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RESUMO

A apomixia é um mecanismo de reproducdo assexuada através da formacdo de
sementes com embriGes clonais. A elevada taxa de sementes poliembriénicas é um
indicativo da ocorréncia da apomixia esporofitica e, em Bignoniaceae a expressdo da
apomixia esporofitica parece estar vinculada a poliploidia. Handroanthus ochraceus e H.
chrysotrichus sdo duas espécies arbdreas de Bignoniaceae morfologicamente semelhantes,
0 que normalmente ocasiona problemas de identificacdo. Handroanthus ochraceus
apresenta popula¢des autoincompativeis, ndo apomiticas e monoembridnicas, e populagdes
autoférteis, apomiticas esporofiticas e poliembridnicas. J& H. chrysotrichus apresenta
apenas populacdes autoférteis, apomiticas esporofiticas e poliembri6nicas conhecidas. Para
compreender as consequéncias genéticas e fenotipicas deste mosaico reprodutivo foram
realizadas analises moleculares e morfoldgicas. As andlises moleculares tiveram por
objetivos determinar a variabilidade genética de populacdes de H. ochraceus, comparar 0s
parametros de diversidade genética, averiguar a possivel relacdo entre o0s sistemas
reprodutivos e a diversidade genética na espécie e ainda compreender as possiveis relacdes
entre populacBes apomiticas e ndo apomiticas. Os dez primers ISSR utilizados resultaram
em 104 bandas e os parametros de diversidade genética apresentaram uma média elevada
para as populacdes (P = 66,35%, | = 0,341 e H, = 0,227). Néao foram detectados clones nas
amostras populacionais. O célculo da AMOVA demonstrou alta variacdo genética dentro
das populacGes (61%), semelhante a populaces alégamas. A analise de agrupamento e a
analise Bayesiana de atribuicdo genética determinaram a formacdo de dois grupos
distintos, um constituido por duas populacfes ndo apomiticas, Pires do Rio e Biribiri, e 0
outro reunindo as populagdes apomiticas e a ndo apomitica de Uberlandia. A forte relacéo
entre a populagéo autoincompativel de Uberlandia e as apomiticas indica origens distintas
para as populacGes ndo apomiticas de H. ochraceus. Esta relacdo entre a populacéo
autoincompativel de Uberlandia e as populacbes autoférteis permite supor que o0s
individuos ndo apomiticos dessa populacdo apresentem a mesma constituicdo genética de
uma possivel populacdo ancestral das populacdes autoférteis. As analises morfologicas
tiveram por objetivo buscar diferencas entre populagdes mono e poliembriénicas de H.
ochraceus e determinar caracteristicas morfologicas que auxiliam na separacdo de H.
ochraceus e H. chrysotrichus, para isso populagdes reconhecidamente monoembridnicas

ndo apomiticas e poliembridnicas apomiticas de H. ochraceus e uma populacdo



poliembribnica apomitica de H. chrysotrichus foram analisadas. Caracteristicas qualitativas
e quantitativas de folha, flor e fruto foram avaliadas utilizando andlises estatisticas
univariadas e multivariadas. As caracteristicas area do grdo de podlen, comprimento do
pedicelo, largura do estigma e nimero de nectarios extraflorais no célice apresentaram
maiores valores para populagdes poliembrionicas de H. ochraceus e poderiam ser uma
evidencia de poliploidia em H. ochraceus, pois, podem estar associadas ao aumento do
volume celular geralmente acarretado pela poliploidia. Diferentes caracteristicas
morfologicas separaram as populacdes de H. ochraceus da populagédo de H. chrysotrichus,
as quais podem auxiliar na identificacdo de individuos e na distingdo das espécies. Assim
as analises morfométricas determinaram que caracteristicas morfologicas de alguma forma
podem distinguir populacGes mono e poliembridnicas de H. ochraceus, e em conjunto com
analises de biologia reprodutiva podem ser uma metodologia auxiliar na determinacéo da

ploidia e sistema reprodutivo.

Palavras-chave: apomixia esporofitica, area dos grdos de polen, caracteristicas
morfoldgicas, diferenciacdo genética, ISSR, poliembrionia, sistema reprodutivo, Tabebuia

chrysotricha, Tabebuia ochracea.



ABSTRACT

Apomixis is an asexual mechanism of reproduction through seed formation with
clonal embryos. The high rate of polyembryonic seeds is usually an indicative for the
occurrence of sporophytic apomixis and in Bignoniaceae the expression of sporophytic
apomixis seems to be related to polyploidy. Handroanthus ochraceus and H. chrysotrichus
are two tree species of Bignoniaceae that area morphologically related, which usually leads
to identification problems. Handroanthus ochraceus has self-incompatible non-apomictic
and monoembryonic populations and self-fertile sporophytic apomictic and polyembryonic
populations. H. chrysotrichus has only self-fertile, sporophytic apomictic and
polyembryonic populations recognized until now. To understand the genetic and
phenotypic consequences of this reproductive mosaic in these populations it were
conducted molecular and morphological analysis in the present study. The aims of
molecular analyzes were to verify the genetic variability of H. ochraceus populations,
compare the genetic diversity parameters investigating the propose of a possible
relationship between the reproductive systems and genetic diversity in this species and still
understand the possible relationships between apomictic and non-apomictic populations.
The ten primers resulted in 104 fragments and the genetic diversity parameters showed a
high mean for the populations (P = 66.35%, | = 0.341 and He = 0.227). In this study no
clones were detected. The AMOVA analysis showed the higher variation within
populations (61%), like allogamous populations. Cluster analysis and Bayesian analysis of
genetic assignment determined two distinct groups, one consisting of two non-apomictic
populations, Pires do Rio and Biribiri, and other gathering the apomictic populations and
the non-apomictic from Uberlandia. The strong relationship between the self-incompatible
population of Uberlandia and the apomictic populations indicates separate origins for non-
apomictic populations of H. ochraceus. This relationship between self-incompatible
population of Uberlandia and self-fertile populations suggest that these non-apomictic
individuals may have the same genetic constitution of a possible ancestral population of
self-fertile populations. The morphological analysis aimed to find differences between
monoembryonic and polyembryonic populations of H. and morphological traits to separate
the H. chrysotrichus and H. ochraceus. With this purpose non-apomictic monoembryonic
populations and apomictic polyembryonic populations of H. ochraceus and an apomictic

polyembryonic population of H. chrysotrichus were analyzed. Qualitative and quantitative
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morphological characteristics of leaf, flower and fruit were evaluated through univariate
and multivariate analyzes. The pollen grain area, the length of peduncles, the width of
stigma and the number of extrafloral nectaries in the calyx showed higher values for
polyembryonic populations of H. ochraceus so they could be an evidence of polyploidy in
H. ochraceus, since these larger measures may be associated with the cell volume increase
usually entailed by polyploidy. Several morphological characters separated H. ochraceus
from H. chrysotrichus, which can support the identification of individuals and the
distinction between the two species. Therefore, the morphometric analysis determined that
morphological features can make a distinction between mono and polyembryonic
populations of H. ochraceus and the association of this methodology with reproductive
biology analysis can be a complement for the determination of ploidies and reproductive
system in both species.

Keywords: genetic differentiation, ISSR, mating system, morphological traits,
pollen grain area, polyembryony, sporophytic apomixis, Tabebuia chrysotricha, Tabebuia

ochracea.



INTRODUCAO



1. Introducéo

As angiospermas apresentam uma amplitude de sistemas reprodutivos, desde a
polinizacdo cruzada e a fecundacdo, ao sistema de autofecundacdo dependente do fluxo
polinico dentro da mesma planta e ainda os sistemas de reprodugdo assexuados, como a
apomixia e a propagacdo vegetativa (Richards, 2003; Hérandl, 2010; Vallejo-Marin et al.,
2010). Os mecanismos reprodutivos sao de extrema importancia para a estrutura das
populacdes, para o potencial evolutivo das mesmas (Richards, 2003), e para as diferencas
genéticas encontradas na natureza (Vallejo-Marin et al.,, 2010). Eventos como a
poliploidizacdo podem ser importantes para o estabelecimento ou a perda de determinados
sistemas reprodutivos, como, por exemplo, 0s sistemas de autoincompatibilidade (Horandl,
2010).

O desenvolvimento das sementes ocorre, comumente, através da reproducao
sexuada na qual ocorre a dupla fecundacdo dentro do saco embrionario para o
desenvolvimento do embrido e do endosperma (Koltunow et al., 2011). Entretanto, a
ocorréncia de mecanismos assexuados com producdo de sementes, ou apomixia, pode ser
comum em determinados grupos de plantas, normalmente em alopoliploides, formas de
vegetacdo e condicBes ecoldgicas que promovem o estabelecimento de populacGes clonais
(Carman, 1997; Horandl & Paun, 2007; Koltunow et al., 2011).

Estas diferencas reprodutivas sdo importantes para entender o processo de
diferenciacdo e evolucdo das plantas e suas consequéncias ecoldgicas. Dessa forma,
algumas caracteristicas importantes para o entendimento dos sistemas reprodutivos e suas
variagcdes em angiospermas sdo apresentadas a seguir a partir de revisdes sobre os temas

em foco.
2. Cerrado

O Cerrado é considerado o segundo maior bioma brasileiro (Klink & Machado,
2005), restando apenas 20% de sua vegetacdo original (Myers et al., 2000), apresenta a
flora mais diversa e ameacada quando comparado as demais savanas do mundo, sendo
classificado como um dos hot spots para conservagdo mundial (Myers et al., 2000; Klink &
Machado, 2005). Uma das explicacOes para a grande diversidade observada neste bioma
deve-se a0 modo pelo qual as plantas se reproduzem, sendo que a existéncia de sistemas



controlados por genes especificos, como os sistemas de autoincompatibilidade é um dos
fatores que promovem tal diversidade entre as plantas lenhosas (Oliveira & Gibbs, 2000).
No entanto, ha também plantas com sistemas de autocompatibilidade que podem se
reproduzir assexuadamente, como atraves de reproducdo vegetativa ou apomixia (Barbosa
& Sazima, 2008; Sampaio, 2010; Mendes-Rodrigues, 2010).

Desde a década de 70, o Cerrado vem sendo rapidamente modificado e
fragmentado, devido as grandes areas de plantacGes e de pastagens (Ratter et al., 1997;
Klink & Machado, 2005). Por esta razdo, estratégias de conservacdo precisam ser
elaboradas, sendo que para isso estudos genéticos sdo essenciais (Lacerda et al., 2001) na
identificacdo da estrutura genética das espécies e de suas populagBes, auxiliando na
elaboracdo de planos de manejo in situ e ex situ, e determinando areas prioritarias para

preservacao.
3. Bignoniaceae

Bignoniaceae é uma das familias mais diversas entre as angiospermas, representada
por 82 géneros e 827 espécies, apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo inclusive no
Cerrado (Gentry, 1992b; Olmstead et al., 2009). O Brasil é considerado um centro de
diversidade da familia, pois, s6 neste pais encontram-se cerca de 60 géneros e 338 espécies
(Gentry, 1980; Ortolani, 2007). No Brasil, ha representantes desta familia na Caatinga,
Cerrado, Floresta Amaz6nica, Mata Atlantica e Pantanal, apresentando espécies adaptadas
a diferentes ambientes (Gentry, 1980). As plantas pertencentes a familia Bignoniaceae,
além de possuirem grande importancia ecoldgica nos biomas em que estdo inseridas,
possuem relevante importancia econémica (Gentry, 1980; 1992b).

O namero cromossémico na familia é considerado constante 2n=40 (Goldblatt &
Gentry, 1979; Sampaio, 2010). A ocorréncia de algumas espéecies com numero
cromossdmico 2n=60 e 2n=80 (Goldblatt & Gentry, 1979; Piazzano, 1998; Firetti-Leggieri
et al., 2011), indica que eupoliploidiza¢cGes ocorreram a partir do nimero n=20. Oito
especies de Bignoniaceae foram descritas como poliploides: Dolichandra unguis-cati
(Piazzano, 1998), Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (Gobatto-Rodrigues & Stort,
1992), Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos (Bittencourt & Semir, 2005),
Handroanthus ochraceus (Sampaio, 2010) e quatro espécies de Anemopaegma Mart. ex
Meisn (Firetti-Leggieri, 2009; Firetti-Leggieri et al., 2011), além disso estas espécies

apresentaram sistema reprodutivo autoféertil. Dentre estas espécies, Handroanthus

7



chrysotrichus (Costa et al., 2004; Bittencourt & Moraes, 2010) e Anemopaegma
acutifolium (Sampaio et al., in press) foram descritas como apomiticas esporofiticas. Estes
dados sugerem que a poliploidia parece estar relacionada com a quebra do sistema de
autoincompatibilidade de acéo tardia (LSI), em todos os casos observados nesta familia até
0 momento (Gibbs & Bianchi, 1993; 1999; Bittencourt, 2003; Sampaio, 2010) e também
com a expressao da apomixia esporofitica (Richards, 1986; Carman, 1997; 2007; Pannell et
al., 2004, Sampaio, 2010).

O género anteriormente conhecido como Tabebuia € um dos mais importantes na
familia Bignoniaceae (Gentry, 1992b). Estudos recentes baseados em biologia molecular
subdividiram este género em: Handroanthus, Roseodendron e Tabebuia (Grose &
Olmstead, 2007a e b). Os ipés, espécies representativas de Bignoniaceae, apresentam
importancia ecologica para diversas espéecies de abelhas e econémica pela producao de
madeira, uma das mais durdveis entre as encontradas nas espéecies neotropicais; ornamental
e ainda despertam interesse pelas propriedades farmacoldgicas em sua casca, relacionadas
a diferentes tipos de tratamentos medicinais (Gentry, 1992a). De forma geral, as espécies
de ipé apresentam o numero cromossdmico diploide padrdo para Bignoniaceae de
2n=2x=40 (Goldblatt & Gentry, 1979; Piazzano, 1998; Sampaio, 2010).

4. Poliploidia

A poliploidia é uma caracteristica frequente entre as angiospermas, sendo que cerca
de 35 a 70% dessas plantas apresentam duplicaces no nimero cromossdmico, 0 que pode
ocasionar efeitos fenotipicos significativos (Husband et al., 2008; Soltis et al., 2009;
Hdorandl, 2010). Os eventos de poliploidizacdo sdo parte essencial da historia de vida das
plantas (Soltis et al., 2009). Cerca de 2 a 4% dos processos de especiacdo entre as
angiospermas e 7% entre as samambaias estdo associados com a ocorréncia da poliploidia,
sendo um dos mecanismos mais importantes para a especiacdo simpatrica das plantas (Otto
& Whitton, 2000). Analises genémicas recentes indicaram que um Unico evento de
poliploidizacdo no passado promoveu a irradiacdo das angiospermas (Bowers, 2003),
sugerindo que 100% delas sejam paleopoliploides (Otto, 2007).

Os individuos poliploides sdo classificados como autopoliploides quando
originados por autopolinizacdo ou cruzamento entre individuos da mesma espécie ou como
alopoliploides quando surgem ap0s cruzamentos que promovem um fluxo génico
interespecifico (hibridizacdo) (Ramsey & Shemske, 2002; Otto, 2007; Horandl, 2010). As
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alopoliploidizagdes favorecem a estabilizagdo de um sistema de autocompatibilidade
devido a alta heterozigosidade encontrada nestes individuos, o que minimiza os efeitos da
depressdo endogamica (Husband et al., 2008). A alopoliploidizacdo também esta associada
a apomixia (Voigt-Zielinski et al., 2012) e esta origem alopoliploide geralmente promove
uma heterozigosidade elevada quando os ancestrais tém origem divergente, sendo
caracterizados por uma elevada diversidade de alelos (Hérandl & Paun, 2007).

