revelaram porcentagens variando de 28% (14

sementes) a 60% (30 sementes). Das 150 sementes testadas 66 (44%)

germinaram, como indicado na Tabela 25 .

AVAVAL

A¥A
2 3 4 5 6 i unespw 11 12 13 14 15 16 17



Tabela 24. Producao de sementes em Eupatorium purpurascens.

Total de ovarios

Sementes produzidas

examinados

N= %

984

966

985

2935

Tabela 25. Germinabilidade de sementes em Eupatorium purpurascens (50

sementes por planta).

Planta

Sementes germinadas

N2

%

14
22
30
66

28
44
60
44

6
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3. Eupatorium laevigatum

3.1 Embriologia

A analise de évulos clarificados de Eupatorium laevigatum foi realizada
a partir de 8 plantas, num total de 2074 dvulos examinados. Destes, 1252 foram
provenientes de flores em fases iniciais de desenvolvimento floral, 317 em preé-
antese e 505 em antese. As etapas embriolégicas encontradas nos 6vulos de E.
laevigatum, nas diferentes fases de desenvolvimento floral, estédo apresentadas na
Tabela 26. Neste estudo foi observada a presenga de megasporécitos (Figura 13a),
sacos embrionarios binucleados (Figura 13b e c) e tetranucleados (Figura 13d),
oosfera/nicleos polares (Figura 14a), oosfera/nicleo central (Figura 14b),
embrido/nicleo central (Figura 14c) e embrido/endosperma (Figura 14d), além de
sacos embrionarios abortados.

Dos 1252 évulos examinados nas fases iniciais de desenvolvimento
floral 13,26% (166) corresponderam a megasporocitos, 13,58% (170) a sacos
embrionarios binucleados e 8,95% (112) a sacos embrionarios tetranucleados, nao
aparecendo os estagios de diades e tétrades de megdasporos. A proporgéo de
oosfera/nticleos polares foi maior nesta fase floral (15,65%) quando comparada as
duas seguintes. Oosfera/nicleo central correspondeu a 18,05% (226) dos 6vulos
analisados. A proporcao de embrido/nucleo central e embrido/endosperma (10,46%
e 1,76%) foi menor do que nas fases de pré-antese e antese. A propor¢ao de sacos
embrionarios abortados foi de 18,29%.

Dos 317 évulos examinados na fase de pré-antese nao apareceram os
estagios de megaspordcito, diades e tétrades de megasporos e sacos embrionarios
binucleado e tetranucleado. Qosfera/nucleos polares correspondeu a 3,16% (10) e
oosfera/ntcleo central a 21,45% (68). Pode-se notar um aumento na proporgao de
embrido/nicleo central e embrido/endosperma  (33,12% e 24,29%,
respectivamente). A proporgao de sacos embrionarios abortados foi de 17,98%.

Dos 505 dévulos examinados na fase de antese nao ocorreram

megaspordcitos, diades e tétrades de megdsporos e sacos embrionarios

binucleados e tetranucleados, com uma diminuigdo na porcentagem de
oosferas/ntcleos polares (0,99%), oosfera/nucleo central (9,70%) e embrido/nucleo

central (25,54%). Neste estagio de desenvolvimento a propor¢gdo de
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embrido/endosperma foi de 44,16%. A proporgdo de sacos embrionarios abortados
foi de 19,61%.

A analise de 6vulos clarificados de Eupatorium laevigatum, em fases
iniciais de desenvolvimento floral, revelou a presenga de uma unica célula
arquesporial inicial que funciona diretamente como megaspordcito (Figura 13a). De
1252 ovulos examinados em fases iniciais de desenvolvimento floral nenhum
demonstrou a presenca de diades e tétrades de megasporos, o que indica a
auséncia de meiose redutiva. A formagdo do saco embrionario se faz a partir do
megaspordcito nao reduzido (Figura 13a) que funciona diretamente como
megasporo. O nucleo deste ao se dividir d4 origem a um saco embrionario
binucleado (Figura 13b), cujos nucleos se afastam tomando posi¢do nas
extremidades opostas da célula (Figura 13c). Cada um dos nucleos sofre uma
segunda divisao formando o saco embriondrio tetranucleado (Figura 13d).
Posteriormente, uma terceira divisdo dara origem ao saco embrionario maduro com
8 nucleos, composto de duas sinérgides, uma oosfera, dois nucleos polares e trés
antipodas sendo, portanto, do tipo Polygonum. As sinérgides degeneram resultando
em um saco embrionario com a oosfera e dois nucleos polares (Figura 14a). Os
nucleos polares em seguida se fundem dando origem ao nucleo central (Figura
14b). A oosfera e o nucleo central se dividem partenogeneticamente iniciando o
embrido e o endosperma, respectivamente. Observou-se que a oosfera inicia a
formacao do embrido antes do nucleo central comegar a se dividir para formar o

endosperma, resultando na ocorréncia de embrido e nucleo central (Figura 14c). A

presenca de embrido e endosperma (Figura 14d) foi constatada ja em ovulos de

flores nas fases iniciais de desenvolvimento (botdes fechados).




Tabela 26. Contetido de évulos de Eupatorium laevigatum em diferentes estagios de

desenvolvimento floral.

Estagio Floral

Fase Inicial

Pré-Antese Antese

Plantas examinadas

Ovulos analisados

8
1252

8 8

Conteudo

N2 %

N2 %

S. embrionario abortado
Megasporacito

Diade de megasporos
Tétrade de megasporos
S. embrionario 2-nucleado
S. embrionario 4-nucleado
Qosfera/nucleos polares
Oosfera/nucleo central
Embriao/nucleo central

Embriao/endosperma

229 18,29
13,26
0
0
13,568
8,95
15,65
18,05
10,46
1,76

99 19,61

0
3,16
21,45 49
105 33,12 129
P 24,29 223

0
0
0
0 0
0
5

6

AVAVAL

A¥A
11 12 13 14 15 16 17



Figura 13. Formagdo do saco embriondrio em Eupatorium laevigatum. a,

Megaspordcito; b, Estagios iniciais de saco embrionario binucleado; c,
Estdgios tardios de saco embrionario binucleado; d, Saco embrionario

tetranucleado. a, 500x; b,d, 620x; c, 940x
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Figura 14. Formagao do saco embrionario e do embrido em Eupatorium laevigatum.

a, Saco embrionario com oosfera e dois nlcleos polares; b, Saco
embrionario com oosfera e nucleo central; ¢, Saco embrionario com
embrido e nucleo central; d, Saco embrionario com divisées iniciais de

embrido e endosperma. a,b,c,d 540x
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Figura 15. Microsporogénese em Eupatorium laevigatum. a, b, ¢, Células em

diacinese mostrando univalentes (1), bivalentes (2), trivalentes (3) e

polivalentes superiores (P); d, Anafase | com cromossomos
retardatarios; e, f, Células em final de primeira e segunda divisdo
apresentando microntcleos. a, 1450x; b,c, 1350x; d,e, 1500x; f, 1600x
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Figura 16. Microsporogénese (continuagdo) e pélen em E. laevigatum. a, Duas

diades de micrésporos cada uma com um micrésporo supernumerario e
poliade de micrésporos; b, Diade de micrésporos; ¢, Graos de podlen

todos inviaveis. a, 580x; b, 950x; ¢, 360x
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Tabela 27. Contagem de tétrades e de formagdes irregulares ao final da

microsporogénese em Eupatorium laevigatum.