De maneira geral, poliploides podem apresentar modificacbes em diversos aspectos
fenotipicos com relacdo a morfologia, fenologia, fisiologia e até mesmo ecologia, pois a
poliploidia altera o ciclo celular, o tamanho das células e o desenvolvimento do organismo
(Otto & Whitton, 2000; Husband et al., 2008; Beest et al., 2012). A poliploidizacado
também pode alterar o genoma de modo que a expressdo de diferentes genes é rapidamente
modificada, como a expressdo de genes diretamente relacionados ao sistema de regulacao
sexual em plantas (Horandl, 2010).

A formacao de triploides a partir do cruzamento de hibridos poliploides e parentais
diploides é uma barreira para a manutencdo da reproducdo sexuada como sistema
reprodutivo, pois, geralmente, apresentam baixa fertilidade (Ramsey & Schemske, 1998;
Otto & Whitton, 2000; Levin, 2002). Devido a isto, a poliploidia é considerada como um
fator determinante para a quebra de sistemas de autoincompatibilidade nas plantas
(Richards, 1986; Allen & Hiscock, 2008).

5. Sistemas Reprodutivos

Diversas angiospermas mantém um sistema reprodutivo baseado na
autoincompatibilidade (SI), a qual pode ser gametofitica, esporofitica ou de acéo tardia. Os
sistemas de autoincompatibilidade s&o controlados por um ou mais loci génicos que séo
responsaveis por reconhecer e impedir o desenvolvimento do polen ou do tubo polinico da
prépria planta ou de individuos proximamente aparentados que chegam ao pistilo,
impedindo a autofecundacdo ou o desenvolvimento do ovério (Richards, 1986; Allen &
Hiscock, 2008).

No sistema de autoincompatibilidade gametofitico (GSI), os grdos de polen
germinam e os tubos polinicos tém o desenvolvimento interrompido no estilete (Richards,
1986; Allen & Hiscock, 2008). J& no sistema de autoincompatibilidade esporofitico (SSI),

0s grdos de polen ndo chegam a germinar devido a presenca de substancias que séo



produzidas pela planta doadora de pdlen e expressas na parede do grdo de pdlen, o que
promove uma reacao de incompatibilidade (Richards, 1986; Allen & Hiscock, 2008).

O sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (LSI) ocorre através da
germinacdo dos tubos polinicos que podem penetrar o 6vulo e o0s nucleos polares, realizar a
dupla fecundacéo e promover o desenvolvimento do zigoto e do endosperma, porém, 0s
pistilos originados nestas autopolinizacbes sdo abortados no estdgio inicial do
desenvolvimento (Bittencourt, 2003; Allen & Hiscock, 2008). Apesar de este sistema ser
aparentemente semelhante a um processo de depressdo endogamica devido ao aborto
precoce dos pistilos autofertilizados, acredita-se na existéncia de um mecanismo genético
que determina a rejeicdo do pistilo autopolinizado ou autofecundado (Bittencourt, 2003;
Bittencourt & Moraes, 2010).

A grande maioria das angiospermas apresenta individuos hermafroditas, o que
promove a autofertilizacdo ou autocompatibilidade, que ocorre em cerca de 40% destas
plantas (Horandl, 2010). A autofertilizacdo pode ocorrer dentro da mesma flor
(autogamia), entre flores distintas de um mesmo individuo (geitonogamia) ou através de
polinizadores que transportam o pélen entre as flores de um mesmo individuo
(autofertilizacdo facilitada) (Horandl, 2010). A autocompatibilidade tende a provocar uma
perda da heterozigosidade na prole e uma possivel depressdo endogdmica. Entretanto, a
autogamia é vantajosa quando comparada a geitonogamia e a autofertilizacdo facilitada,
pois, promovem a autofertilizacdo independente da presenca de polinizadores (Lloyd,
1992; Horandl, 2010).

A poliploidia parece ser capaz de quebrar o sistema de autoincompatibilidade
gametofitico (De Nettancourt, 1977; Horandl, 2010), de forma que individuos poliploides
podem se reproduzir através de gametas originados de um mesmo individuo, o que pode
ser vantajoso, ja que o cruzamento de gametas produzidos por individuos de diferentes

ploidias pode dar origem a embrides inviaveis ou plantas estéreis (Horandl, 2010).
6. Apomixia

A apomixia € um termo empregado para designar um tipo de reproducdo assexuada
por meio de sementes (Asker & Jerling, 1992; Koltunow & Grossniklaus, 2003). Esse
sistema propicia uma dispersdo mais eficiente de clones do que a encontrada em sistemas

de propagacdo vegetativa, gracas aos mecanismos de dispersdo das sementes (Horandl,
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2011). Aparentemente, a alopoliploidia seria capaz de acarretar apomixia, 0 que n&o
significa que todas as plantas apomiticas tenham origem alopoliploide (Carman, 2007).

Na apomixia o custo da meiose na formacdo do gameta € minimizado e a energia
materna ndo é dispendida com a unido de zigotos mal formados, ja que a progénie é
idéntica @ mée a qual contribui com seu genotipo como um todo e ndo apenas com 50%,
como observado nas plantas sexuais alégamas. Além disso, plantas apomiticas fixam e
disseminam gendtipos extremamente adaptados, pois aqueles menos adaptados acabam
sendo eliminados na selecdo natural (Richards, 1997). Estas sdo algumas vantagens da
apomixia, entretanto, a reproducdo clonal por sementes também apresenta desvantagens
como a incapacidade de evitar o acimulo de mutacGes desvantajosas devido a auséncia da
recombinacdo e segregacdo génica e a incapacidade em recombinar caracteristicas
vantajosas provenientes de mutacdes em individuos diferentes o que promove a evolugéao
da espécie diante de possiveis alteragdes ambientais (Richards, 1997).

Normalmente, os mecanismos de apomixia evitam a meiose reducional, levam ao
desenvolvimento de oosferas nao fertilizadas e, em alguns casos, ao desenvolvimento
independente do endosperma (Richards, 2003). Dois tipos principais de apomixia foram
descritos, a apomixia gametofitica e a esporofitica (Richards, 1986; 2003; Asker & Jerling,
1992). No entanto, ha uma predominancia de estudos sobre a apomixia gametofitica, o que
possivelmente esta relacionado com a distribuicdo das espécies, em ambientes temperados
(Paun et al., 2006; Hoérandl, 2010), enquanto espécies apomiticas esporofiticas sdo
comumente encontradas em regifes tropicais e subtropicais (Asker & Jerling, 1992;
Richards, 2003; Horandl, 2011).

A apomixia gametofitica ocorre por meio da formacdo de embrides atraves de
células ndo reduzidas do saco embrionario e, pode ser subdividida em dois tipos principais:
diplosporia e aposporia, classificadas de acordo com a célula que d& origem ao saco
embrionario (Asker & Jerling, 1992). Na diplosporia o saco embrionario € formado a partir
da célula mée do megasporo, em algumas especies a origem do saco embrionario pode
ocorrer sem meiose reducional, mas através de divisdes mitdticas e em outras espécies
ocorre a meiose reducional e uma posterior duplicacdo do nimero cromossémico, um
processo denominado meiose restitucional. Neste caso os embrides sdo formados a partir
da oosfera desse saco embrionario (Koltunow, 1993). J& na aposporia ocorre 0
desenvolvimento de megagameto6fitos ndo reduzidos a partir de células do nucelo

(Koltunow & Grossniklaus, 2003). Desta forma, a célula mde do megasporo pode dividir-
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se normalmente dando origem a um megagametdfito reduzido juntamente com um néo
reduzido, ou seja, um embrido assexuado de origem partenogenética desenvolve-se
concomitantemente com um embrido sexuado (Koltunow & Grossniklaus, 2003).

Na apomixia esporofitica ou embrionia adventicia, os embrifes sdo formados a
partir de células somaticas do 6vulo concomitantemente ao desenvolvimento normal do
saco embrionario, o que geralmente promove a formagdo de sementes poliembridnicas
(Asker & Jerling, 1992; Koltunow & Grossniklaus, 2003; Bicknell & Koltunow, 2004).
Apesar de ser um mecanismo reconhecidamente assexuado, plantas com apomixia
esporofitica e com aposporia, em muitos casos, ndo sdo capazes de produzir um
endosperma autdbnomo, ou seja, possuem a necessidade da polinizacéo e da fecundacao dos
nucleos polares para o desenvolvimento do endosperma (Asker & Jerling, 1992; Richards,
2003). Quando ocorre a polinizacao, a oosfera também pode ser fecundada dando origem a
um embrido zigético, havendo o desenvolvimento concomitante de embries assexuados e
um sexuado (Asker & Jerling, 1992; Koltunow & Grossniklaus, 2003; Richards, 2003;
Horandl, 2011). A formacdo de embrides sexuados promove o aumento da variabilidade
genética intrapopulacional, o que em conjunto com a elevada heterozigozidade dos
apomiticos de origem alopoliploide, pode favorecer a adaptacdo das espécies em diferentes
ambientes (Horandl & Paun, 2007).

7. Poliembrionia

A poliembrionia é tradicionalmente definida como a presenca de mais de um
embrido por semente (Maheshwari, 1963; Mendes-Rodrigues, 2010) e normalmente €
resultado de mecanismos assexuados para a reprodugdo, como a apomixia (Batygina &
Vinogradova, 2007; Koltunow, 1993). De acordo com Mendes-Rodrigues (2010) a
poliembrionia pode ser classificada conforme a origem do embrido, sendo poliembrionia
biparental, quando os embrides sdo formados sexuadamente; uniparental, quando o0s
embrides sdo clones, originados do tecido materno; ou mista, quando apresentam ambos 0s
mecanismos.

Uma das desvantagens da poliembrionia é a competi¢do entre os embrides, o que
pode ocasionar a diminui¢do no peso e a consequente reducdo do tamanho das plantulas, o
que pode dificultar o seu estabelecimento. Entretanto, a principal vantagem é a maior
probabilidade de sucesso para pelo menos um embrido por semente (Mendes-Rodrigues et

al., 2012). Além disso, a formacdo de multiplos embrides favorece a coexisténcia de
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embrides sexuados e assexuados na mesma semente, ou seja, gendtipos diferentes dentro
de uma mesma semente ou em um mesmo individuo (Richards, 1986; Batygina &
Vinogradova, 2007).

A poliembrionia é um mecanismo comum e bem distribuido entre as angiospermas,
sendo observada em pelo menos 115 familias (Carman, 1997), ja foi descrita para
diferentes espécies de clima temperado (Asker & Jerling, 1992; Naumova, 1992) e para
espeécies lenhosas encontradas em regides de clima tropical, como Bignoniaceae (Piazzano,
1998; Salomdo & Allem, 2001; Costa et al., 2004; Sampaio, 2010; Mendes-Rodrigues et
al., 2012; Firetti-Leggieri et al., 2013), Malvaceae (Mendes-Rodrigues et al., 2005) e
Melastomataceae (Goldenberg & Shepherd, 1998; Mendes-Rodrigues, 2010).

A elevada taxa de sementes poliembribnicas geralmente é um indicativo da
ocorréncia da apomixia esporofitica (Mendes-Rodrigues et al., 2012), embora a ocorréncia
de poliembrionia em menores frequéncias também possa estar associada a aposporia
(apomixia gametofitica) ou a algum processo sexuado (Asker & Jerling, 1992; Koltunow
& Grossniklaus, 2003; Whitton et al., 2008).

8. Apomixia, Poliembrionia e Poliploidia

A maioria das espécies apomiticas é poliploide (Carman, 1997), principalmente
alopoliploide, provavelmente porque estas espécies originam-se a partir de eventos de
hibridagdo (Carman, 2007). Geralmente, a poliploidia esta diretamente relacionada com
espécies que apresentam apomixia gametofitica (Horandl, 2010, 2011). No entanto,
estudos recentes também demonstraram a existéncia de uma correlacdo entre poliploidia e
apomixia esporofitica (Mendes-Rodrigues et al., 2005; Sampaio, 2010; Firetti-Leggieri et
al., 2013).

A poliploidia tem um papel importante para a manutencdo e estabilizagcdo da
apomixia (Voigt-Zielinski et al., 2012), por exemplo, minimizando as consequéncias das
mutacdes deletérias (Comai, 2005). Além disso, associada a hibridizagdo e ao acimulo de
mutacoes, a poliploidia pode auxiliar no aumento da diversidade alélica entre os individuos
apomiticos (Voigt-Zielinski et al., 2012). A apomixia, por sua vez, mantém a reproducéo
por sementes em individuos que seriam estéreis devido a poliploidia e hibridizacéo
(Horandl, 2010). A poliploidizacdo ndo s6 é importante para a regulagdo do sistema de
pareamento meiotico e a consequente manutencdo da apomixia (Carman, 1997, 2007;

Majesky et al., 2012), como também promove o desenvolvimento de funcbes e
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combinagBes génicas, dando maior flexibilidade ecoldgica e fisioldgica ao poliploide
(Bierzhchudek, 1985; Voigt-Zielinski et al., 2012).

O namero de espécies poliploides, poliembriénicas e apomiticas reportadas para o
Cerrado, as savanas neotropicais do Brasil Central, vem crescendo (Salomdo & Allem,
2001; Sampaio, 2010; Mendes-Rodrigues et al., 2012) e a ocorréncia da poliembrionia
pode indicar a presenca da apomixia em algumas plantas desta regido (Carman, 1997;
Mendes-Rodrigues, 2010; Sampaio, 2010). Uma correlacdo entre taxas elevadas de
sementes poliembriénicas e a ocorréncia de apomixia esporofitica ja foi observada para
espécies de Bignoniaceae (Salomédo & Allem, 2001; Costa et al., 2004; Sampaio, 2010;
Firetti-Leggieri et al., 2013; Mendes-Rodrigues et al., 2012; Sampaio et al., in press) e
Malvaceae (Oliveira et al., 1992; Mendes-Rodrigues et al., 2005) encontradas no Cerrado.
Da mesma forma, a expressdo da apomixia esporofitica e a consequente poliembrionia
parecem estar vinculadas a ocorréncia da poliploidia, um padrdo observado para espécies
de Bignoniaceae (Piazzano, 1998; Bittencourt, 2003; Bittencourt & Moraes, 2010; Firetti-
Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press), Malvaceae-Bombacoideae (Baker, 1960;
Oliveira et al., 1992; Mendes-Rodrigues et al., 2005) e Melastomataceae-Miconieae
(Goldenberg & Shepherd, 1998).

Em Bignoniaceae, nos géneros Anemopaegma e Handroanthus uma regularidade
entre apomixia, poliembrionia e poliploidia parece ocorrer (Piazzano, 1998; Bittencourt,
2003; Bittencourt & Moraes, 2010; Firetti-Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press).
Para espécies de Anemopaegma, sementes poliembriénicas foram observadas em todos 0s
individuos poliploides analisados (Firetti-Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press),
sendo que apenas A. album, uma espécie diploide, apresentou padrdes de monoembrionia
(Firetti-Leggieri et al., 2013). Em Handroanthus a expressdo da apomixia e da
poliembrionia também parece estar vinculada a poliploidia em H. chrysotrichus (Piazzano,
1998; Bittencourt & Moraes, 2010) e em H. ochraceus (Bittencourt, 2003; Bittencourt &
Moraes, 2010). Embora diferentes estudos tenham sido realizados com ambos 0s géneros,
ainda ndo é possivel estabelecer um padrdo entre as espécies de Bignoniaceae, sendo que
trabalhos utilizando populagdes inteiras ou com um numero razoavel de individuos séo
necessarios para que esta hipotese da relacdo entre poliembrionia e poliploidia nesta

familia seja corroborada ou néo.
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9. Variabilidade genética e marcadores moleculares

A apomixia € um mecanismo importante para a manutencdo de gendtipos muito
bem adaptados a determinados ambientes como florestas tropicais e savanas (Martins &
Oliveira, 2003). Entretanto, estudos recentes baseados em andlises com marcadores
moleculares revelaram que h& uma consideréavel diferenciacdo entre esses individuos (Paun
et al., 2006; Horandl & Paun, 2007). O fato de a reproducdo sexuada ser mantida nas
espécies apomiticas e de estas poderem se cruzar com espécies parentais diploides séo
importantes fatores que levam a um acréscimo de diversidade em espécies apomiticas
(Richards, 2003; Horandl & Paun, 2007; Sampaio, 2010).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados para pesquisas relacionadas com a
diversidade genética dentro e entre populacGes ou entre espécies relacionadas (Souza et al.,
2008). Uma das classes de marcadores muito utilizada atualmente sdo os ISSR ou “Inter
Simple Sequence Repeat” (Souza et al., 2008) um método sensivel com algumas vantagens
qguando comparados a outros métodos de experimentacdo genética (Kozyrenko et al.,
2011). Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) requerem informacdes
precedentes sobre o DNA da espécie a ser analisada, 0 que ndo é necessario para a
utilizacdo dos marcadores ISSR. Os ISSR produzem fragmentos de grande
reprodutibilidade em PCR (Polimerase Chain Reaction) quando comparados com RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Zietkiewicz et al., 1994; Tacuatia et al., 2012).
Os marcadores ISSR permitem a realizacdo de pesquisas sobre a diversidade genética em
populagdes de plantas, pois fornecem as informacg6es primordiais para este tipo de estudo
(Souza et al., 2008; Kozyrenko et al., 2011).

10. Variabilidade morfoldgica e poliploidia

Caracteristicas fenotipicas provocadas por duplicagdes cromossémicas vém sendo
descritas desde o século XX, sendo que o efeito mais conhecido é o “efeito giga” (Balao et
al., 2011), ou seja, as poliploidizagbes promovem o aumento do volume celular.
Entretanto, sua ocorréncia varia e pode ser dependente de diferentes condi¢es ambientais,
como altitude e clima (Otto & Whitton, 2000; Tate & Simpson, 2004). Em plantas, a
presenca da poliploidia pode modificar caracteristicas fisiologicas, tais como taxas
fotossintéticas e de transpiracdo (Otto & Whitton, 2000), e caracteristicas como a

tolerancia ecoldgica (Levin, 2002). Os individuos poliploides, geralmente, apresentam
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orgdos reprodutivos maiores que os encontrados em diploides, sdo normalmente maiores e
mais robustos, com mais flores por inflorescéncia, flores e sementes maiores que as
observadas em diploides (Robertson et al., 2010; Balao et al., 2011; te Beest et al., 2012).
As sementes maiores tendem a originar plantulas mais robustas e com crescimento mais
rdpido que as diploides, j& as flores maiores podem atrair uma variedade de visitantes
florais viabilizando a polinizagéo (Beest et al., 2012).

Os eventos de poliploidizacdo podem causar alteracdes constantes no genoma, tanto
para expansdo gquanto para reducao, processos que tém o potencial de induzir as variagdes
fenotipicas observadas entre diploides e poliploides (Balao et al., 2011). Um melhor
entendimento a respeito dessas alteracGes fenotipicas também permite a compreensao da
biologia evolutiva de espécies que apresentam individuos diploides e poliploides, além
disso, podem auxiliar na resolucdo de questdes filogenéticas de espécies muito proximas
(Soltis et al., 2010; Balao et al., 2011).

Nos primeiros estudos relacionados a plantas com diferentes ploidias foi
determinada uma metodologia classica para a identificacdo da ploidia através da contagem
do numero de cromossomos em células meristematicas (Beest et al., 2012). Novas
técnicas baseadas no tamanho das células ou dos 6rgdos das plantas permitiram determinar
métodos indiretos que permitem uma estimativa da ploidia analisada, entre os quais se
encontra a medida da area e do didmetro dos grdos de pdlen, geralmente maiores nos

poliploides quando comparados aos diploides da mesma espécie (Beest et al., 2012).

11. Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos e H. chrysotrichus (Mart. ex DC.)
Mattos

Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos e H. chrysotrichus (Mart. ex. DC) sdo
duas espécies de ipé amarelo muito proximas morfologicamente (Gentry, 1992b), o que
normalmente gera problemas de identificacéo (Silva et al., 2009; Bittencourt & Moraes,
2010). Handroanthus ochraceus é um elemento tipico do Cerrado no Brasil, onde é
popularmente conhecido como ipé amarelo (Gentry, 1992b). Pode ser encontrado nas
diferentes regides deste bioma brasileiro e areas adjacentes, porém é raramente encontrada
no interior de florestas fechadas (Gentry, 1992b). Esta geograficamente distribuida por
toda a América Latina, desde El Salvador até o noroeste da Argentina e, geralmente, ocupa
florestas de clima seco ou sazonalmente seco (Gentry, 1992b). Na América Central €

representada pelas subespécies H. ochraceus subespécie heterotichus (DC) S. Grose e H.
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ochraceus subespécie neochrysanthus (A. H. Gentry) S. Grose (Gentry, 1992 b). Ja H.
chrysotrichus ocorre na Mata Atlantica, na regido da costa brasileira, sendo ainda
encontrada na Argentina, ocorrendo em restingas e florestas abertas, topos de morros, areas
perturbadas e sdo também comumente cultivadas para arborizacdo urbana (Gentry 1992b;
Zapater et al., 2009).

Handroanthus ochraceus é considerada uma espécie polimorfica, apresentando
populacdes alopatricas na regido neotropical, sendo que H. ochraceus subsp. ochraceus
parece ser a mais comumente encontrada no Cerrado brasileiro (Gentry, 1992b; Zapater et
al., 2009). E uma espécie arborea que pode chegar aos 35 metros de altura (Zapater et al.,
2009). A floragéo se estende por 30 dias entre os meses de setembro e outubro e na terceira
semana de outubro frutos e folhas jovens podem ser encontrados (Zapater et al., 2009),
enguanto no periodo chuvoso apenas as folhas podem ser observadas (Gentry, 1992 b). As
sementes de H. ochraceus ja foram relatadas como monoembridnicas e poliembridnicas em
diferentes populacbes (Salomdo & Allem, 2001; Costa et al., 2004; Sampaio, 2010). Na
Amazonia, a casca da arvore é tradicionalmente utilizada para o tratamento contra a
maldria, pois apresenta componentes quimicos (furanonaftoquinonas) capazes de inibir o
ciclo de vida do parasita responsavel por esta doenca (Pérez et al., 1997). As populagdes de
H. ochraceus e a populagao de H. chrysotrichus analisadas no presente trabalho localizam-
se nas regides central e sudeste do Cerrado brasileiro, nos estados de Goiés, Minas Gerais,
Sédo Paulo e no Distrito Federal (Figura 1).

Assim como H. ochraceus, H. chrysotrichus é uma espécie arbdrea, porém,
relativamente menor, entre 2 e 10 metros de altura (Gentry, 1992 b; Zapater et al., 2009).
A floracdo comeca logo no inicio do més de agosto, sendo que em setembro as folhas sdo
raramente encontradas e em outubro jA podem ser observados frutos concomitantes a
presenca de flores (Zapater et al., 2009).

Ambas as espécies apresentam apomixia esporofitica (Costa et al.,, 2004;
Bittencourt & Moraes, 2010) que resulta em altas taxas de poliembrionia entre as
sementes, podendo variar entre 21 e 91% (Mendes-Rodrigues et al., 2012). A relacdo entre
poliembrionia e poliploidia observada para espécies de Bignoniaceae, ja foi descrita para
individuos de H. chrysotrichus (Piazzano, 1998; Ortolani, 2007; Bittencourt & Moraes,
2010) e H. ochraceus (Bittencourt, 2003; Bittencourt & Moraes, 2010). Para H.
chrysotrichus ja foram observadas populag¢Ges constituidas por individuos com sistema de
autocompatibilidade (Bittencourt & Semir, 2005), enquanto H. ochraceus por sua vez,
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apresenta populacfes constituidas por individuos autoincompativeis (Gibbs & Bianchi,

1993; Barros, 2001) e popula¢des com individuos autocompativeis (Bittencourt & Moraes,

2010).
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Figura 1: Mapa da distribuicdo das populacdes estudadas. Populacdes
poliembridnicas, apomiticas e autoférteis de Handroanthus ochraceus e;
populagdes monoembridnicas, ndo apomiticas e sexuadas de H. ochraceus
o; populagdo poliembribnica, apomitica e autofértil de H. chrysotrichus m.
Elaborado por Ana Luiza Freitas Oliveira através do programa ArcView
GIS verséo 3.2.
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12. Objetivo e estrutura da dissertagéo

Handroanthus ochraceus apresenta populagfes com sistemas reprodutivos distintos
0 que pode determinar niveis de diversidade genética diferentes. A apomixia pode ser um
meio de reter heterozigosidade preservando gendtipos localmente adaptados (Durand et al.,
2000) enquanto a reproducdo sexuada ou autoincompatibilidade através da recombinacao
génica (Richards, 1997) pode gerar diferentes gen6tipos dentro de uma mesma populagéo.
A expressdo da apomixia esporofitica geralmente estd associada a elevadas taxas de
sementes poliembriénicas em H. ochraceus (Sampaio, 2010; Mendes-Rodrigues et al.,
2012) o que, em Bignoniaceae, tém sido um indicativo da ocorréncia de poliploidia
(Piazzano, 1998; Bittencourt, 2003; Bittencourt & Moraes, 2010; Firetti-Leggieri et al.,
2013; Sampaio et al., in press). Um dos principais efeitos das eupoliploidizacdes é a
alteracdo em diferentes aspectos fenotipicos, como o aumento do tamanho celular (Otto &
Whitton, 2000; Balao et al., 2011; ). Assim, o presente trabalho tem como objetivo geral
caracterizar diferentes populacdes de H. ochraceus a partir de dados de variabilidade
genética e morfoldgica, possibilitando o estabelecimento de padrbes genotipicos e
fenotipicos que auxiliem em estudos posteriores acerca da taxonomia, evolucdo e ecologia
da espécie.

A dissertacdo estd organizada em trés partes:

Capitulo 1: os diferentes sistemas reprodutivos observados para populaces de
Handroanthus ochraceus poderiam gerar niveis diferentes de diversidade genética. Assim,
este trabalho teve por objetivo determinar a variabilidade genética de populacdes de H.
ochraceus e comparar os pardmetros de diversidade genética em popula¢es apomiticas e
ndo apomiticas, a fim de verificar uma possivel interferéncia dos sistemas reprodutivos na
diversidade genética da espécie e ainda compreender as possiveis relagdes entre
populacbes apomiticas e ndo apomiticas. Para tanto, foram realizadas analises moleculares
baseadas em marcadores ISSR de seis populacOes diferentes de Handroanthus ochraceus,
sendo trés autoférteis apomiticas poliembribnicas e trés autoestéreis ndao apomiticas

monoembridnicas.

Capitulo 2: a expressdo da apomixia esporofitica e a poliembrionia em populagdes
de H. ochraceus pode ser um indicativo da ocorréncia de poliploidia (Bittencourt, 2003;

Bittencourt & Moraes, 2010) e assim poderia determinar caracteristicas morfoldgicas
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distintas quando estas sdo comparadas as popula¢cGes monoembribnicas o que permitiria a
identificagdo do sistema reprodutivo utilizando metodologias mais simples. Da mesma
forma, a determinacdo de caracteristicas peculiares a H. ochraceus e H. chrysotrichus
poderia auxiliar na identificacdo de ambas as espécies. Deste modo, 0 objetivo deste
trabalho foi determinar diferencas morfologicas que podem separar populagdes
conhecidamente apomiticas e ndo apomiticas de H. ochraceus e caracteristicas que podem
auxiliar na identificacdo e separacdo de individuos e populacdes de H. ochraceus e H.
chrysotrichus. Para isso, foram realizadas analises morfoldgicas de caracteristicas florais,
foliares e de fruto de quatro populag@es analisadas no Capitulo 1 e duas outras populaces,
sendo uma populacdo autoestéril ndo apomitica monoembribnica de H. ochraceus e uma

populacdo autofértil apomitica poliembridnica de H. chrysotrichus.

Consideracdes finais: apresentacdo dos principais resultados obtidos e conclus6es
gerais.

13. Referéncias Bibliogréaficas

Allen, A. M. & Hiscock, S. J. 2008. Evolution and phylogeny of self-incompatibility
systems in angiosperms. In: Franklin-Tong, V. (ed.). p. 73-102. Self-Incompatibility in
Flowering Plants: Evolution, Diversity, and Mechanisms. Springer-Verlag, Berlin.

Asker, S. E. & Jerling, L. 1992. Apomixis in plants. Boca Raton, Florida: CRC Press.

Balao, F.; Herrera, J.; Talavera, S. 2011. Phenotypic consequences of polyploidy and
genome size at the microevolutionary scale: a multivariate morphological approach. The
New Phytologist, v. 192, n. 1, p. 256-65.

Barbosa, A. A. A. & Sazima, M. 2008. Biologia reprodutiva de plantas herbaceo-
arbustivas de uma area de campo-sujo de Cerrado. In: Sano, S. M., Almeida, S. P. &
Ribeiro, J. F. (ed.). p. 291-318. Cerrado: Ecologia e Flora, vol. 1. Embrapa Informagéo
Tecnoldgica, Brasilia, e Embrapa Cerrados, Planaltina.

Barros, M. G. 2001. Pollination ecology of Tabebuia aurea (Manso) Benth & Hook and T.
ochracea (Cham). Standl. (Bignoniaceae) in central Brazil Cerrado vegetation. Revista
Brasileira de Botanica, v. 24, n. 3, p. 255-261.

Batygina, T. B.; Vinogradova, G. Y. 2007. Phenomenon of polyembryony. Genetic
heterogenity of seeds. Russian Journal of Developmental Biology, v. 38, p. 126-151.

20



Beest, M. Te ; Le Roux, J. J.; Richardson, D. M.; Brysting, A. K.; Suda, J.; Kubesova, M.;
Pysek, P. 2012. The more the better? The role of polyploidy in facilitating plant invasions.
Annals of Botany, v. 109, n. 1, p. 19-45.

Bicknell, R. A. & Koltunow, A. M. 2004. Understanding Apomixis : Recent Advances and
Remaining Conundrums. The Plant Cell, v. 16, p. 228-246.

Bierzhchudek, P. Patterns in plant pathogenesis. 1985. Experientia, v. 41, p. 1255-1264.

Bittencourt Janior, N. S. 2003. Auto-incompatibilidade de agdo tardia e outros sistemas
reprodutivos em Bignoniaceae. Tese (Doutorado) Departamento de Botanica, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil.

Bittencourt Janior, N. S. & Semir, J. 2005. Late-acting self-incompatibility and other
breeding systems in Tabebuia (Bignoniaceae). International Journal of Plant Science, v.
166, n. 3, p. 493-506.