Planta N2 de Tétrades (com 4 Formacdes irregulares (com
microsporécitos Microsporos) micrésporos supernumerarios)

analisados N2 % N2 %
123 4,88 117 95,12
110 4,55 105 95,45
108 3,70 104 96,30
113 4,43 108 95,57
105 3,81 101 96,19
103 3,88 99 96,12
122 4,92 116 95,08
784 4,34 750 95,66

Tabela 28. Analise da viabilidade do pdlen em Eupatorium laevigatum.

N2 de graos analisados Graos corados

N2 %
500 20 4,0
500 15 3.0
500 29 5,8
500 11 2,2
500 23 4,6
500 22 4,4
3000 4,0




3.3 Ocorréncia de polinizagao

A ocorréncia de polinizagao para Eupatorium laevigatum foi verificada
a partir da contagem de graos de pdlen depositados na superficie estigmatica.

Foram estudadas 5 plantas num total de 181 pistilos examinados sendo que 58%

apresentaram graos de pdlen, numa média de 1,04 graos por pistilo, como indicado

na Tabela 29.

Tabela 29. Ocorréncia de graos de pdlen em estigmas de Eupatorium laevigatum.

Planta N2 de pistilos Pistilos com graos Graos por pistilo

examinados N2 % variagcao meédia
34 23 67,6 1-4 1,2
31 18 58,0 1-4 1,0
37 29 78,3 1-6 1,8
38 15 39,4 1-3 056
35 20 Y% 1-3 0,7
58,0 1-6 1,04
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3.4 Caridtipo

A andlise do caridtipo foi realizada em trés metafases cada uma
representando uma plantula. A Figura 17a apresenta uma destas metafases. As
medidas cromossdmicas de cada uma das trés metafases incluindo bragos longo e
curto, comprimento total dos bragos, propor¢cao dos bragos e comprimento relativo
do cromossomo em relagdo ao comprimento total do complemento cromossémico
estdo apresentadas nas Tabelas 30 a 32. Com base nestas medidas foi possivel
reunir os 60 cromossomos do complemento em 10 grupos, cada grupo contendo 6
cromossomos, indicando ser o complemento cromossdmico constituido de um unico
genoma representado seis vezes. A Figura 17b apresenta o complemento

cromossdmico de uma das trés metafases analisadas com 0s cromossomos

presumivelmente homélogos agrupados. O ideograma esta representado na Figura

17c.

A Tabela 33 caracteriza o genoma da espécie e foi baseada nas
médias dos valores obtidos da anélise das trés metafases. Assim, os valores de
cada cromossomo, nesta tabela, representam 18 cromossomos considerados
equivalentes, 6 de cada uma das trés metafases. O brago longo variou de 0,77 um
(cromossomo 10) a 1,19 um (cromossomo 1); o bragco curto de 0,56 pm
(cromossomos 9 e 10) a 0,89 um (cromossomo 1) e o comprimento total
cromossdmico de 1,33 um (cromossomo 10) a 2,08 um (cromossomo 1). Quanto a
proporgao entre os bragos, os valores extremos foram 1,17 (cromossomo 6) e 1,79
(cromossomo 5) e para o comprimento relativo 7,93 (cromossomo 10) e 12,40
(cromossomo 1). O comprimento total do genoma foi de 16,78 um.

Nas Tabelas 30 a 32 a ordenagao dos cromossomos foi baseada no
comprimento cromossémico total. A proporgao entre os bragos também foi utilizada
para a caracterizagao do genoma.

Através da analise do cariétipo observa-se oito cromossomos
medianos (1, 2, 4, 6, 7, 8, 9 e 10) e dois submedianos (3 e 5). Apenas em uma das
metafases analisadas foi possivel visualizar a presenga de cromossomos SAT
(célula 1). Os cromossomos SAT, nesta metafase, ocorreram no cromossomo

numero 5.
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Figura 17. Cromossomos mitéticos de Eupatorium laevigatum. a, Célula mitética em
metafase mostrando 60 cromossomos; b, Cariétipo; ¢, Ideograma.

Escalas representam 5 pm; linhas indicam satélites.
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Tabela 30. Medidas (um) dos cromossomos (a,b,c,d,e,f) dos 10 grupos cromossémicos,
considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 1 de Eupatorium
laevigatum (Comprimento total do complemento: 106,82 pm).

Grupo Braco cromossémico Comprimento total Proporgao de bragos Comprimento relativo
(L) (C) (L+C) (L/C) %
1,46 0,80 2,26 1,82 2,11
1,33 0,93 2,26 1,43 2,1
1,33 0,80 2,13 1,66 1,99
1,33 0,80 2,13 1,66 1,99
1,33 0,80 2,13 1,66 1,99
1,20 0,93 2,13 1,99

1,06 2,26 2,1
0,93 1,99 1,86
0,93 1,99 1,86
0,93 1,99 1,86
0,93 1,99 1,86
0,93 1,99 1 1,86

b ok kb b b
888883

0,80 2,00 1,87
0,80 2,00 1,87
0,80 2,00 1,87
0,80 2,00 1,87
0,80 2,00 1,87
0,80 2,00 1,87

0,53 1,99 1,86
0,66 1,99 1,86
0,66 1,99 1,86
0,66 1,99 , 1,86
0,53 1,86 1,74
0,53 1,73 1,62

0,66 1,86 1,74
0,66 1,86 1,74
1,86
1,86
1,86
1,86

1,73
1,73
1,73
1,73
1,73
1,73

1,86
1,86
1,59
1,59
1,59
1,59

1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
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Tabela 31. Medidas (um) dos cromossomos (a,b,c,d,e,f) dos 10 grupos cromossomicos,
considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 2 de Eupatorium
laevigatum (Comprimento total do complemento: 103,88 pum).