Bittencourt Junior, N. S. & Moraes, C. I. G. 2010. Self-fertility and polyembryony in South
American yellow trumpet trees (Handroanthus chrysotrichus and H. ochraceus,
Bignoniaceae): a histological study of postpollination events. Plant Systematics and
Evolution, v. 288, n. 1-2, p. 59-76.

Bowers, J.E., Chapman, B.A., Rong, J.K. & Paterson, A.H. 2003. Unravelling angiosperm
genome evolution by phylogenetic analysis of chromosomal duplication events. Nature, v.
422, p. 433-438.

Carman, J. G. 1997. Asynchronous expression of duplicate genes in angiosperms may
cause apomixis, bispory, tetraspory, and polyembryony. Biological Journal of the
Linnean Society, v. 61, p. 51-94.

Carman, J.G. 2007. Do duplicate genes cause apomixis? In: Horandl, E.; Grossniklaus, U.;
van Dijk, P.; Sharbel, T. (ed.), p.169-194. Apomixis: evolution, mechanisms and
perspectives. Gantner, Ruggell.

Comai, L. 2005. The advantages and disadvantages of being polyploid. Nature reviews.
Genetics, v. 6, n. 11, p. 836-46.

Costa, M. E.; Sampaio, D. S.; Paoli, A. A. S,; Leite, S. C. A. L. 2004. Poliembrionia e
aspectos da embriogénese em Tabebuia ochracea (Chamisso) Standley (Bignoniaceae).
Revista Brasileira de Botanica, n. 1950, p. 395-406.

Dall’agnol, M. & Schifino-Wittman, M. T. 2005. Apomixia, genética e melhoramento de
plantas. Revista Brasileira de Agrociéncias, v. 11, n. 2, p. 127-133.

De Nettancourt, D. 1977. Incompatibility Systems in Angiosperms. Springer, Berlin,
Heidelberg, New York.

21



Dijk, P. J. Van. 2003. Ecological and evolutionary opportunities of apomixis: insights from
Taraxacum and Chondrilla. Philosophical transactions of the Royal Society of London,
v. 358, n. 1434, p. 1113-21.

Firetti-Leggieri, F. 2009. Biossistematica das espécies do complexo Anemopaegma
arvense (Vell.) Stellf. ex De Souza (Bignoniaceae, Bignonieae): aspectos anatdmicos,
citologicos, moleculares, morfolégicos e reprodutivos. Tese (Doutorado em Boténica).
Departamento de Botanica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil.

Firetti-Leggieri, F.; Costa, I. R.; Forni-Martins, E. R.; Lohmann, L. G.; Semir, J. 2011.
Chromosome studies in Bignonieae (Bignoniaceae): the first records of polyploidy in
Anemopaegma Mart. ex Meisn. Cytologia, v. 76, p.185-191.

Firetti-Leggieri, F.; Lohmann, L. G.; Alcantara, S.; Costa, I. R.; Semir, J. 2013. Polyploidy
and polyembryony in Anemopaegma (Bignonieae, Bignoniaceae). Plant Reproduction, v.
26,n.1, p. 43-53.

Gentry, A. H. 1980. Bignoniaceae - Part. I. (Crescentieae and Tourrettieae). Flora
Neotropica Monog. 25, p. 1-130.

Gentry, A. H. 1992 a. A synopsis of Bignoniaceae ethnobotany and economic botany.
Annals of the Missouri Botanical Garden, v.79, p. 53-64.

Gentry, A. H. 1992 b. Bignoniaceae - Part. Il. (Tribe Tecomae). New York: Flora
Neotropica. Monograph: 25 (1), 370 p.

Gibbs, P. E. & Bianchi, M. B. 1993. Post-pollination events in species of Chorisia
(Bombacaceae) and Tabebuia (Bignoniaceae) with late-acting self-incompatibily.
Botanica Acta, v. 106, p. 64-67.

Gibbs, P. E. & Bianchi, M. B. 1999. Does late-acting self-incompatibility (LSI) show
family clustering? Two more species of Bignoniaceae with LST: Dolichandra
cynanchoides and Tabebuia nodosa. Annals of Botany, v. 84, p. 449-457.

Gobatto-Rodrigues, A. A. & Stort, M. N. S. 1992. Biologia floral e reproducdo de
Pyrostegia venusta (Ker-Gawl) Miers (Bignoniaceae). Revista Brasileira de Botanica,
v.15, p. 37-41.

Goldblatt, P. & Gentry, A. H. 1979. Cytology of Bignoniaceae. Botanical Notiser, v. 132,
p. 475-482.

Goldenberg, R. & Shepherd, G. 1998. Studies on the reproductive biology of
Melastomataceae in “cerrado” vegetation. Plant Systematics and Evolution, v. 21, p.113-
29.

22



Grose, S. O. & Olmstead, R. G. 2007 a. Evolution of a charismatic neotropical clade:
molecular phylogeny of Tabebuia s.l., Crescentieae, and allied genera (Bignoniaceae).
Systematic Botany, v. 32, p. 650-659.

Grose, S. O. & Olmstead, R. G. 2007 b. Taxonomic revision in the polyphiletic genus
Tabebuia s.l. (Bignoniaceae). Systematic Botany, v. 32, p. 660-670.

Horandl, E. & Paun, O. 2007. Patterns and sources of genetic diversity in apomictic plants:
implications for evolutionary potentials. In: Horland, E., Grossniklaus, U., van Dijk, P. J.
& Sharbel, T. F. (eds.). p. 169-194. Apomixis: Evolution, Mechanisms and Perspectives.
A. R. G. Gantner Verlag, Rugell, Liechtenstein.

Horandl, E. 2010. The evolution of self-fertility in apomictic plants. Sexual Plant
Reproduction, v. 23, p. 73-86.

Hdorandl, E. 2011. Evolution and biogeography of alpine apomictic plants. Taxon, v. 60, n.
2, p. 390-402.

Husband, B. C.; Ozimec, B.; Martin, S. L.; Pollock, L. 2008. Mating Consequences of
Polyploid Evolution in Flowering Plants: Current Trends and Insights from Synthetic
Polyploids. International Journal of Plant Sciences, v. 169, n. 1, p. 195-206.

Klink, C. A. & Machado, R. B. 2005. A conservacdo do Cerrado brasileiro.
Megadiversidade, v. 1, p. 147-155.

Koltunow, A. M.; Bicknell, R. A.; Chaudhury, A. M. 1995. Apomixis: Molecular
Strategies for the Generation of Genetically Identical Seeds without Fertilization. Plant
physiology, v. 108, n. 4, p. 1345-1352.

Koltunow, A. M. & Grossniklaus, U. 2003. Apomixis: a developmental perspective.
Annual review of plant biology, v. 54, p. 547-574.

Koltunow, A.M.G.; Johnson, S. D.; Rodrigues, J. C. M.; Okada, T.; Hu, Y.; Tsuchiya, T.;
Wilson, S.; Fletcher, P.; Ito, K.; Suzuki, G.; Mukai, Y.; Fehrer, J.; Blcknell, R.A. 2011.
Sexual reproduction is the default mode in apomictic Hieracium subgenus Pilosella, in
which two dominant loci function to enable apomixis. The Plant Journal, v.66, p. 890—
902.

Kozyrenko, M. M.; Gontcharova, S. B.; Gontcharov, A. A. 2011. Analysis of the genetic
structure of Rhodiola rosea (Crassulaceae) using inter-simple sequence repeat (ISSR)
polymorphisms. Flora - Morphology, Distribution, Functional Ecology of Plants, v.
206, n. 8, p. 691-696.

Lacerda, D. R., Acedo, M. P. D.; Lemos Filho, J. P., Lovato, M. B. 2001. Genetic diversity
and structure of natural populations of Plathymenia reticulata (Mimosoideae), a tropical
tree from the Brazilian Cerrado. Molecular ecology, v. 10, p. 1143-52.

23



Levin, D. A. 2002. The role of chromosomal change in plant evolution. Oxford
University Press, Oxford.

Lloyd, D. G. 1992. Self- and cross-fertilization in plants. Il. The selection of self-
fertilization. International Journal of Plant Science, v. 153, p. 370-380.

Maheshwari, P. 1963. Recent advances in the embryology of Angiosperms. International
Society of Plant Morphologists, University of Delhi. 467p.

Majesky, L.; Vasut, R. J.; Kitner, M.; Travnicek, B. 2012. The pattern of genetic variability
in apomictic clones of Taraxacum officinale indicates the alternation of asexual and sexual
histories of apomicts. PloS one, v. 7, n. 8, p. 1-14.

Martins, R. L. & Oliveira, P. E. 2003. RAPD evidence for apomixis and clonal populations
in Eriotheca (Bombacaceae). Plant Biology, v. 5, n. 3, p. 338-340.

Mendes-Rodrigues, C., Carmo-Oliveira, R., Talavera, S., Arista, M., Ortiz, P. L. &
Oliveira, P. E. 2005. Polyembryony and apomixis in Eriotheca pubescens (Malvaceae
Bombocoideae). Plant Biology, v. 7, p. 533-540.

Mendes-Rodrigues, C. 2010. Ecologia de espécies poliembriénicas com énfase no Bioma
Cerrado. Tese (Doutorado em Ecologia e Conservacdo dos Recursos Naturais) Instituto de
Biologia, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, Brasil.

Mendes-Rodrigues, C.; Sampaio, D. S.; Costa, M. E.; Caetano, A. P. S.; Ranal, M. A,
Bittencourt Junior, N. S.; Oliveira, P. E. 2012. Polyembryony increases embryo and
seedling mortality but also enhances seed individual survival in Handroanthus species
(Bignoniaceae). Flora - Morphology, Distribution, Functional Ecology of Plants, v.
207, n. 4, p. 264-274.

Myers, N.; Mittermeier, R. A.; Mittermeier, C. G.; Fonseca, G. A. B.; Kent, J. Biodiversity
hotspots for conservation priorities. Nature, v. 403, p. 853-858, 2000.

Naumova, T. M. 1992. APOMIXIS IN Angiosperms: Nucellar and integumentary
embriony. 1led. CRC Press, Boca Raton.

Nybom, H. & Bartish, 1. V. 2000. Effects of life history traits and sampling strategies on
genetic diversity estimates obtained with RAPD markers in plants. Perspectives in Plant
Ecology, Evolution and Systematics, v. 3, n. 2, p. 93-114.

Nybom, H. 2004. Comparison of different nuclear DNA markers for estimating
intraspecific genetic diversity in plants. Molecular ecology, v. 13, n. 5, p. 1143-1155.

Oliveira, P. E. & Gibbs, P. E. 2000. Reproductive biology of woody plants in a Cerrado
community of Central Brazil. Flora, v. 195, p. 311-329.

24



Olmstead, R. G., Zjhra, M. L., Lohmann, L. G., Grose, S. O. & Eckert, A. J. 2009. A
molecular phylogeny and classification of Bignoniaceae. American Journal of Botany,
v.96, p. 1731-1743.

Ortolani, F. A. 2007. Morfo-anatomia, citogenética e palinologia em espécies de ipés
(Bignoniaceae). Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas). Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal,
Jaboticabal, SP.

Otto, S. P. & Whitton, J. 2000. Polyploid incidence and evolution. Annual Review of
Genetics, v. 34, p. 401-437.

Otto, S. P. 2007. The evolutionary consequences of polyploidy. Cell, v. 131, n. 3, p. 452-
62.

Pannell, J. R., Obbard, D. J. & Buggs, R. J. A. 2004. Polyploidy and the sexual system:
what can we learn from Mercurialis annua? Biological Journal of the Linnean Society,
v. 82, p.547-560.

Paun, J. O.; Greilhuber, E.; Temsch, M.; Horandl, E. 2006. Patterns, sources and ecological
implications of clonal diversity in apomictic Ranunculus carpaticola (Ranunculus
auricomus complex, Ranunculaceae). Molecular ecology, v. 15, n. 4, p. 897-910.

Pérez, H., Diaz, F. & Medina, J. D. 1997. Chemical Investigation and in vitro Antimalarial
Activity of Tabebuia ochracea ssp. neochrysantha. International Journal of
Pharmacognosy, v. 35, p. 227-231.

Piazzano, M. 1998. NUmeros cromosomicos en Bignoniaceae de Argentina. Kurtziana. v.
26, p. 179-1809.

Ramsey, J. & Schemske, D. W. 1998. Pathways, Mechanisms, and Rates of Polyploid
Formation in Flowering Plants. Annual Review of Ecology and Systematics, v. 29, p.
467-501.

Ramsey, J. & Schemske, D. W. 2002. Neopolyploidy in flowering plants. Annual Review
of Ecology and Systematics, v. 33, p. 589-639.

Ratter, J. A.; Ribeiro, J. F.; Bridgewater, S. 1997. The Brazilian Cerrado Vegetation and
Threats to its Biodiversity. Annals of Botany, v. 80, p. 223-230.

Richards, A. J. 1986. Plant Breeding Systems. George Allen & Unwin, London.

Richards, A. J. 2003. Apomixis in flowering plants : an overview. The Royal Society, v.
358, p. 1085-1093.

25



Robertson, K.; Goldberg, E. E.; Igic, B. 2010. Comparative evidence for the correlated
evolution of polyploidy and self-incompatibility in Solanaceae. Evolution, v. 65, p. 139—
155.

Saloméo, A. N. & Allem, A. C. 2001. Polyembryony in angiospermous trees of the
Brazilian Cerrado and caatinga vegetation. Acta Botanica Brasilica, v. 15, n. 3, p. 369-
378.

Sampaio, D. S. 2010. Biologia reprodutiva de espéecies de Bignoniaceae ocorrentes no
Cerrado e variagdes no sistema de autoincompatibilidade. Tese (Doutorado em Ecologia e
Conservacao dos Recursos Naturais). Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG, Brasil.

Soltis, D. E.; Albert, V. A.; Leebens-Mack, J.; Bell, C. D.; Paterson, A. H.; Zheng, C.;
Sankoff, D.; Pamphilis, C. W.; Kerr Wall, P.; Soltis, P. S. 2009. Polyploidy and
angiosperm diversification. American Journal of Botany, v. 96, p. 336-348.

Soltis, D. E., Buggs, R. J. A., Doyle, J. J., Soltis,. P.S. 2010. What we still don’t know
about polyploidy. Taxon, v. 59, p. 1387-1403.

Souza, G. A.; Carvalho, M. R. O.; Martins, E. R.; Guedes, R. N. C.; Oliveira, L. O. 2008.
Diversidade genética estimada com marcadores ISSR em populacdes brasileiras de
Zabrotes subfasciatus. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 43, n. 7, p. 843-849.

Tacuatia, L.O.; Souza-Chies, T. T.; Flores, A. M.; Eggers, L.; Siljak-Yakovlev, S.;
Kaltchuk-Santos, E. 2012. Cytogenetic and molecular characterization of morphologically
variable Sisyrinchium micranthum (Iridaceae) in southern Brazil. Botanical Journal of the
Linnean Society, v. 169, n. 2, p. 350-364.

Tate, J. A. & Simpson, B. B. 2004. Breeding system evolution in Tarasa (Malvaceae) and
selection for reduced pollen grain size in the polyploid species. American Journal of
Botany, v. 91, n. 2, p. 207-213.

Vallejo-Marin, M.; Dorken, M. E.; Barrett, S. C. H. 2010. The Ecological and
Evolutionary Consequences of Clonality for Plant Mating. The Annual Review of
Ecology, Evolution, and Systematics, v.41, p.193-213.

Voigt-Zielinski, M.L.; Piwczynski, M.; Sharbel, T. F. 2012. Differential effects of
polyploidy and diploidy on fitness of apomictic Boechera. Sexual Plant Reproduction, v.
25, n. 2, p. 97-109.

Whitton, J.; Sears, C.; Baack, E.J.; Otto, S.P. 2008. The dynamic nature of apomixis in the
angiosperms. International Journal of Plant Sciences, v.169, p.169-182.

26



Wolfe, A.D. & Liston, A. 1998. Contributions of PCR-based methods to plant systematics
and evolutionary biology. In: Soltis, D.E.; Soltis, P.S.; Doyle, J.J. (ed.). p. 43-86.
Molecular systematics of plants I1: DNA sequencing. Boston: Kluwer.

Zapater, M. A.; Califano, L. M.; Del Castillo; E. M.; Quiroga, M. A., Lozano; E. C. 2009.
Las especies nativas y exoticas de Tabebuia y Handroanthus (Tecomeae, Bignoniaceae) en
Argentina. Darwiniana, v. 47, n. 1, p. 185-220.

Zietkiewicz, E., Rafalski, A., Labuda, D. 1994. Genome fingerprint. Genomicas, p. 176-
184.

27



CAPITULO |

Variabilidade genética em populacges apomiticas e ndo apomiticas de
Handroanthus ochraceus (Bignoniaceae)

Este capitulo estd em formato de artigo cientifico, porém, ndo esta nos moldes de nenhuma revista

especifica.
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RESUMO

A apomixia é um mecanismo de reproducdo assexuada através da formacdo de
sementes com embrides clonais no qual populacdes sdo teoricamente constituidas por
individuos geneticamente semelhantes a planta-mde. Handroanthus ochraceus
(Bignoniaceae) possui populacdes autoincompativeis ndo apomiticas e outras autoférteis
com apomixia esporofitica. Por apresentar diferentes sistemas reprodutivos, as populacdes
de H. ochraceus podem exibir niveis de diversidade genética distintos. O presente estudo
tem por objetivos determinar a variabilidade genética de populagdes de H. ochraceus,
comparar parametros de diversidade genética em populacfes apomiticas e ndo apomiticas,
com o intuito de averiguar uma possivel relacdo entre os sistemas reprodutivos e a
diversidade genética na espécie e ainda compreender as possiveis relagdes entre
populacbes apomiticas e ndo apomiticas. Os dez primers ISSR utilizados resultaram em
104 bandas e os parametros de diversidade genética apresentaram uma média elevada para
as populacdes (P = 66,35%, | = 0,341 e He = 0,227). Entretanto, a diversidade genética
encontrada para as populacdes apomiticas (He = 0,205) foi menor que a encontrada para
ndo apomiticas (He = 0,249) e semelhante ao de espécies autocompativeis. Nao foram
detectados clones no presente estudo. O calculo da AMOVA demonstrou que a maior
diversidade esta dentro das populacBes (61%), um comportamento tipico de populacdes
aldgamas que pode ser justificado pela presenca de embrides sexuados que possam se
estabelecer com sucesso no ambiente também em populacgdes apomiticas, fazendo com que
estas sejam caracterizadas por um sistema reprodutivo misto. A anélise de agrupamento e a
andlise Bayesiana de atribuicdo genética determinaram a formacdo de dois grupos
distintos, um constituido por duas populagdes ndo apomiticas, Pires do Rio (NA2) e
Biribiri (NA3), e o outro reunindo as populacbes apomiticas e a ndo apomitica de
Uberlandia (NA1). A forte relacédo entre a populacdo autoincompativel de Uberlandia e as
apomiticas indica origens distintas para as populacdes ndo apomiticas de H. ochraceus e
uma origem comum para as trés populagdes apomiticas analisadas. Esta relagdo entre a
populacdo autoincompativel de Uberlandia e as populagdes autoférteis permite supor que
os individuos ndo apomiticos dessa populagdo apresentem a mesma constituicdo genética
de uma possivel populacéo ancestral das populacdes autoferteis.

Palavras-chave: apomixia esporofitica, diferenciacdo genética, Handroanthus
ochraceus, ISSR, sistema reprodutivo.

29



ABSTRACT

Apomixis is an asexual mechanism of reproduction through seed formation with
clonal embryos whereupon the populations are genetically uniform, in theory.
Handroanthus ochraceus (Bignoniaceae) has self-incompatible non-apomictic populations
and also self-fertile populations with sporophytic apomixis. Since it has different
reproductive systems, H. ochraceus populations may exhibit different levels of genetic
diversity. The present study aims to verify the genetic variability of H. ochraceus
populations, compare the genetic diversity parameters in apomictic and non-apomictic
populations, with the investigating propose of a possible relationship between the
reproductive systems and genetic diversity in this species and still understand the possible
relationships between apomictic and non-apomictic populations. The ten primers resulted
in 104 fragments and the genetic diversity parameters showed a high mean for the
populations (P = 66.35%, | = 0.341 and H = 0.227). However, the genetic diversity found
for apomictic populations (He = 0.205) was lower than that found for non-apomictic (He =
0.249) and similar to self-compatible species. In this study no clones were detected. The
AMOVA analysis showed that the greatest diversity occurs within populations (61%), a
typical behavior of allogamous populations which can be explained by the presence of
sexual embryos in apomictic populations that can be successfully established in the
environment, which characterizes a mixed mating system. Cluster analysis and Bayesian
analysis of genetic assignment determined two distinct groups, one consisting of two non-
apomictic populations, Pires do Rio (NA2) and Biribiri (NO3), and other gathering the
apomictic populations and the non-apomictic from Uberlandia (NA1). The strong
relationship between the self-incompatible population of Uberlandia and the apomictic
populations indicates separate origins for non-apomictic populations of H. ochraceus and a
common origin for the three apomictic populations analyzed. This relationship between
self-incompatible population of Uberlandia and self-fertile populations suggest that these
non-apomictic individuals may have the same genetic constitution of a possible ancestral
population of self-fertile populations.

Keywords: genetic differentiation, Handroanthus ochraceus, ISSR, mating system

sporophytic apomixis.
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1. Introducéo

A apomixia é um sistema de reproducdo assexuada que ocorre através de sementes
no qual s&o gerados individuos geneticamente semelhantes a planta-mée (Asker & Jerling,
1992; Koltunow & Grossniklaus, 2003; Bicknell & Koltunow, 2004; Paun et al., 2006;
Voigt-Zielinsk et al., 2012). Populacdes apomiticas sdo consideradas geneticamente
uniformes, uma consequéncia da reproducdo clonal por sementes (Daurélio et al., 2004),
enquanto populacBes autoincompativeis sdo reconhecidas por um nivel elevado de
diversidade genética (Kevin et al., 2004). Entretanto, estudos recentes baseados em
analises com marcadores moleculares revelaram que ha uma consideravel diversidade
genética em populacdes assexuadas naturais (Paun et al., 2006; Horandl & Paun, 2007).
Andlises de populacfes apomiticas utilizando microssatélites revelaram genotipos Unicos
para cada individuo apomitico (Paun et al., 2006). A variabilidade genética observada em
apomiticos é normalmente atribuida a fatores como a elevada heterozigosidade derivada da
alopoliploidizacdo, a coexisténcia de apomixia e reproducdo sexuada e a ocorréncia de
mutacdes (Richards, 2003; Van Dijk, 2003; Paun et al., 2006; Hoérandl & Paun, 2007).

Existem dois mecanismos principais de apomixia, a gametofitica e a esporofitica, e
apesar de ser a menos estudada, a apomixia esporofitica € a mais difundida entre as
angiospermas (Asker & Jerling, 1992; Carman, 1997). Na apomixia esporofitica ou
embrionia adventicia, os embrides sdo formados a partir de células somaticas do évulo
(Asker & Jerling, 1992; Bicknell & Koltunow, 2004), sendo um mecanismo comumente
observado em espécies arboreas de regibes tropicais (Richards, 2003; Hoérandl, 2011).
Apesar de ser um sistema reprodutivo reconhecidamente assexuado, a maioria das plantas
apomiticas esporofiticas ndo consegue produzir um endosperma de maneira autdbnoma,
havendo a necessidade da polinizacdo e da fecundacdo dos nucleos polares para a sua
formacdo, que serd responsavel pela nutricdo dos embriGes (Asker & Jerling, 1992;
Richards, 2003). Quando ocorre a penetracdo do tubo polinico no saco embrionério, a
oosfera também pode ser fecundada dando origem a um embrido zigético. Desta forma,
embrides assexuados e sexuados podem se desenvolver concomitantemente em uma
mesma semente ou em um mesmo fruto (Asker & Jerling, 1992; Koltunow &
Grossniklaus, 2003; Richards, 2003; Horandl, 2011).

A poliploidizacdo tem um papel importante para a manutencao e estabilizacdo da

apomixia (Voigt-Zielinski et al., 2012), estando mais relacionada com espécies que

31



apresentam apomixia gametofitica (Carman, 1997; Whitton et al., 2008). Entretanto, em
estudos recentes, a poliploidia foi apontada como um fator relacionado com a expressao da
apomixia esporofitica em espécies neotropicais das familias Bignoniaceae (Bittencourt &
Moraes, 2010; Firetti-Leggieri et al., 2011; Sampaio et al., in press) e Malvaceae (Mendes-
Rodrigues et al., 2005). A apomixia esporofitica esta vinculada a taxas elevadas de
poliembrionia e nos géneros Anemopaegma e Handroanthus de Bignoniaceae uma
regularidade parece ocorrer entre poliembrionia e poliploidia (Piazzano, 1998; Bittencourt,
2003; Bittencourt & Moraes, 2010; Firetti-Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press).

As Bignoniaceae possuem um sistema de autoincompatibilidade de agéo tardia
(LSI) (Gibbs & Bianchi, 1993; 1999; Bittencourt, 2003; Bittencourt & Semir, 2005).
Handroanthus ochraceus € uma espécie de Bignoniaceae que apresenta populagdes
constituidas por individuos descritos como autoestéreis (LSI), monoembridnicos e ndo
apomiticos (Gibbs & Bianchi, 1993; Barros, 2001; Guerra & Natera, 2007; Sampaio, 2010)
e populacdes com individuos autoférteis, poliembridnicos e apomiticos esporofiticos
(Salomédo & Allem, 2001; Costa et al., 2004; Bittencourt & Moraes, 2010; Mendes-
Rodrigues et al., 2012).

Por exibirem mecanismos reprodutivos distintos, as populagdes de H. ochraceus
podem apresentar diferentes niveis de diversidade genética. Nas populacdes
autoincompativeis, a reproducdo sexuada pode gerar a variabilidade por meio da
recombinacéo, segregacdo e fusdo sexual e pode ainda promover a migracdo génica pela
troca e pela incorporacdo de genes (Richards, 1997). A apomixia, por sua vez, pode ser um
meio de reter heterozigosidade pela combinagdo da reproducéo vegetativa e disperséo de
sementes, preservando assim genotipos localmente adaptados (Durand et al., 2000). Dessa
forma, populagbes autoestéreis e autoférteis apresentariam diferentes alelos para um
mesmo gene o0 que poderia ocasionar niveis de variabilidade genética distintos para cada
populacdo. Assim, o presente trabalho teve por objetivo determinar a variabilidade
genética de populagdes de H. ochraceus e comparar os parametros de diversidade genetica
em populagbes apomiticas e ndo apomiticas, a fim de verificar uma possivel interferéncia
dos sistemas reprodutivos na diversidade genética da espécie e ainda compreender as

possiveis relacfes entre populacdes apomiticas e ndo apomiticas.
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2. Material e Métodos
2.1 Espécie estudada e Areas de Estudo

Handroanthus ochraceus é um elemento tipico do Cerrado no Brasil, onde €
popularmente conhecido como ipé amarelo, podendo ser encontrado nas diferentes
fisionomias deste bioma brasileiro e areas adjacentes, sendo dificilmente observado no
interior de florestas fechadas (Gentry, 1992). Estd geograficamente distribuido em toda a
Ameérica Latina, e na América Central é representado pelas subespécies H. ochraceus
subsp. heterotrichus (DC) S. Grose, H. ochraceus subsp. neochrysanthus (A. H. Gentry) S.
Grose (Gentry, 1992). Handroanthus ochraceus subsp. ochraceus parece ser a mais
comumente encontrada no Cerrado brasileiro (Gentry, 1992; Zapater et al., 2009). E uma
espécie arbdrea, podendo variar de 4 a 35 metros de altura, com flores amarelas e o pico de
floracdo ocorrendo nos meses de agosto a setembro, sendo que os frutos maduros podem
ser encontrados a partir de setembro (Gentry, 1992; Zapater et al., 2009). As sementes de
H. ochraceus foram relatadas como monoembridnicas ou poliembridnicas em diferentes
populacdes (Salomdo & Allem, 2001; Costa et al., 2004; Sampaio, 2010; Mendes-
Rodrigues et al., 2012), indicando a ocorréncia de sexualidade e apomixia.

As seis populagdes de H. ochraceus utilizadas para a realizagdo das analises ja
foram descritas quanto ao sistema reprodutivo e embrionia, entretanto nem todos os
individuos foram avaliados quanto a ploidia devido a inviabilidade das sementes para
germinacdo (Tabela 1) (Sampaio, 2010). As populacdes de Uberlandia (MG) (Figura 1A),
Biribiri (MG) e Pires do Rio (GO) foram descritas como ndo apomiticas e
monoembridnicas, sendo que a porcentagem de sementes com multiplos embrides nestas
populacbes foi igual a zero (Sampaio, 2010). Para a populacdo de Uberlandia, seis
individuos foram avaliados para a poliembrionia, entretanto apenas um foi analisado
quanto & ploidia e descrito como diploide (2n=40); para a populacdo de Biribiri apenas um
individuo foi avaliado e descrito como diploide (2n=40); na populacéo de Pires do Rio 0s
oito individuos analisados foram identificados como diploides (2n=40) (Tabela 1)
(Sampaio, 2010). Com relacdo as populagdes apomiticas na populacdo de Cérrego Danta
(MG), entre os seis individuos analisados, um apresentou apenas 2% de sementes
poliembrionicas e foi descrito como diploide (2n=40) (Tabela 1), outro apresentou 25% de
sementes poliembribnicas e os demais individuos mais de 50%, sendo esta uma populagéo

mista com individuos mono e poliembridnicos (Sampaio, 2010). Na populacdo de Lagoa
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Santa (MG), trés individuos apresentaram 52 a 70% de sementes poliembridnicas, sendo
também identificada a ocorréncia de apomixia esporofitica, destes trés, um foi avaliado
quanto a ploidia e descrito como poliploide (2n=80) (Tabela 1) (Sampaio, 2010). J& na
populacdo de S&o José do Rio Preto (SP) (Figura 1B), os individuos analisados
apresentaram uma variagdo entre 62 e 94% de sementes poliembridnicas sendo esta uma
populacdo reconhecidamente apomitica e poliembridnica (Bittencourt & Moraes, 2010).
Para os cinco individuos avaliados nesta populacdo, um foi analisado quanto a ploidia e
descrito como poliploide (2n=80, Tabela 1) (Sampaio, 2010).