Grupo Braco cromossémico Comprimento total Proporcéao de bracos Comprimento relativo
(L) (©) (L+C) (L/C) %
1,33 1,06 2,39 1,25 2,30
1,33 1,06 2,39 1,25 2,30
1,20 1,06 2,26 1,13 2,17
1,20 0,93 2,13 1,29 2,05
1,06 0,93 1,99 1,14 1,91
1,06 0,93 1,99 1,44 1,91

1,46 0,66 2,12 2,21 2,04
1,46 0,66 2,12 2,21 2,04
1,46 0,66 2,12 2,21 2,04
1,33 0,66 1,99 2,01 1.9
1,33 0,66 1,99 2,01 1,91
1,33 0,66 1,99 2,01 1,91

1,46 0,80 2,26 1,82 217
1,20 0,66 1,86 1,82 1,79
1,20 0,66 1,86 1,82 1,79
1,20 0,66 1,86 1,82 1,79
1,06 0,66 1,72 1,61 1,65
1,06 0,66 1,72 1,61 1,65

1,06 0,80 1,86 1,32 1,79
1,06 0,80 1,86 1,32 1,79
1,06 0,80 1,86 1,32 1,79
1,06 0,80 1,86 1,32 1,79
1,06 0,80 1,86 1,32 1,79
1,06 0,80 1,86 1,32 1,79

1,33 0,53 1,86 2,51 1,79
1,20 0,53 1,73 2,26 1,66
1,20 0,53 1,73 1,66
1,06 0,53 1,59 1,53
1,06 0,53 1,59 1,53
1,06 0,53 1,59 1,53

0,93 0,80 1,73 1,16 1,66
0,93 0,80 1,73 1,66
0,93 0,80 1,73 1,66
0,93 0,80 1,73 1,16 1,66
0,93 0,80 1,73 1,1 1,66
0,93 0,80 1,73 1,16 1,66

0,80 0,80 1,60 1,54
0,80 0,80 1,60 1,54
0,80 0,80 1,60 : 1,54
0,80 0,80 1,60 1,54
0,80 0,80 1,60 1,54
0,80 0,80 1,60 1,54

0,93 0,66 1,59 1,53
0,93 0,66 1,59 1,53
0,93 0,66 1,59 1,53
0,80 0,66 1,46 1,40
0,80 0,66 1,46 1,40
0,80 0,66 1,46 1,40

0,93 0,53 1,46 1,40
0,93 0,53 1,46 1,40
0,93 0,53 1,46 1,40
0,93 0,53 1,40
0,93 0,53 1,40
0,93 0,53 1,40

0,80 0,53 1,28
0,80 0,53 1,28
0,80 0,53 1,28
0,80 0,53 1,28
0,80 0,53 1,28
0,80 0,53 : 1,28
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Tabela 32. Medidas (um) dos cromossomos (a,b,c,d,e,f) dos 10 grupos cromossOmicos,
considerando os bragos longo (L) e curto (C) da célula 3 de Eupatorium
laevigatum (Comprimento total do complemento: 92,54 pm).

Grupo

Bragco cromossomico

Comprimento total

Proporcéo de bragos Comprimento relativo

(L)

(C)

(L+C)

(LIC)

%

1,06
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93

1,20
1,06
1,06
1,06
1,06
1,06

0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80

0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93

0,80
0,80
0,80
0,80

0,93
0,93
0,80
0,80
0,80
0,80

0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80

0,53
0,66
0,66
0,53
0,53
0,53

0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80

0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66

0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66

0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66

0,53
0,53
0,53
0,53
0,40
0,40

0,53
0,53
0,53
0,53
0,53

1,99
1,99
1,86
1,86
1,86
1,86

1,73
1,73
1,73
1,73
1,73
1,73

1,73
1,72
1,72

1,14
1,14

2,15
2,15
2,01
2,01
2,01
2,01

1,87
1,87
1,87
1,87
1,87
1,87

1,87
1,86
1,86
1,72
1,72
1,72

1,73
1,73
1,73
1,73
1,73
1,73

1,72
1,72
1,72
1,72
1,72
1,72

1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57

1,57
1,57
1,67
1,57
1,57
1,57

1,57
1,57
1,57
1,57
1,43
1,43

1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43

1,42
1,42
1,42
1,42
1,28
1,28
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Tabela 33. Comprimento (x + Sx, em um) dos bragos longo (L) e curto (C) dos 10
cromossomos das 3 células estudadas de Eupatorium laevigatum.

Comprimento total médio do genoma: 16,78 um.

Cromossomo

L

C

L+C

L/C

L+C/16,78

Tipo

1

2
3
4
5
6
v
8
9

—
o

1,19 +£0,03
1,14 £ 0,05
1,16 £ 0,02
1,06 + 0,05
1,09 £ 0,03
0,88 + 0,01
0,88 + 0,03
0,91 £ 0,01
0,83 + 0,01
0,77 £ 0,02

0,89+ 0,02
0,80 + 0,03
0,68 + 0,02
0,73 £ 0,02
0,61 +0,01
0,75 £ 0,01
0,69 + 0,02
0,60+ 0,02
0,56 + 0,01
0,56 + 0,01

2,08 £ 0,04
1,94 + 0,04
1,84 +£0,04
1,79 £ 0,03
1,70 + 0,03
1,63 £ 0,03
1,57 + 0,06
1,51 £ 0,02
1,39 +£ 0,02
1,33 £ 0,01

1,34
1,42
1,71
1,45
1,79
1,17
1,27
1,52
1,48
1,37

12,40
11,56
10,96
10,67
10,13
9,71
9,36
9,00
8,28
7,93
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3.5 Produgao e germinabilidade de sementes

Estudos complementares para verificar a produgao de sementes foram
realizados em 7 plantas de Eupatorium laevigatum num total de 3632 ovarios
examinados, dos quais 1025 (28,2%) produziram sementes contendo embriées. Os
resultados estao expressos na Tabela 34.

Os resultados dos testes de germinagao de sementes retiradas de 7

plantas (50 sementes por planta) revelaram porcentagens variando de 20% (10

sementes) a 52% (26 sementes). Das 350 sementes testadas 117 (33,42%)

germinaram, como indicado na Tabela 35 .
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Tabela 34. Producao de sementes em Eupatorium laevigatum.

Planta Total de ovarios Sementes produzidas

examinados N2 %

641 348 54,3
517 142 27,5
506 118 23,3
506 149 29,4
477 85 17,8
497 96 19,3
488 87 17,8
3632 28,2

Tabela 35. Germinabilidade de sementes em Eupatorium laevigatum (50 sementes

por planta).

Planta Sementes germinadas
N2 %
43 26
26 52
20 40
10 20
11 22
19 38
18 36
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IV. DISCUSSAO

A familia Compositae esta no topo de uma lista de oito familias nas
quais ha pelo menos 10 géneros com espécies que se reproduzem apomiticamente.
Os estudos embrioldgicos, segundo Czapik (1996), fornecem a documentagao total
dos eventos apomiticos. Segundo esta autora, nas Compositae processos

apomiticos tém sido registrados em 2,9% dos géneros. Porém, ha registros

embrioldgicos publicados para somente 11,1% dos géneros na familia. Assim, o

numero de apomiticos na familia Compositae pode ser bem maior. Os trés tipos de
apomixia podem ser encontrados nas Compositae: embrionia adventicia, diplosporia
e aposporia (Davis, 1966).