Devido a um numero reduzido de individuos analisados com relacéo a ploidia, ndo
é possivel afirmar que as populagdes sdo constituidas apenas por individuos diploides ou
poliploides. Porém, permite inferir que as populacdes consideradas poliembridnicas sejam
formadas por um namero razoavel de individuos poliploides ja que nos géneros
Anemopaegma (Firetti-Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press) e Handroanthus
(Piazzano, 1998; Bittencourt, 2003; Ortolani, 2007; Bittencourt & Moraes, 2010) a
poliembrionia esta relacionada com a ocorréncia da poliploidia.

As coletas foram realizadas nos anos de 2010, 2011 e 2012 nos estados brasileiros
de Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo (Tabela 1, Figura 2). Foram coletadas amostras de
folhas, preferencialmente jovens, de 20 individuos em cada populacdo. Para a populacdo
de Corrego Danta (A1) foram coletadas amostras de 19 individuos e para a de Lagoa Santa
(A2), de 18 individuos. Assim que coletadas, as folhas foram individualizadas,

identificadas e secas em silica gel.
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Tabela 1: Municipio e coordenadas geograficas do local de coleta; nimero de espécime em Herbario; porcentagem de sementes
poliembridnicas e nimero de individuos avaliados por Sampaio (2010); caracterizacdo quanto a ocorréncia de poliembrionia e apomixia,
cédigo adotado para cada populagdo, ndmero de individuos amostrados; ploidia registrada para a populacdo e nimero de individuos
avaliados por Sampaio (2010).

% de sementes
poliembriénicas (n)

Localizacdo Material
Geografica testemunho

- Ocorréncia de poliembrionia -
Municipio (Codigo da populacio, n) Ploidia (n)

Uberlandia - MG

(Sucupira*)

Pires do Rio — GO
(BR 050 — Km 153) 47°45'02,83"0
Biribiri - MG 18°07'53,59°S
PEB* 43°36'55,51"0

19°18'34,09"S
48°26'48,10"0
17°11'37,26"S

Monoembridnica,
N4&o apomitica (NA1, n=20)
Monoembridnica
Né&o apomitica (NA2, n=20)
Monoembridnica
Né&o apomitica (NA3, n=20)

HUFU-52585 0% (n=5) 2n=2x= 40 (n=1)

HUFU-55507 0% (n=8) 2n=2x=40 (n=8)

- 0% (n=1) 2n=2x=40 (n=1)

Corrego Danta - MG

(BR 262 - Km 570)
Lagoa Santa — MG

(Serra do Cip0 - Lapinha)
S80o José do Rio Preto
(Campus UNESP*)

19°41'12,40"S
46°02'19,60"0
19°33'34,26"S
43°56'21,05"0
20°47'10,46"S
49°21'31,84”0

HUFU-52593

BHCB-68100

SJRP-29235

2 — 66% (n=6)
52 — 70% (n=3)

62 — 94% (n=5)

Poliembribnica

Apomitica (Al, n=19)

Poliembribnica

Apomitica (A2, n=18)

Poliembribnica

Apomitica (A3, n=20)

2n=4x=80 (n=1)

2n=4x=80 (n=1)

* Sucupira: regido fora do perimetro urbano da cidade de Uberlandia - MG; PEB: Parque Estadual do Biribiri; UNESP: Campus do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) da Universidade Estadual Paulista.



Figura 1: Individuos em flor de Handroanthus ochraceus. A. Individuo ndo apomitico sexuado,
Uberlandia — MG. B. Individuo apomitico, Sdo José do Rio Preto — SP.

Pires do Rio O

OBiribir

o]
Uberléndia 2 @®Lapinha

LJ
Cérrego Danta

L
S. J. Rio Preto (UNESP)

54 -5

Figura 2: Mapa da distribuicdo das populacdes estudadas. Popula¢des apomiticas @ e populagdes
sexuadas o de H. ochraceus. Mapas elaborados por Ana Luiza Freitas Oliveira através do
programa ArcView GIS verséo 3.2
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2.2 Extracdo de DNA e Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se o kit de extracdo DNeasy® Plant
mini (Qiagen), seguindo recomendacg6es do fabricante. Uma amostra de 20 mg de tecido de
folha seca foi macerada e pulverizada com o auxilio de nitrogénio liquido. O DNA foi
ressuspendido e armazenado no tampédo de eluicdo fornecido pelo kit e preservado em
freezer a -20°C. Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o DNA foi diluido numa
proporcéo de 1 uL de DNA para 49 pL de agua ultrapura (1:50) Mili-Q (Millipore). Foram
testados dezoito primers de marcadores dominantes ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)
para a analise e os dez que apresentaram bandas claras e reprodutiveis nas amplificaces
foram selecionados para as anélises (Tabela 2).

Cada reacdo de PCR foi realizada com um volume final de 19uL, contendo uma
mistura para a reacdo (Mix PCR) com 13,16 pL de agua Mili-Q autoclavada; 2,0 pL de
Tampédo 10X de PCR (10 mM Tris—HCI, pH 8,3, 50mM KCI, Phoneutria); 0,54 pL de
MgCl; (1,5 mM, Phoneutria); 1,5 uL de dNTP (0,21mM dATP, dCTP, dGTP e dTTP,
Ludwig); 0,6 pL de primer (0,32 mM, Phoneutria); 0,2 pL de Taq polimerase (1 Unidade,
Phoneutria) e 1 pL de DNA (1:50). Para cada reacdo de PCR foi incluido um controle
negativo, sem DNA molde, para avaliar possiveis contaminagdes provenientes dos proprios
reagentes. As amplificacbes por PCR foram conduzidas em termociclador automatico
(Thermo Scientific — Arktik Thermal Cycler de 96 pocos e Applied Biosystems — PCR
System 9700), seguindo o programa de ciclos: denaturacédo inicial de 94°C por 4 minutos;
seguido por 37 ciclos de 1 minuto a 94°C; 2 minutos nas temperaturas de 46°, 47,5° ou
50°C de acordo com o primer utilizado (Tabela 2); 2 minutos a 72°C; extensdo final por 7
minutos a 72° e 5 a 10 minutos para a reducéo da temperatura a 4°C.

Os produtos da amplificacdo passaram por eletroforese em gel de agarose (Ultra
Pure™ Agarose, Invitrogen) a 1,5%, utilizando tampao de corrida TBE (1M Tris, 0,02M
EDTA, 0,89M de Acido Bérico) com pH 8,0, a uma voltagem constante de 80 V por 3
horas. Para acompanhar a corrida eletroforética e estimar o tamanho das bandas, foram
aplicados 2L de marcador molecular com 100 pares de base (Ludwig). Foi adicionado
Brometo de Etidio (0,5 mg/mL) para a visualizagdo das bandas sob luz Ultravioleta (UV)
em Transiluminador Image Quant 150 (GE Healthcare) conectado a computador onde as
imagens obtidas foram armazenadas para posterior analise. Com o intuito de obter

melhores resultados para as andlises, ou seja, bandas claras e facilmente identificadas,
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reacOes de PCR em triplicata foram realizadas para cada primer em cada populagédo de H.
ochraceus, para a avaliacdo da reprodutibilidade do método ISSR para a espécie.
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Tabela 2: Primers ISSR utilizados para a amplificacdo do DNA de

Handroanthus ochraceus, temperatura de anelamento, nimero de bandas e

porcentagem de bandas polimorficas (P%) por primer.

Primer Se_quéncia do Temperatura de Namero de
primer anelamento (°C) bandas (P%)
Becky (CA);YC 50°C 13 (87,5)
Dat (GA);RG 46 °C 7 (89,0)
Goofy (GT),YG 50°C 10 (100,0)
Jonh (AG);YC 47,5°C 10 (100,0)
Manny (CAC)4RC 50°C 11 (78,0)
Omar (GAG)4RC 47,5°C 9 (100,0)
UBC 840 (GA)YT 50°C 11 (87,5)
UBC 880 (GGAGA); 50°C 11 (83,5)
UBC 898 (CA)RY 50°C 12 (83,5)
UBC 899 (CA)RG 50°C 10 (100,0)
Total 104 (91,6)

*Y=CouT;R=AouG.
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2.3 Analise de Dados

As bandas amplificadas na PCR foram analisadas visualmente e anotadas de acordo
com o peso molecular correspondente ao marcador (Lousada et al., 2011). Bandas que
apresentaram baixa resolucdo foram excluidas da andlise. A presenca e a auséncia de
bandas visualizadas nos geis de agarose, foi registrada para os individuos das seis
populacbes no programa Transformer 3 (Cajuapé-Castells & Baccarani-Rosas, 2005) que
cria uma matriz binaria, onde a presenca de banda corresponde a 1 e a auséncia, a 0.

Os parametros de diversidade genética foram calculados com auxilio do programa
GenAlEx 6.41 (Peakall & Smouse, 2010). Foram obtidos: porcentagem de polimorfismo
(P), indice de diversidade fenotipica de Shannon (I) e heterozigosidade média esperada
(He). O indice de Shannon foi estimado a partir de 1= -Y_ piLnpi / n, onde pi ¢ a frequéncia
da banda e n representa o nimero de marcadores utilizados. Ja a heterozigosidade esperada
foi baseada em He=1-> pi2. Também foi realizada uma andlise denominada Multilocus
Matches (GenAlEx 6.41) para cada populacdo com o objetivo de avaliar a presenca de
pares individuos com todos l6cus iguais e pares de individuos que diferem em diferentes
nameros de locus. Para verificar a distribuicdo das frequéncias do ndmero de lécus
diferentes por par de individuos foi elaborado um gréfico de barras utilizando a Férmula de
Sturger A/K.

A distancia genética ndo enviesada de Nei (1978) foi calculada para todas as
populacdes utilizando o programa GenAlEx 6.41 e foi utilizada para a elaboracdo de um
dendrograma com o auxilio do programa MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011) utilizando
neighborjoining como algoritmo de agrupamento. Para obter os valores de bootstrap que
sustentam os ramos de ligacdo observados no dendrograma, dois programas foram
utilizados (Lousada et al., 2011, 2013): AFLP-SURV (Vekemans et al., 2002) e PHYLIP
3.69 (Felsenstein, 2006), baseados na matriz binaria de 0 e 1. O algoritmo Bayesiano (Nei
& Li, 1979) do AFLP-SURY foi utilizado para gerar 1000 matrizes de dissimilaridade as
quais foram utilizadas para construir 1000 dendrogramas utilizando o algoritmo
neighborjoining implementado no pacote NEIGHBOR do programa PHYLIP 3.69. O
pacote CONSENSE (PHYLIP 3.69) foi utilizado para computar os dados e apresentar 0s
bootstraps. Apenas bootstraps com valor superior a 50% foram considerados na anélise dos

resultados.
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A distancia genética (GD) obtida a partir da matriz binéria, calculada com o
programa GenAlEx 6.41, foi utilizada para a realizacdo da Andlise de Coordenadas
Principais (PCO). A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada a partir da
matriz binaria de 0 e 1 com o intuito de analisar a diversidade entre as populacfes e dentro
das mesmas. Foram realizadas trés AMOVA, com 999 permutacOes cada (Peakall &
Smouse, 2010), uma para avaliar a variancia dentro e entre as populagdes estudadas; outra
foi calculada com a identificacdo dos dois grupos de populacbes, apomiticas e nao
apomiticas; e a terceira foi realizada para os grupos formados na analise de agrupamento,
um grupo constituido pelas populacdes NA1, Al, A2 e A3 e o outro por NA2 e NA3, com
0 intuito de verificar a diferenciagdo entre estes grupos.

Para inferir o nimero de clusters genéticos (K) nas populac@es de Handroanthus
ochraceus amostradas foi realizada uma andlise Bayesiana de atribuicdo utilizando o
programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2010). O célculo do nimero de clusters
genéticos (K) foi realizado de K=1 a K=7 com 15 corridas independentes para cada K.
Cada corrida conteve 1.000.000 intera¢bes da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC),
com um burn-in inicial de 100.000 iteracbes, com admixture model com alelos
correlacionados entre as populacBes. Para inferir o nimero de clusters ou populagdes
presumidas, foi calculada a média de cada valor de probabilidade K, o “log da
probabilidade” [LnP(D)], através de todas as corridas, como sugerido por Pritchard et al.
(2010) e também o delta estatistico de K (AK) (Evanno et al., 2005).

3. Resultados

Os dez primers utilizados resultaram em 104 bandas no total, sendo que cada
primer amplificou de 7 a 13 bandas que variaram de 300 a 2000 pares de base estimados,
aproximadamente, de acordo com o marcador molecular. A porcentagem média de bandas
polimérficas para o conjunto de populagdes de Handroanthus ochraceus foi de 91,6%
(Tabela 2).

O nivel de polimorfismo (P) das populacdes variou entre 52,88% e 78,85%,
apresentando uma meédia de 66,35% (Tabela 3). J& os parametros indice de Shannon (I) e
heterozigosidade esperada (H¢) apresentaram média de 0,341 e 0,227, respectivamente
(Tabela 3). A populagdo NAL apresentou a maior diversidade genética, a populacdo A3 a
menor diversidade (Tabela 3). De maneira geral, as popula¢cbes ndo apomiticas

apresentaram maiores valores para He e | e as apomiticas os menores valores (Tabela 3).
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Entretanto, a populacdo A2 apresentou valores de diversidade genética comparaveis as ndo
apomiticas e a populacdo NA3 valores menores que as demais ndo apomiticas (Tabela 3).

Na analise de Multilocus Matches realizada para as populagdes, a populacdo Al
(Cérrego Danta) apresentou os individuos 14 e 16 semelhantes, no entanto 10 bandas
foram distintas. O mesmo ocorreu na populagdo A2 (Lagoa Santa) onde os individuos 11 e
15 foram semelhantes, exceto por 14 bandas. Para a populacdo A3 (S&o José do Rio Preto)
os individuos 8 e 9 foram semelhantes, exceto para 14 bandas. Os individuos mais
semelhantes das populacdes ndo apomiticas diferiram em 13 bandas para NA2 e NA3 e em
17 bandas para NAL, nimeros semelhantes aos encontrados para as populacdes apomiticas.

No gréafico de barras com a distribuicdo das frequéncias do ndmero de l6cus
diferentes por par de individuos baseado na analise Multilocus Matches (Figura 3) foi
possivel observar que as populagbes ndo apomiticas e apomiticas apresentaram
diferenciacdo genética entre os individuos analisados os quais se diferiram entre 13 e 43
loci nas ndo apomiticas e 10 e 37 loci nas apomiticas. Nas populacdes NA2 e NA3 (Figura
3A) uma frequéncia maior de individuos se diferiu entre 25 e 31 loci onde foram
observadas as maiores colunas para estas populacdes e cerca de 60% dos pares de
individuos destas populacdes se diferiram entre 13 e 28 loci. J& a populacdo NA1
apresentou uma distribuicdo mais homogénea para a frequéncia relativa de pares de
individuos por numero de loci, sendo que ndo foi observada uma discrepancia de tamanho
de coluna semelhante as encontradas para NA2 e NA3. Para as populacdes apomiticas
(Figura 3B) verificou-se que os pares de individuos se diferenciaram entre 10 e 37 loci, 0
que determina a ndo ocorréncia de clones. Na populagédo Al 71% dos pares de individuos
se diferenciaram entre 10 e 22 loci, sendo que entre os loci 16 e 22 foram observadas as
maiores colunas para esta populagdo. Para a populacdo A2 cerca de 60% dos individuos se
diferiram entre 14 e 25 loci e assim como observado para Al, entre as classes de loci
>16<19 e >19<22 foram observadas as maiores colunas para a populacdo. Ja a populacao
A3 apresentou uma aparente distribuicdo normal para a frequéncia relativa de pares de
individuos nas diferentes classes de loci, entretanto, hd uma coluna muito maior na classe
>22<25, determinando que cerca de 32% dos pares de individuos nesta populagdo se
diferiram entre 22 e 25 loci.

O dendrograma agrupou as populacdes em dois grupos principais: um grupo bem
sustentado (86% de bootstrap) formado pelas populagdes NA1, Al, A2 e A3, refletindo
proximidade genética entre as populagdes e outro com menos de 50% de bootstrap,
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formado por NA2 e NA3 (Figura 4). O primeiro grupo ainda apresentou o subgrupo NAL,
Al e A3 (59% de bootstrap). A populagdo A3 agrupada a NA1, Al e A2 apresentou maior
comprimento do ramo quando comparada as demais populacGes, 0 que pode estar
relacionado a um maior grau de diferenciagdo dos individuos que constituem esta
populacédo, o que foi observado no grafico de barras baseado na analise Multilocus Matches
(Figura 3B). Este fato também foi confirmado quando um dendrograma baseado nos
mesmos dados foi elaborado utilizando o algoritmo UPGMA (dados nao apresentados), no
qual a populacdo A3 foi ligada externamente ao grupo NA1, Al e A2.

Na Analise de Coordenadas Principais (PCO), o0s trés primeiros eixos
corresponderam a 71,33% da variancia observada, sendo que o eixo 1 explica 33,81%
dessa variancia separando duas populagcfes das demais, no caso as ndo apomiticas NA2 e
NA3. O eixo 2 explica 19,35% da variancia, separando a populacdo A3 das populagdes
NA1, Al e A2, entretanto pode ser observado um continuo de individuos da A3 com
individuos da Al (Figura 5A). Ja o eixo 3 explica 18,17% da variancia separando a
populacdo A2 das demais apomiticas (Figura 5B), ou seja, NA1, Al e A3 permanecem
juntas, o que refletiu o resultado observado no dendrograma (Figura 3) onde A2 aparece

ligada externamente ao grupo NAL, Al e A3.
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Tabela 3: Pardmetros de diversidade genética das seis populagdes de
Handroanthus ochraceus baseados em 104 bandas obtidas a partir dos
marcadores ISSR. As populacfes ndo apomiticas sdo NAL, NA2 e NA3, e as
apomiticas sdo Al, A2 e A3.

Populagéo P (%) | He
N4o apomiticas
NA1 78,85 0,447+0,267 0,306 + 0,193
NA2 74,04 0,355 + 0,267 0,234 + 0,190
NA3 66,35 0,318 £ 0,268 0,208 £ 0,187
Média 73,08 0,373 £ 0,066 0,249 £ 0,051
Apomiticas
Al 53,85 0,316 + 0,307 0,217 + 0,215
A2 72,12 0,342 + 0,250 0,221 + 0,174
A3 52,88 0,267 + 0,280 0,177 £ 0,194
Média 59,62 0,308 = 0,038 0,205 £ 0,024
Média espécie 66,35 0,341 £ 0,060 0,227 £ 0,043

P ¢ a porcentagem de bandas polimorficas; | representa o Indice de diversidade

de Shannon; H. a heterozigosidade esperada; + desvio padréo.
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Figura 3: Grafico de barras com a distribuigdo das frequéncias do nimero de lécus diferentes
por par de individuos baseado nos resultados da analise Multilocus Matches (GenAlEx 6.41),
elaborado a partir da Férmula de Sturger A/K. A. Distribuicdo das frequéncias nas populagdes
ndo apomiticas (NA1, NA2, NA3). B. Distribuicdo das frequéncias nas populacdes apomiticas
(A1, A2, A3).
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Figura 4: Dendrograma neighbor-joining, elaborado a partir da matriz de distancia
genética ndo enviesada de NEi (Nei, 1978) com base em 104 loci ISSR, apresentando a
relacdo entre as seis populacdes de Handroanthus ochraceus. As porcentagens
significativas de bootstrap (mais de 50%) estdo nos respectivos ramos. O nome das
populacdes encontra-se na Tabela 1.
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Figura 5: Representacdo dos pontos nos trés primeiros eixos da anélise de coordenadas
principais (PCO) obtidos a partir da matriz de distancia genética baseada em 104 bandas
polimoérficas de ISSR dos 117 individuos de Handroanthus ochraceus. Os simbolos
fechados correspondem as populag¢fes ndo apomiticas e os simbolos abertos as populagdes
apomiticas. A. Eixos 1 e 2. B. Eixos 1 e 3.
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Na AMOVA com todas as populagfes como um Unico grupo, a maior parte da
variagcdo foi encontrada dentro das populagbes, com uma porcentagem de 61% (entre
populagdes, ®s7=0,39) (Tabela 4). Na AMOVA com as populacdes separadas em grupos
apomiticos e ndo apomiticos (Tabela 4), a variacdo encontrada entre eles foi de apenas 1%
(61%, ds7=0,38). Ja na AMOVA com as populacfes separadas de acordo com 0s grupos
formados na anélise de agrupamento, NA1, Al, A2, A3 e NA1, NA2 (Figura 4), a variacdo
entre eles foi de 12% (58%, ®st=0,30) determinado uma maior diferenciacéo entre estes
grupos.

O gréfico de LnP(K) (Figura 6A) da andlise Bayesiana de atribuigdo genética
apresentou maior probabilidade para o valor de K=2, ocorrendo estabilizacdo no
incremento na media de LnP(K), o que também foi observado no resultado para AK (Figura
6B). No grafico de representacdo dos grupos os dois agrupamentos genéticos foram
indicados, sendo as populacdes NA2 e NA3 constituindo um grupo, e 0 outro grupo
reunindo as populagdes NAL, Al, A2 e A3 (Figura 6C), resultados congruentes com 0s
encontrados nas analises de agrupamento e de ordenacdo (Figuras 4 e 5). Considerando o
valor de K=3 (dados ndo apresentados) foi observado que a populacdo NA1 continua
agrupada as populacdes apomiticas, ou seja, entre as 15 corridas para este valor de K, a
populagdo que se separa das demais constituintes do grupo ndo foi NAL, mas sim a
populacdo A3, deste modo NAL esta fortemente agrupada as apomiticas.
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Tabela 4: Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para niveis diferentes de hierarquia genética baseada em 104 bandas polimorficas
de ISSR dos 117 individuos de Handroanthus ochraceus.

Grau de Soma dos Componentes da % de variacdo

Fonte de variago liberdade quadrados variancia total Valor de P
Handroanthus ochraceus
Entre populagdes 5 875,138 8,322 39,00 <0,001
Dentro das populagdes 11 1420,766 12,800 61,00 <0,001
Dois grupos: apomiticas e ndo apomiticas
Entre grupos 1 183,914 0,199 1,00 <0,046
Entre populacdes 4 688,760 8,168 38,00 <0,001
Dentro das populagdes 111 1441,104 12,983 61,00 <0,001
Dois grupos: NAL, Al, A2, A3 e NA1, NA2
Entre grupos 1 290,046 290,046 12,00 <0,001
Entre populagdes 4 582,777 145,694 30,00 <0,001

Dentro das populagdes 111 1440,954 12,982 58,00 <0,001
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Figura 6: Andlise bayesiana de atribuicdo genética de 117 individuos das seis populagdes de
Handroanthus ochraceus baseada em 104 loci de ISSR. A. Gréfico de LnP(D) para 15 corridas
independentes. Os valores apresentados sdo média = desvio padrio. B. Grafico do AK. C.
Representacdo grafica dos grupos genéticos (K=2), onde as populagdes sdo separadas por barras
verticais.
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4. Discussao

Apesar das populag¢des apomiticas de Handroanthus ochraceus apresentarem taxas
elevadas de sementes poliembridnicas (Sampaio, 2010; Mendes-Rodrigues et al., 2012)
ndo foram encontrados clones entre os individuos analisados o que foi indicado por uma
elevada diferenciacdo genética dentro das populacdes. De forma geral, as populagdes
apomiticas apresentaram um nivel de polimorfismo muito préximo ao encontrado para as
ndo apomiticas. Além disso, foi obtida uma maior diversidade genética dentro das
populacdes, independentemente de serem ou ndo apomiticas, o oposto do que é descrito
para populacbes apomiticas e autoférteis (Paun et al., 2006; Horandl & Paun, 2007;
Majesky et al., 2012) e indicando a ocorréncia de reproducdo sexuada com fecundacgéo
cruzada. Ainda foi possivel observar uma forte relacdo entre a popula¢do ndo apomitica de
Uberlandia (MG) e as populagbes apomiticas determinando que esta populacao
possivelmente apresente uma origem distinta das demais ndo apomiticas.

Assim como os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), os RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) sdo marcadores moleculares dominantes. Dessa forma, os resultados
obtidos por esses diferentes tipos de primers sdo passiveis de comparacdo (Nybom &
Bartish, 2000; Nybom, 2004; Lousada et al., 2011). A porcentagem média de bandas
polimérficas encontrada para populagdes ndo apomiticas (P=73,08%) foi semelhante ao
encontrado com marcadores RAPD para a espécie de Bignoniaceae autoincompativel
Jacaranda decurrens (P=69,2%; Bertoni et al., 2010), enquanto que o valor encontrado
para as populacdes apomiticas (P=59,62%) foi semelhante ao encontrado para a espécie
tida como autocompativel Incarvillea younghusbandii (P=55,7%) com marcadores AFLP
(Zhu et al., 2009), o que pode ser resultado de algum sucesso no estabelecimento dos
clones nas populacgdes apomiticas.

Uma comparacdo qualitativa entre estudos anteriores com Handroanthus ochraceus
utilizando microssatélites e os resultados do presente estudo com marcadores ISSR
também pode ser estabelecida com cautela (Lousada et al., 2013). Em uma analise com
populacbes de H. ochraceus utilizando sete loci microssatélites, Moreira et al. (2009)
encontraram valores de diversidade genética menores (H, = 0,439) quando comparados a
diversidade encontrada por Nybom (2004) em uma revisdo de 106 estudos com

microssatélites (He = 0,61). Ja as populacbes analisadas no presente estudo apresentaram
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valores de diversidade genética (He = 0,227) semelhantes ao encontrado para marcadores
ISSR em uma reviséo de 307 estudos com marcadores dominantes (He = 0,22) (Nybom,
2004). Deste modo, ¢ possivel considerar que os marcadores ISSR utilizados no presente
estudo representam uma metodologia importante para pesquisas sobre diversidade genética
em H. ochraceus.

Tendo em vista a elevada taxa de sementes poliembridnicas e elevado nimero de
embrides adventicios por semente (Costa et al., 2004; Bittencourt & Moraes, 2010,
Mendes-Rodrigues et al., 2012), é curioso que ndo tenham sido encontrados clones entre 0s
individuos analisados nas popula¢Bes apomiticas de Handroanthus ochraceus. Entretanto,
embora clones ndo tenham sido amostrados, isso ndo quer dizer que eles ndo existam. O
grande namero de sementes por fruto e a sua dispersdo pelo vento, além do grande nimero
de individuos por populacdo pode ter dificultado a amostragem desses individuos. Além
disso, os clones podem ter maiores dificuldades em se estabelecer e atingir a maturidade, ja
que embriBes apresentando anomalias morfoldgicas ou em estagios imaturos nas sementes
poliembridnicas de Handroanthus parecem ser clones (Costa et al., 2004; Bittencourt &
Moraes, 2010; Mendes-Rodrigues et al., 2012).

A populacdo apomitica de Lagoa Santa (A2) representa uma exce¢do, pois
apresentou um polimorfismo equiparavel as ndo apomiticas, o que pode estar relacionado a
sua localizacdo. Em regiGes onde sdo encontradas populacbes autoincompativeis e
apomiticas, a diversidade das apomiticas parece ser maior (Daurélio et al., 2004; Horandl
& Paun, 2007), o que foi observado para esta populacdo (He = 0,221) localizada na Serra
do Cipo, onde ja foram registradas populacdes autoestéreis ndo apomiticas (Sampaio,
2010). Ja a populacdo ndo apomitica NA3 com 0s menores valores de polimorfismo
génico, foi a Unica que apresentou poucos individuos de grande porte e a maioria dos seus
individuos de pequeno porte, 0s quais podem ser juvenis ou resultado de rebrote na area do
Parque Estadual do Biribiri. Os menores valores dos pardmetros de diversidade genética
nesta populagdo indicam que a maioria dos individuos de H. ochraceus encontrados na
area possam ser juvenis, estando He (0,208) mais proximo aos valores encontrados para
populacbes em estagio sucessional inicial ou médio H. (0,166 - 0,195), do que ao
encontrado para o estagio tardio He (0,287) (Nybom & Bartish, 2000).

Handroanthus ochraceus apresentou valores de He (0,227) e ®s7 (0,39) condizentes
ao sistema reprodutivo misto e a forma de vida perene. Plantas que apresentam o sistema

reprodutivo predominantemente alégamo ou misto apresentam H. entre 0,219 e 0,260 e
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dgrentre 0,27 e 0,28, quando avaliadas com marcadores RAPD (Nybom & Bartish, 2000).
Resultados semelhantes ao encontrado para a Bignoniaceae autoincompativel Jacaranda
decurrens ®dst = 0,303 com o mesmo marcador (Bertoni et al., 2010), mas diferente do
encontrado para a espécie de distribuicdo restrita e possivelmente autocompativel
Incarvillea younghusbandii, com marcadores AFLP, He = 0,063 ¢ ®st= 0,614 (Zhu et al.,
2009). Os valores encontrados para H. ochraceus ainda condizem com a forma de vida
perene (st = 0,25 - 0,39), diferindo fortemente dos valores encontrados para plantas
anuais (®st=0,70) com marcadores RAPD (Nybom & Bartish, 2000).

A maior variacdo encontrada dentro das populacdes (61%, ®st = 0,39) corresponde
ao encontrado em populagdes tipicamente alogamas (Richards, 1986), o que s6 pode ser
explicado pela manutencédo da reproducdo sexuada nas populacfes apomiticas esporofiticas
(Richards, 2003; Costa et al., 2004; Sampaio et al., in press), incluindo a ocorréncia de
fecundacdo cruzada. O fato de as espécies de Handroanthus possuirem a dispersdo das
sementes pelo vento também é um fator importante para que haja uma maior variagdo
dentro das populagdes, embora Nybom & Bartish (2000) n&o tenham encontrado
diferencas significativas entre os diferentes modos de dispersao das sementes.

Estudos de cruzamentos intercitotipos (Sampaio, 2010) e de histologia dos eventos
pos-polinizacdo apontam para a formacao e sobrevivéncia do embrido zigético em espécies
apomiticas de Bignoniaceae (Costa et al., 2004; Bittencourt & Moraes, 2010; Sampaio et
al., in press), podendo justificar a elevada diversidade genética nessas populacdes (He =
0,227). O estudo da estrutura populacional de outra Bignoniaceae apomitica autofértil
(Firetti-Leggieri et al., 2011; 2013; Sampaio et al., in press), Anemopaegma arvense,
apresentou dados muito semelhantes aos de H. ochraceus com marcadores RAPD, com
ds7 = 0,283, mas com a porcentagem de bandas polimorficas inferior a encontrada para as
populacbes apomiticas no presente estudo, com P=41,4% na populacdo de Bauru (Batistini
et al., 2009), onde a poliembrionia e a poliploidia ja foram confirmadas (Sampaio et al., in
press). Numa espécie correlata, A. acutifolium, o tubo pro-embridnico cresce antes de 0s
embribes adventicios serem iniciados, fazendo com que o embrido zigético seja maior e
mais vigoroso na semente madura (Sampaio et al., in press), fator que diminuiria a chance
do estabelecimento dos embrides clonais e justificaria a maior variacdo encontrada dentro
das populacgdes. Por outro lado, em Eriotheca pubescens (Malvaceae), os embrides clonais
parecem se desenvolver e chegar a maturidade com maior facilidade, pois crescem mais

rapido (Mendes-Rodrigues et al., 2005; 2012), o que pode explicar a grande porcentagem
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de possiveis clones encontrada na andlise de uma populacdo apomitica analisada por
marcadores RAPD (Martins & Oliveira, 2003).