Embora ha muito tempo uma alta incidéncia de apomixia seja
conhecida no género  Eupatorium  (Nygren, 1954; Fryxell, 1957),
surpreendentemente, pouca pesquisa tem sido realizada sobre a ocorréncia do
fendmeno no género. Nimeros cromossdmicos de algumas espécies brasileiras
foram determinados (Coleman, 1968; Turner & Irwin, 1960). O primeiro estudo de
agamospermia no género foi realizado por Holmgren (1919) em E. glandulosum,
espécie tripldide (2n=51), nativa da América do Norte, na qual foi constatada
diplosporia obrigatéria associada a desenvolvimento auténomo do endosperma.
Sparvoli (1960) demonstrou a presenga de diplosporia também em E. riparium, uma
espécie italiana. Fryxell (1957) sugeriu a possibilidade de varias outras espécies
tripldides do género também serem apomiticas, porém ele nao citou os nomes
destas espécies e nao realizou os estudos necessarios para comprovar a existéncia
de apomixia. Turner & lrwin (1960) sugeriram a possivel existéncia de apomixa em
E. kleinoides, espécie tetraploide (n=20), do sul do Brasil, em que eles observaram
irregularidades na meiose da microsporogénese. Rozenblum et al. (1988)
constataram grandes anormalidades durante a microsporogénese em E.
tanacetifolium, uma espécie argentina demonstrada, por estudos embriolégicos,
como sendo diplospérica autonoma.

Sullivan (1976) num estudo de 15 espécies norte-americanas de
Eupatorium determinou oito como sendo dipléides, trés tripldides e quatro
tetrapléides. Todas as espécies dipldides mostraram normalidade de meiose,
enquanto as polipldides exibiram irregularidades meidticas. Ela indicou as espécies
dipldides como sendo sexuadas e as polipléides, apomiticas.
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Coleman & Coleman (1984; 1988) e Bertasso-Borges & Coleman
(1998) realizaram estudos detalhados de agamospermia em quatro espécies
tripldides (2n=3x=30) brasileiras: E. bupleurifolium, E. callilepis, E. squalidum e E.
pauciflorum. O estudo da megasporogénese e formagdo do saco embrionario
nestas espécies revelou que apenas E. bupleurifolium é apospérica, enquanto as
outras espécies sdo diplospéricas com formagdo auténoma do endosperma. O
mesmo padrdao de desenvolvimento foi observado por Coleman (1989) em E.
odoratum, uma espécie hexapldide (2n=6x=60). E. inulaefolium (Coleman, 1991) e
E. intermedium (Bertasso-Borges & Coleman, 1998) foram determinadas como
sendo tetrapléide (2n=4x=40) e dipldide (2n=2x=20), respectivamente, e sexuadas.

Duas das trés espécies estudadas neste trabalho, E. purpurascens e
E. laevigatum, demonstraram a ocorréncia regular de embrides em o&vulos
provenientes de botées ainda fechados (Tabelas 15 e 26) e, portanto, sem
possibilidade de terem sido polinizados, o que é um forte indicio de apomixia. A
auséncia de inicio de embrides diretamente a partir de células somaticas (embrionia
adventicia) ou a formagdo de saco embrionario a partir de uma célula somatica
(aposporia) levou a exclusé@o de ser apomixia em E. purpurascens e E. laevigatum
de um destes tipos. A ndo constatagao de diades e tétrades de megasporos sugere
auséncia ou modificacdo da meiose na megasporogénese. Nestas espécies, o saco
embrionario maduro resulta de trés divisdes mitéticas sucessivas do nucleo do
megaspordcito que funciona diretamente como megasporo (Figuras 8a e 13a), o
que permite concluir que o tipo de apomixia nas duas espécies € a diplosporia.

O tipo de diplosporia nas duas espécies € o Antennaria. Esta
conclusao foi baseada no fato de nao ter sido observado nenhum megaspordcito
com nucleo em forma de haltere, caracteristico de nucleo de restituicao, e na
auséncia de parede celular separando os dois nicleos iniciais, caracteristica do tipo
Taraxacum. Diplosporia do tipo Antennaria foi registrada previamente para outras
espécies do género Eupatorium:. E. glandulosum (Holmgren, 1919), E. riparium
(Sparvoli, 1960), E. callilepis (Coleman & Coleman, 1984), E. squalidum (Coleman &
Coleman, 1988), E. tanacetifolium (Rozenblum et al., 1988), E. odoratum (Coleman,

1989) e E. pauciflorum (Bertasso-Borges & Coleman, 1998).

Em E. laevigatum, a presenca de endosperma em 6vulos provenientes

de flores em fases iniciais de desenvolvimento e em pré-antese (Tabela 26) indica
que sua formagdo é do tipo auténoma, ou seja, completamente independente de

fecundacdo. O desenvolvimento autonomo do endosperma ocorre na maioria das
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espécies apomiticas da familia Compositae, enquanto em outras familias € uma
condicao esporadica (Nogler, 1984a).

Por outro lado, em Eupatorium purpurascens, a presenca de
endosperma nao foi constatada em o6vulos de flores em fases iniciais de
desenvolvimento floral e mesmo em pré-antese sua frequéncia foi menor (4,86%,
Tabela 15) em comparagéo a E. laevigatum (24,29%, Tabela 26). No caso de E.
purpurascens cerca de 83% dos évulos em pré-antese apresentavam ainda nucleos
polares ou nucleo central ndo divididos, o que sugeriu a possibilidade de uma
proporcao significativa de pseudogamia (necessidade de fecundag@o do nucleo
central para formacgao do endosperma). Porém, a constatagcéo de que os graos de
polen, embora vidveis (Tabela 17), ndao sao funcionais em consequéncia dos
nucleos masculinos ndao descerem no tubo polinico (Figura 11d) permite descartar a
possibilidade de pseudogamia.

A iniciagdo autdonoma do endosperma pode ser a partir de nucleos
polares livres ou a partir do nucleo central (Gustafsson, 1946). Em Eupatorium
purpurascens e E. laevigatum os dois nucleos polares se fundem e o endosperma
se inicia a partir do nucleo central resultante (Figuras 9a e 14b; Tabelas 15 e 26).
Iniciacdo auténoma do endosperma a partir do nucleo central também foi
constatada para E. squalidum (Coleman & Coleman, 1988) e E. pauciflorum
(Bertasso-Borges & Coleman, 1998), enquanto em E. callilepis (Coleman &
Coleman, 1984) e E. odoratum (Coleman, 1989) se da a partir dos nucleos polares.

Em E. purpurascens e E. laevigatum o desenvolvimento do embriao
precede o inicio do endosperma. Segundo Vijayaraghavan & Prabhakar (1984) isto
é de interesse fisiolégico pois evidencia que o desenvolvimento do embrido nao é
mantido por nutrientes vindos do endosperma, mas por nutrientes transferidos para
o saco embrionario a partir de tecidos proximos.

Em Eupatorium laevigatum aproximadamente 25% dos évulos em fase

de pré-antese ainda apresentavam oosferas (Tabela 26) e em E. purpurascens

cerca de 63% (Tabela 15). Porém, a constatagcao de embrido em cerca de 57% dos

6vulos de E. laevigatum e em 25% dos 6vulos de E. purpurascens em pré-antese
suporta a ocorréncia de embrionia precoce e apomixia no material estudado.
Considerando que uma parte significativa dos évulos analisados em pré-antese teria
sido coletada até a varias horas antes da antese, a porcentagem de oévulos
contendo oosferas no momento da antese teria sido menor. Durante a antese,

apenas cerca de 10% dos 6vulos examinados em E. laevigatum (Tabela 26) e 2%
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em E. purpurascens (Tabela 15) apresentavam oosferas. Estes resultados indicam
que a embrionia precoce seria uma forte barreira a reprodugéo sexuada em ambas
as espécies. Nenhum dos 2074 6vulos examinados em E. laevigatum e 1757 em E.
purpurascens, nos trés estagios florais, revelou a presenga de tubo polinico, embora
687 (33,12%) Ovulos em E. laevigatum e 660 (37,56%) em E. purpurascens
contivessem embrido. Portanto, a constatagdo de embrionia precoce aliada a
auséncia de meiose redutiva e de tubos polinicos indica que o material examinado
das duas espécies reproduz-se apomiticamente.

A andlise da formagcado do saco embrionario em diferentes estagios
florais em Eupatorium polystachium demonstrou a presenca de diades e tétrades de
megéasporos (Tabela 1, Figura 4b), o que indica a ocorréncia regular de meiose
redutiva. A baixa freqiéncia de diades e tétrades de megéasporos pode ser
explicada pela curta duragao destas fases. Embrido e endosperma foram presentes
apenas em 6vulos provenientes de flores em antese, o que indica que polinizagao e
fertilizagdo da oosfera e do nicleo central sdo essenciais para o seu
desenvolvimento. A baixa freqiéncia de o6vulos contendo tanto embrido como
nucleo central (2,74%) sustenta que oosfera e nucleo central comegam a se dividir
quase que simultaneamente. A iniciagdo do endosperma em E. polystachium
ocorreria através da unido do nucleo central com um dos nucleos generativos.
Como o nucleo central é dipldide, o endosperma originado sera 3n=30.

Resultados semelhantes foram obtidos para Eupatorium inulaefolium
(2n=4x=40; Coleman, 1991) e E. intermedium (2n=2x=20; Bertasso-Borges &
Coleman, 1998). Nestas duas espécies foi constatada a presenca regular de diades
e tétrades de megasporos, atestando a ocorréncia de meiose redutiva, bem como a
auséncia de embrionia precoce. Ambas as espécies foram determinadas como
reproduzindo-se exclusivamente por via sexuada, no material estudado.

Em espécies sexuadas a fertilidade de um individuo depende da
normalidade do processo meidtico. Estudos em um vasto nimero de espécies tém

demonstrado que irregularidades meidticas levam a esterilidade do pdlen e,

conseqiientemente, & baixa produgao de sementes (Consolaro et al., 1996).

A andlise da microsporogénese em Eupatorium polystachium
(2n=2x=20) revelou pareamento cromossémico normal em diacinese com a
ocorréncia uniforme de bivalentes, sendo normais todos os aspectos da
microsporogénese e formagdo do pélen. A regularidade da microsporogénese e

formacédo de pélen indicam um alto grau de fertilidade masculina para o material
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estudado, o que foi confirmado pela alta porcentagem de gréos corados (Figura 6e,
Tabela 2). E. inulaefolium (Coleman, 1991) e E. intermedium (Bertasso-Borges &
Coleman, 1998) também apresentaram microsporogénese e formagédo de pdlen
normais. A semelhanca de resultados entre estas espécies também diz respeito a
ocorréncia de polinizacdo. Nas trés espécies ha uma freqiiéncia alta de graos de
pélen sobre os estigmas (91,33% em E. polystachium, 71,2% em E. inulaefolium e
74,4% em E. intermedium), o que indica polinizagdo regular.

Em espécies apomiticas autonomas, irregularidades durante a meiose
masculina sdo um fendmeno comum, considerando que nao ha necessidade de
fertilizagdo da oosfera e dos nicleos polares para o inicio do embriao e
endosperma. Ja as espécies pseudogamicas ndo apresentam muitas
anormalidades meiéticas, visto que a produgédo de sementes depende da presenca
de pdlen viavel capaz de fecundar os nucleos polares e dar inicio ao endosperma
(Asker & Jerling, 1992).

Eupatorium callilepis (Coleman & Coleman, 1984), E. tanacetifolium
(Rozenblum et al., 1988) e E. squalidum (Coleman & Coleman, 1988) s&o tripldides
(2n=3x=30) e diplospéricas auténomas, enquanto E. bupleurifolium (Coleman &
Coleman, 1984) também é tripldide (2n=3x=30) porém, apospérica autdnoma. As
trés espécies apresentam disturbios durante a microsporogénese relacionados a
anormalidades de pareamento, com formagdao de univalentes, bivalentes e

trivalentes, com a conseqiiente producdo de cromossomos retardatarios, nucleos

cromossdmicos ndo balanceados, formagdo de micronlcleos e esterilidade do

polen.

Eupatorium odoratum, hexapldide (2n=6x=60) e diplospdrica
autdénoma, apresentou produgéo de pdlen extremamente reduzida em consequéncia
da degeneracéo do tecido esporégeno antes do inicio da meiose. Porém, as poucas
células observadas em diacinese demonstraram, essencialmente, as mesmas
irregularidades observadas nas espécies tripldides (Coleman, 1989). E. pauciflorum,
tripldide (2n=3x=30) e diplospérica auténoma, revelou total auséncia de
microspordcitos em conseqiiéncia da degeneragao do tecido esporégeno (Bertasso-
Borges & Coleman, 1998). Assim, irregularidades meidticas sao constantes nas
espécies apomiticas de Eupatorium. Existem diferengas entre estas espécies
quanto ao nivel de ploidia (triploidia versus hexaploidia) e iniciagdo do saco
embrionario ndo reduzido (diplosporia versus aposporia). Porém, todas tém em

comum a formacgao auténoma do endosperma.
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O material examinado de Eupatorium laevigatum demonstrou
anormalidades no pareamento cromossdémico durante a diacinese atestadas pela
presenca de univalentes, bivalentes, trivalentes e polivalentes superiores (Figuras
15a, b, c). Cromossomos retardatarios durante a anafase | foram constantes (Figura
15d) e a perda de univalentes resultou na formagao de micronucleos na primeira e
segunda divisdo (Figuras 15e, f). As anormalidades meidticas resultaram em alta
frequiéncia de tétrades e diades com ou sem micrésporos supernumerarios (Figuras
16a, b, Tabela 27). Nucleos de restituicao nao foram observados, mas a presenga
de diades de micrésporos sugere sua ocorréncia. Em consequéncia destas
anormalidades a viabilidade do pdlen foi extremamente baixa (4,0%; Tabela 28,
Figura 16c). A escassez de pdlen nos estigmas (Tabela 29) indica infreqiéncia de
polinizagao. Estes dois fatores sugerem a reprodugéo sexuada ser extremamente
rara, senao ausente, no material estudado, mesmo que alguns dvulos ainda com
oosferas estejam disponiveis durante a antese. Em E. laevigatum, diplosporia
assegura a produgdo de embrido e o desenvolvimento auténomo do endosperma
torna a esterilidade masculina toleravel.

Estudos de microsporogénese em Eupatorium purpurascens
mostraram a ocorréncia regular de univalentes, bivalentes, trivalentes e polivalentes
superiores durante diacinese e metafase (Figuras 10a, b, ¢, d) e a presenga de
cromossomos retardatarios durante anafase | (Figura 10e) que podem ou nao ser
englobados em um ou nos dois nucleos. As irregularidades de pareamento e a
presenca de cromossomos retardatarios resultaram em anéafases nao balanceadas
(figura 10f), corroborada pela produgao de micrésporos supernumerarios, bem como
pela presenca de tétrades com micrésporos de tamanhos distintos (Figura 11b,
abaixo). A formacdo de tétrades de micrésporos foi menos irregular quando
comparada a E. laevigatum (Tabela 16), porém nao excluindo a prevaléncia de
ntcleos geneticamente nao balanceados.

Os estudos de meiose em Eupatorium purpurascens sugerem um alto
grau de esterilidade masculina para o material examinado. Entretanto, a viabilidade
do podlen foi inesperadamente alta (83,7%, Tabela 17). A alta frequéncia dos graos

de pdlen depositados nos pistilos (Tabela 18) indica a ocorréncia de polinizagao.

Porém, a anélise de 497 grdos germinados revelou que todos estavam ainda na

condicao trinucleada (Figura 11d). Em um estudo comparativo foram observados
826 graos de pdlen germinados sobre estigmas de E. polystachium, uma espécie
sexuada, estando todos desprovidos de ntcleos. A viabilidade dos gréaos de polen
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de E. purpurascens indica alta tolerancia a nao balanceamento genético. Entretanto,
embora viaveis, os graos de podlen nao sao funcionais, em consequéncia da
incapacidade dos nucleos masculinos entrarem no tubo polinico. Heslop-Harrison &
Heslop-Harrison (1987, 1989, 1997) demonstraram que o movimento dos nucleos
generativos para dentro do tubo polinico envolve a interagdo entre fibrilas de
miosina e actina, porém o mecanismo de funcionamento deste sistema nao é ainda
plenamente esclarecido. Em E. purpurascens, a formacao de sementes em
populagdes naturais € alta (57,86%, Tabela 24) devido a reprodugdo apomitica.

A descricao das caracteristicas do conjunto cromossémico de uma
espécie é conhecida como cariétipo. Os cariétipos séo classificados em dois tipos:
simétricos e assimétricos. Segundo Stebbins (1971), um cariétipo simétrico € aquele
em que os cromossomos sao todos aproximadamente do mesmo tamanho e
apresentam centrdmeros medianos e submedianos. O aumento da assimetria, ou
seja, uma maior variagao nestes parametros pode ocorrer através de uma alteragao
na posicdo do centrdmero de mediano para subterminal ou terminal ou pelo
acumulo de diferengas no tamanho relativo entre os cromossomos, tornando o
cariétipo mais heterogéneo.

Os estudos de cariétipo em Eupatorium polystachium indicaram a
presengca no complemento de dois genomas morfologicamente indistingliveis,

caracterizando a espécie como dipléide (2n=2x=20, Tabelas 4 a 12, Figura 7). No

complemento foi observada a presenga de dois cromossomos SAT. A constatagéao

de dois pares de cromossomos subterminais, bem como uma discreta variagao no
tamanho dos cromossomos, permite classificar o cariétipo como sendo
relativamente assimétrico. E. intermedium (Bertasso-Borges & Coleman, 1998)
também foi demonstrada como sendo dipldide.

A caracterizagao de espécies apomiticas como auto ou alopolipléides
é, geralmente, realizada com base no pareamento cromossomico durante a meiose
da microsporogénese. No caso das espécies pseudogamicas este procedimento é
geralmente viavel em funcao da normalidade meiética. No entanto, a situagdo muda
no caso das espécies autdnomas, pois estas tendem a suprimir o pareamento
cromossdmico dos homologos. Nestes casos, estudos de cariétipo tornam-se
imprescindiveis para se distinguir entre auto e alopoliploidia.

No material estudado de Eupatorium purpurascens e E. laevigatum, os
estudos de caridtipo indicaram a presenga de seis genomas morfologicamente

semelhantes no complemento, caracterizando ambas as especies como
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autohexaploides (2n=6x=60; Tabelas 19 a 23, Figura 12 e Tabelas 30 a 33, Figura

17, respectivamente). Os cariétipos destas espécies podem ser classificados como

simétricos, pois a variagao de tamanho entre os cromossomos é gradativa e os

centréomeros sao medianos e submedianos. King et al. (1976) registraram n=20 para
o material de E. laevigatum (como sendo Chromolaena laevigata (Lam.) K. & R.)
coletado no Equador, enquanto Watanabe et al. (1995) apontaram 2n=50 para o
material proveniente da Argentina.

Asker & Jerling (1992) afirmaram que espécies apomiticas sao, em
geral, de origem alopolipldide. No entanto, Grimanelli et al. (1998) indicaram origem
autopolipléide para algumas linhagens de Tripsacum. Da mesma forma como em
Eupatorium purpurascens e E. laevigatum, outras espécies apomiticas de
Eupatorium tém sido caracterizadas como autopolipléides: E. squalidum (2n=3x=30;
Coleman & Coleman, 1988), E. odoratum (2n=6x=60; Coleman, 1989) e E.
pauciflorum (2n=3x=30; Bertasso-Borges & Coleman, 1998).

O presente trabalho estudou o0 modo de reproducao de trés espécies
de Eupatorium sob varios aspectos, incluindo embriologia, meiose e
microgametogénese, carittipo e fertilidade feminina e masculina. O conjunto dos
resultados deixa claro que E. polystachium é espécie sexuada, enquanto E.
purpurascens e E. laevigatum reproduzem-se através de agamospermia. As
evidéncias que suportam esta conclusao em E. purpurascens e E. laevigatum sao:
nao ocorréncia de meiose reducional durante a megasporogénese, formagao
precoce de embrido e endosperma, esterilidade masculina, auséncia de polinizagao

(E. laevigatum) e natureza hexapléide da espécie.
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V. RESUMO

Este estudo teve por objetivo investigar o modo de reprodugéao e a
citogenética de trés espécies do género Eupatorium:. E. polystachium Sprengel, E.
purpurascens Schultz-Bip e E. laevigatum Lam. (Compositae) e envolveu as
seguintes etapas: megasporogénese e desenvolvimento do gametdfito feminino,
estudo da microsporogénese e formacgao de graos de polen, analise da viabilidade
dos graos de pdlen, verificagdo da ocorréncia de polinizacéo, analise do cariotipo e
determinagdo da produgdo e germinabilidade de sementes. O material de E.
polystachium utilizado nesta investigacao foi coletado de populagdes naturais no
municipio de Mirassol, SP. Os estudos embriolégicos foram realizados através do
método de clarificagdo de 6vulos, utilizando-se botdes florais previamente fixados
em FAA. A andlise da formagao do saco embrionario em diferentes estagios florais
demonstrou a presenga de diades e tétrades de megasporos, o que indica a
ocorréncia regular de meiose redutiva. O saco embrionario maduro, com 8 nucleos,
é do tipo Polygonum. Embridao e endosperma foram presentes apenas em ovulos
provenientes de flores ja em antese, o que indica que polinizagao e fertilizagao da
oosfera e do nucleo central sdo essenciais para o seu desenvolvimento. A
microsporogénese em E. polystachium foi estudada através da técnica de
esmagamento de anteras, utilizando-se botdes florais fixados em solugdo de Carnoy
e corados em carmim acetico. A normalidade de pareamento foi evidente em
diacinese com a ocorréncia uniforme de bivalentes, sendo normais todos os
aspectos da microsporogénese e formacgao de pdlen, o que indica um alto grau de
fertilidade masculina no material estudado. A analise da viabilidade dos graos de
polen formados foi estudada através de coloragao com azul de algodao e revelou
que 99,68% de 2500 graos analisados se mostraram corados e, portanto, viaveis.
Estudos complementares sobre a ocorréncia de polinizagao envolveram contagens
do numero de graos de podlen sobre estigmas e revelaram que a partir de 173
pistilos examinados 91,33% apresentaram graos de pélen, numa média de 20,06

graos por pistilo. Uma analise de 826 graos de pdlen germinados demonstrou que

todos os graos apresentaram-se desprovidos de nucleos indicando que os nucleos

masculinos foram liberados através do tubo polinico. Os estudos de cari6tipo em E.
polystachium foram baseados na analise de 8 metafases obtidas de pontas de
raizes pré-tratadas em oxiquinoleina (0,002M), fixadas em solugdo de Carnoy,
hidrolisadas em HCI 1N e coradas em carmim acético. Medidas feitas do
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comprimento total de cada cromossomo, dos bragos longo e curto e da propor¢ao
dos bragos permitiram o reconhecimento de dois genomas morfologicamente
indistingliiveis no complemento, caracterizando a espécie como diploide
(2n=2x=20). Quanto ao tamanho, os cromossomos medem de 3,59 ym a 4,93 um,

sendo possivel observar 7 pares medianos, 1 par submediano e 2 pares

subterminais. A producao de sementes foi analisada em 7 plantas num total de 2265

ovarios examinados dos quais 33,02% produziram sementes contendo embrides.
Os resultados dos testes de germinagdo de sementes retiradas de 4 plantas
revelaram que 48,25% germinaram. O material de E. purpurascens utilizado neste
estudo foi coletado de populagdes naturais nos municipios de Mirassol e Sdo José
do Rio Preto, SP, enquanto o material de E. laevigatum foi obtido somente no
municipio de Mirassol. SP. Os estudos embriolégicos nas duas espécies revelaram
auséncia total de formacao de diades e tétrades de megasporos e, portanto, de
meiose redutiva. O megaspordcito funciona diretamente como megasporo. O saco
embrionario maduro é do tipo Polygonum. A presenca de embrido e/ou endosperma
em oOvulos provenientes de flores fechadas e, portanto, sem possibilidade de terem
sido polinizadas € um forte indicio de apomixia. A origem do saco embrionario
diretamente do megaspordécito permite concluir que o tipo de apomixia envolvido é a
diplosporia. O desenvolvimento do endosperma € autdbnomo. A analise da
microsporogénese nas duas espécies demonstrou anormalidades no pareamento
cromossOmico resultando na formagdo de univalentes, bivalentes, trivalentes e
polivalentes superiores, com conseqiiente produgao de cromossomos retardatarios,
nucleos cromossdmicos nao balanceados, formagao de micronucleos e esterilidade
do pdlen. Em E. laevigatum, em consequéncia destas anormalidades, a
porcentagem de graos de polen viaveis foi extremamente baixa (4,0% de 3000
graos analisados). A ocorréncia de polinizagao nesta espécie foi estudada para 181
pistilos, sendo que 58% apresentaram graos de pdlen, numa média de 1,04 graos
de pdlen por pistilo, 0 que sustenta a baixa ocorréncia de polinizagao efetiva. Em E.
purpurascens, no entanto, apesar dos estudos meiéticos apontarem um alto grau de
esterilidade masculina, a porcentagem de graos de pdlen viaveis foi alta (83,7% de
3000 graos analisados). Estudos sobre a ocorréncia de polinizagdo revelaram que,
a partir de 147 pistilos examinados, 99,3% apresentaram graos de pdlen, numa
média de 34,16 graos por pistilo. Porém, outra analise revelou que 497 graos de
pblen germinados, com o tubo polinico claramente visivel, permaneciam na

condigao trinucleada, evidenciando que embora vidveis os gréaos de pdlen sao nao




102

funcionais em consequéncia da incapacidade dos nucleos masculinos entrarem no
tubo polinico. Os estudos de cariétipo foram baseados na analise de trés metafases
em E. laevigatum e quatro em E. purpurascens, seguindo-se a mesma metodologia
utilizada para E. polystachium. Os resultados indicam a presencga de seis genomas
morfologicamente semelhantes no complemento, caracterizando ambas as espécies
como autohexaploides (2n=6x=60). Em E. purpurascens o comprimento total
cromossdmico variou de 1,39 ym a 2,18 um, sendo todos os cromossomos

medianos. Em E. laevigatum, o comprimento total cromossdmico variou de 1,33 ym

a 2,08 um, sendo possivel observar 8 cromossomos medianos e 2 submedianos. A

producao de sementes foi analisada em 3 plantas de E. purpurascens num total de
2935 ovarios examinados, dos quais 56,86% produziram sementes contendo
embrides. Os resultados dos testes de germinagéo de sementes retiradas de 3
plantas revelaram que 44% germinaram. Em E. laevigatum, a produgcédo de
sementes foi analisada para 7 plantas, num total de 3632 ovarios examinados, dos
quais 28,2 % produziram sementes contendo embrides. Os resultados dos testes de
germinacao de sementes retiradas de 7 plantas revelaram que 33,42% germinaram.
Com base no material estudado concluimos que E. polystachium é espécie
sexuada, enquanto E. purpurascens e E. laevigatum sao apomiticas.




VI. SUMMARY

The objective of this study was to investigate the mode of reproduction
and the cytogenetics of three species of the genus Eupatorium:. E. polystachium
Sprengel, E. purpurascens Schultz-Bip and E. laevigatum Lam. (Compositae) and
included the following stages: megasporogenesis and development of the female
gametophyte, study of microsporogenesis and pollen grain formation, analysis of
pollen viability, verification of the occurrence of pollination, analysis of karyotype and
determination of seed production and germinability. The material of E. polystachium
used in this investigation was collected from natural populations in the Municipio of
Mirassol, SP. The embryological studies were done using the method of ovule
clarification, from buds previously fixed in FAA. The analysis of embryo sac
formation, in different floral stages demonstrated the presence of dyads and tetrads
of megaspores, which indicates regular occurrence of reductive meiosis. The mature
embryo sac, with 8 nucleus, is of the Polygonum type. Embryo and endosperm were
present only in ovules from opened florets, which indicates that pollination and
fertilization of the egg and of the central nucleus are essencial for their development.
Microsporogenesis in E. polystachium was studied using the smear technique of
anthers from buds fixed in Carnoy’s solution and stained in aceto-carmine. The
normality of pairing was evident during diakinesis, with uniform occurrence of
bivalents, and normality of all subsequent aspects of microsporogenesis and pollen
formation, which indicates a high degree of male fertility in the material studied.
Pollen viability was determined by staining with cotton blue-lactophenol and revealed

that 99.68% from 2500 grains were stained and, therefore, viable. Complementary

studies of the occurrence of pollination were done by counts of the number of pollen
grains occurring on stigmas and revealed that of 173 pistils examined, 91.33% had
pollen grain, with a mean of 20.06 grains. An analysis of 826 germinated pollen grain
demonstrated that all the grains were devoid of nucleus, which indicated that the
male nucleus were release into the pollen tube. Karyotype studies in E. polystachium
were based on analysis of eight cells from root tips pretreated with oxyquinoline
(0.002M), fixed in Camoy’s solution, hydrolised in HCI 1N and stained in aceto-
carmine. Measurements of total length of each chromosome, long arm, short arm
and ratio arm, permitted the recognition of two morphologically indistinct genomes in
the complement, which characterizes the species as a diploid (2n=2x=20).

Metaphase chromosomes were determined to measure from 3.59 pm to 4.93 pm.
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The complement showed seven pairs of median chromosomes, one pair submedian
and two pairs subterminal. Seed production was determined in 2265 ovaries from 7
plants, and showed that 33.02% produced seeds with embryos. The results of
germination tests, from 4 plants, revealed that 48.25% germinated. The material of
E. purpurascens used in this study was collected from natural populations in the
Municipios of Mirassol and Sdo José do Rio Preto, SP, while the material of E.
laevigatum was collected only in the Municipio of Mirassol, SP. The embryological
studies, in the two species, revealed the complete absence of dyads and tetrads of
megaspores and, therefore, of reductive meiosis. The megasporocyte functions
directly as the megaspore. The mature embryo sac is of the Polygonum type. The
presence of embryo and/or endosperm in ovules from unopened florets and,
therefore, without possibilities of pollinization, is a strong evidence for apomixis. The
origin of the embryo sac directly from the megasporocyte permits to conclude that
the type of apomixis is the diplospory. Endosperm development is autonomous. The
analysis of microsporogenesis, in the two species, demonstrated abnormalities in
chromosome pairing, which result in the formation of univalents, bivalents, trivalents
and higher polyvalents, with consequent production of lagging chromosomes,
unbalanced nuclei, micronuclei and sterile pollen. In E. laevigatum, as consequence
of these abnormalities, the rate of viable pollen grains was low (4.0% of 3000 pollen
grains). The occurrence of pollination was studied for 181 pistils and 58% showed
the presence of pollen grains. The mean number of grains on these pistils was 1.04,
which sustain the poor occurrence of efetive pollination. However, in E.
purpurascens, although the meiotic studies indicated a high degree of male sterility,
the rates of viable pollen grains was high (83.7% of 3000 pollen grains). Studies of
the occurrence of pollination revealed that, from 147 pistils examined, 99.3%
presented pollen grains, in a mean of 34.16 grains. Nevertheless, another analysis
showed that 497 germinated pollen grains, with clearly visible tube, remain in the
trinucleated condition, which evidenced that, although viable, the pollen grains are
nonfunctional as a consequence of the male nuclei failing to enter the pollen tube.

Karyotype studies were based on analysis of three metaphases in E. laevigatum and

four in E. purpurascens, following the same methods used in E. polystachium. The

results indicate the presence of six morphologically similar genomes in the
complement, which characterizes the two species as autohexaploids (2n=6x=60). In
E. purpurascens, total length chromosome ranges from 1.39 pm to 2.18 pm, and all

chromosomes are median. In E. laevigatum, total length chromosome ranges from
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1.33 ym to 2.08 pm, and eight chromosomes are median and two are submedian.

Seed production was determined in 3 plants of E. purpurascens, and of a total of
2935 ovaries examined showed that 56.86% produced seeds with embryos.
Germination tests revealed that 44% germinated. In E. laevigatum, seed production
was determined using seeds from 7 plants. A total of 3632 ovaries were examined
and 28.2% produced seeds with embryos. Germination tests revealed that 33.42%
germinated. On the basis of these studies it is concluded that E. polystachium is a

sexual species while E. purpurascens and E. laevigatum are apomictics.
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VIil. APENDICE

Protocolo dos reagentes e das drogas usadas nas técnicas descritas

FAA
500 ml de alcool etilico (95%)
50 ml de acido acético
115 ml de formaldeido (35%)
335 ml de agua destilada
Uso: Na fixagdo de évulos para o estudo da megasporogénese

CARNOY
3 partes de alcool etilico absoluto
1 parte de acido acético glacial
Uso: Na fixacdo de anteras para o estudo da microsporogénese e pontas de

raizes para estudos de cariotipo.

CARMIM ACETICO
50 ml de acido acético glacial
50 ml de agua destilada
1,2 g de carmim

Uso: Na coloragdo de cromossomos meiéticos e mitéticos.

0,002 M OXIQUINOLEINA
Dissolver 0,29 g em 1 litro de dgua destilada.

Uso: Para pré-tratar pontas de raizes nos estudos de cromossomos mitoticos.

HERR (solugao 4%z)
Fenol
Cloral hidratado
Oleo de cravo
Acido latico
Xilol Va

Uso: Na clarificagao de évulos inteiros.
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MEIO DE HOYER
200 g de cloral hidratado
50 ml de agua destilada
30 g de goma arabica

16 ml de glicerina

Uso: Na montagem de évulos clarificados e nas preparagdes permanentes de

cromossomos meioticos e mitoticos.

AZUL DE ALGODAO-LACTOFENOL
500 mg de azul de algodao

100 ml de lactofenol (solugao B)

Lactofenol — solugao B
20g de fenol cristalizado
20 g de acido latico

40 g de glicerina

20 ml de agua destilada

Uso: Na coloragao de graos de pdlen.
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