Para as populacGes das espécies apomiticas H. ochraceus (presente estudo) e A.
arvense (Batistini et al., 2009) foi obtida uma maior diversidade genética dentro das
populagdes, contrastando com resultados obtidos para outras apomiticas (Hérandl & Paun,
2007; Majesky et al., 2012) e para Ranunculus carpaticola com apomixia gametofitica
(Paun et al., 2006). Esse resultado deve ser consequéncia do sistema reprodutivo misto
adotado pelas populac6es apomiticas esporofiticas daguelas espécies. As Bignoniaceae sdo
primariamente autoincompativeis (Gibbs & Bianchi, 1993; 1999; Bittencourt, 2003;
Bittencourt & Semir, 2005), mas no caso das popula¢Ges apomiticas podem ser formados
embrides clonais, embrides oriundos de fecundacdo cruzada, bem como oriundos de auto-
fecundacdo (Bittencourt & Moraes, 2010; Sampaio et al., 2013). Isso proporciona uma
grande flexibilidade para a reprodugdo via sementes nestas populagdes e, embora elas
continuem dependentes de polinizagbes, 0s polinizadores ndo precisam ser téo
especializados, tendo sido registrado até mesmo o desenvolvimento de frutos através de
autopolinizacdes espontaneas em A. acutifolium (Sampaio et al., 2013).

As populagbes de Handroanthus ochraceus analisadas no presente estudo foram
organizadas em dois grupos distintos na analise de agrupamento e na analise Bayesiana de
atribuicdo genética. As trés populacdes ndo apomiticas foram separadas em grupos
distintos, de modo que as populagdes de Pires do Rio - GO (NA2) e Biribiri - MG (NA3)
constituiram um grupo enquanto a populacdo ndo apomitica de Uberlandia - MG (NA1) foi
fortemente agrupada as populagdes apomiticas. A variacdo observada entre estes dois
grupos na AMOVA (12%) permite inferir uma forte diferenciacéo entre as populagdes que
os constituem, de modo que a formacdo destes grupos esta possivelmente associada a
origens distintas.

Na andlise de ordenacdo as populacdes apomiticas foram ordenadas em um
continuo, diferente das populagdes ndo apomiticas, distantes entre si. Deste modo, é
possivel que os individuos autoférteis apomiticos que constituem as populacgdes de Corrego
Danta - MG (Al), Lagoa Santa - MG (A2) e Sdo José do Rio Preto - SP (A3) apresentem
uma origem unica, porem distinta da linhagem ndo apomitica em H. ochraceus. Com
relacdo as ndo apomiticas, a forte ligacdo observada entre a populagdo de Uberlandia - MG

(NA1) e as apomiticas e a separacdo desta com as demais populagdes autoestéreis (NA2 e
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NA3), permite supor que as populagdes ndo apomiticas de H. ochraceus analisadas no
presente estudo ndo tiveram uma Unica origem.

A proximidade entre a populacdo de Uberlandia (NA1) e as apomiticas indica que
os individuos que a constituem possam apresentar a mesma constituicdo genética dos
individuos de uma possivel populacdo ancestral dos apomiticos. Acredita-se que a origem
desses apomiticos esteja relacionada a alopoliploidia (Sampaio et al., in press), baseado no
registro de espécimes intermediarios que indicam a ocorréncia de hibridacdo (Gentry,
1992; Firetti-Leggieri et al., 2011, 2013), muito comum durante os periodos de glaciacao.
No altimo evento de glaciagdo (12.000 a 18.000 anos), as temperaturas muito baixas e 0s
fortes congelamentos criaram um clima muito severo para a sobrevivéncia de espécies do
Cerrado no sudeste e na regido central do Brasil (Collevatti et al., 2003; Ramos et al.,
2009), deste modo, as paisagens savanicas foram dominadas por pastagens subtropicais e
incéndios frequentes (Collevatti et al., 2003). Por esta razdo ocorreram migraces de
comunidades vegetais do Cerrado para regides mais amenas ou para locais restritos onde as
condicdes climaticas eram mais favoraveis, os refagios (Collevatti et al., 2003). No
Holoceno (7.000 anos), as condi¢bes climaticas comecaram a se reestabelecer, com o
aumento da temperatura e da umidade, permitindo o retorno das populagdes ao seu local de
origem (Collevatti et al., 2003; Ramos et al., 2007, 2008). Este padrdo sequencial de
alteragBes climéticas pode ter determinado o contato de linhagens distintas viabilizando o
fluxo génico e a hibridacdo entre espécies filogeneticamente proximas (Collevatti et al.,
2003), e teria sido o gatilho para a ocorréncia da poliploidizacdo e subsequente expressao
da apomixia. Porém, somente estudos de filogeografia, que utilizam analises historico-
climaticas para compreender a atual distribuicdo geografica e a genealogia das espécies
(Collevatti et al., 2003; Ramos et al., 2007) podem corroborar com a hipo6tese aqui
apresentada.

Os resultados encontrados para as populacbes de Handroanthus ochraceus
demostraram que as populacdes apomiticas nem sempre sdo geneticamente uniformes,
pois, no caso das populagdes analisadas ndo foram encontrados clones. A maior variagao
encontrada dentro das populacgdes, tanto para apomiticas quanto ndo apomiticas, parece
estar relacionada a manutencdo da reproducdo sexuada entre os individuos autoférteis
(Costa et al., 2004; Bittencourt & Moraes, 2010; Sampaio, 2010; Sampaio et al., in press).
O sistema reprodutivo de autoincompatibilidade nas populagdes ndo apomiticas ou misto
nas apomiticas (Nybom, 2004) também parece ser um fator determinante para esta maior
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diversidade dentro das populagdes. A separacdo das populagGes ndo apomiticas em grupos
distintos permite inferir que os individuos que as constituem apresentem diferentes
constituicBes genéticas indicando origens distintas para estas populagdes ndo apomiticas de
H. ochraceus. A forte ligacdo entre a populacdo ndo apomitica de Uberlandia e as
populacbes apomiticas aponta para uma possivel populagdo ancestral das apomiticas de H.
ochraceus, constituida por individuos geneticamente semelhantes aqueles que constituem a
populacdo de Uberlandia. Deste modo, pesquisas relacionadas a origem das diferentes
populacdes de H. ochraceus ainda sdo necessarias para que a hipdtese aqui apresentada

possa ser ou ndo corroborada.
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CAPITULO II

Analises morfologicas auxiliam na separacéo de diferentes populacdes de

Handroanthus ochraceus e H. chrysotrichus (Bignoniaceae)

Este capitulo estd em formato de artigo cientifico, porém, ndo estd nos moldes de nenhuma revista

especifica.
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RESUMO

A poliploidia é uma caracteristica frequente entre as angiospermas e pode ocasionar
efeitos fenotipicos significativos, sendo que um dos mais conhecidos € o aumento do
volume das células, o “efeito giga”. Em Bignoniaceae, a expressio da apomixia
esporofitica estd associada com a ocorréncia de poliembrionia e esta, por sua vez, esta
vinculada a poliploidia em espécies dos géneros Anemopaegma e Handroanthus.
Handroanthus ochraceus e H. chrysotrichus apresentam taxas elevadas de sementes
poliembridnicas, assim ambas poderiam apresentar populacfes constituidas por individuos
poliploides. Entretanto, poucos estudos relacionando poliembrionia e poliploidia foram
realizados dentro de uma mesma populacdo, o que ainda ndo permite o estabelecimento de
um padrdo entre as Bignoniaceae. Handroanthus ochraceus e H. chrysotrichus séo
espécies arboreas morfologicamente semelhantes o que normalmente ocasiona problemas
de identificacdo. Com o objetivo de buscar distingdes morfoldgicas entre populagdes mono
e poliembribnicas de H. ochraceus e determinar caracteristicas morfolégicas que auxiliam
na separacdo de H. ochraceus e H. chrysotrichus, foram analisadas populacbes
reconhecidamente monoembri6nicas ndo apomiticas e poliembri6nicas apomiticas de H.
ochraceus e uma populagdo poliembridnica apomitica de H. chrysotrichus. Caracteristicas
qualitativas e quantitativas de folha, flor e fruto foram avaliados a partir de anélises
estatisticas univariadas e multivariadas. Area do grdo de pélen, comprimento do pedicelo,
largura do estigma e numero de nectarios extraflorais no célice apresentaram maiores
valores para populagdes poliembridnicas de H. ochraceus quando comparadas as
monoembridnicas. Estas caracteristicas sdo uma possivel evidencia da relacdo entre
poliembrionia e poliploidia em H. ochraceus, ja que estas maiores medidas podem estar
associadas ao aumento do volume celular geralmente acarretado pela poliploidia.
Diferentes caracteristicas morfolégicas separaram as populacbes de H. ochraceus da
populacdo de H. chrysotrichus, as quais podem auxiliar na identificacdo de individuos e na
distincdo das espécies. Assim as analises morfométricas determinaram que caracteristicas
morfologicas podem auxiliar na separacdo de populagdes mono e poliembridnicas de H.
ochraceus, e em conjunto com analises de biologia reprodutiva podem ser uma
metodologia auxiliar na determinacédo da ploidia e sistema reprodutivo.

Palavras-chave: darea dos grdos de polen, caracteristicas morfologicas,
poliembrionia, Tabebuia chrysotricha, Tabebuia ochracea.

63



ABSTRACT

Polyploidy is a frequent feature among angiosperms that can cause significant
phenotypic effects, a well-known effect of polyploidy in plants is cell enlargement, the
‘gigas’ effect. In Bignoniaceae, sporophytic apomixis is associated with the occurrence of
polyembryony this, in turn, is linked to polyploidy in Anemopaegma and Handroanthus
species. Handroanthus ochraceus and H. chrysotrichus have high rates of polyembryonic
seeds, so the both species could have populations consisted by polyploid individuals.
However, a lack of studies linking polyembryony and polyploidy were performed within
the same population which does not allow the establishment of a pattern among
Bignoniaceae species. Handroanthus ochraceus and H. chrysotrichus are two
morphologically close species of yellow trumpet tree which usually causes identification
problems. In order to seek for morphological differences between mono and
polyembryonic populations of H. ochraceus and morphological traits to separate the H.
chrysotrichus and H. ochraceus, populations of H. ochraceus known as monoembryonic
not apomictic and as polyembryonic apomictic and a polyembryonic apomictic population
of H. chrysotrichus were analyzed. Qualitative and quantitative morphological
characteristics of leaf, flower and fruit were evaluated through univariate and multivariate
analyzes. The pollen grain area, the length of peduncles, the width of stigma and the
number of extrafloral nectaries in the calyx showed higher values for polyembryonic
populations of H. ochraceus when they were compared to monoembryonic. These features
are an evidence of a possible relationship between polyembryony and polyploidy in H.
ochraceus, since these larger measures may be associated with the cell volume increase
usually entailed by polyploidy. Several morphological characters separated H. ochraceus
from H. chrysotrichus, which can support the identification of individuals and the
distinction between the two species. Therefore, the morphometric analysis determined that
morphological features can make a distinction between mono and polyembryonic
populations of H. ochraceus and the association of this methodology with reproductive
biology analysis can be a complement for the determination of ploidies and reproductive
system in both species.

Key words: morphological traits, pollen grain area, polyembryony, Tabebuia

chrysotricha, Tabebuia ochracea.
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1. Introdugéo

A poliploidia pode causar modificacbes em diversos aspectos fenotipicos das
plantas com relacdo a morfologia e fisiologia, pois altera o ciclo celular, o tamanho das
células e o desenvolvimento do organismo (Stebbins, 1971; Husband et al., 2008). Um dos
efeitos mais conhecidos da eupoliploidizacdo nas plantas é o aumento do volume das
células, o “efeito giga” (Otto & Whitton, 2000; Balao et al., 2011). Dessa forma,
caracteristicas fenotipicas podem ser consideradas um bom método para avaliar populacdes
que apresentam individuos poliploides, diploides ou ambos, e sdo determinantes no
reconhecimento de espécies, subespécies e variedades morfologicas. O didmetro e o
tamanho dos grdos de pdlen sdo um dos métodos mais utilizados para estudos de ploidia
(Mishra, 1997; Otto & Whitton, 2000; Zlesak, 2009). No entanto, alguns autores relatam
que essa caracteristica ndo estd estritamente relacionada com a ploidia das plantas, mas
envolve fatores distintos como condi¢es ambientais (Tate & Simpson, 2004).

O numero cromossdmico entre as espécies de Bignoniaceae é relativamente
constante, com cerca de 72% delas apresentando 2n=40 cromossomos, considerado o
namero diploide para as espécies da familia (Goldblatt & Gentry 1979; Sampaio, 2010).
Existem relatos de espécies eupoliploides em Bignoniaceae (Piazzano, 1998; Sampaio,
2010; Firetti-Leggiere et al.,, 2011; Sampaio et al., in press), as quais apresentam
frequentemente alteracGes em seus sistemas reprodutivos, com relatos de autofertilidade e
apomixia, numa familia predominantemente autoincompativel (Costa et al., 2004;
Bittencourt & Semir, 2005; Bittencourt & Moraes; 2010, Mendes-Rodrigues et al., 2012;
Sampaio et al., 2013).

Em Bignoniaceae, a elevada frequéncia de poliembrionia, ou seja, a presenca de
mais de um embrido por semente, geralmente € um indicativo da ocorréncia da apomixia
esporofitica (Piazzano, 1998; Bittencourt, 2003; Costa et al, 2004; Bittencourt & Moraes,
2010; Sampaio, 2010; Firetti-Leggieri et al., 2011; 2013; Mendes-Rodrigues et al., 2012;
Sampaio et al., in press) e assim como relatado para Malvaceae-Bombacoideae (Oliveira et
al., 1992; Mendes-Rodrigues et al., 2005) e Melastomataceae (Goldenberg & Shepherd,
1998), a expressdo da apomixia esporofitica esta vinculada a poliploidia. Estudos recentes
com o género Anemopaegma (Firetti-Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press)
revelaram que a poliembrionia pode ser observada em todas as espécies poliploides

analisadas, uma relacdo que ja foi descrita para outras Bignoniaceae, como Handroanthus
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chrysotrichus (Piazzano, 1998; Ortolani, 2007; Bittencourt & Moraes, 2010) e H.
ochraceus (Bittencourt, 2003; Bittencourt & Moraes, 2010).

Handroanthus ochraceus e H. chrysotrichus apresentam elevadas taxas de sementes
poliembridnicas, sendo descritos mais de 80% de sementes com multiplos embribes
(Piazzano, 1998; Salomdo & Allem, 2001; Costa et al., 2004; Sampaio, 2010; Mendes-
Rodrigues et al., 2012), revelando que ambas podem apresentar populacfes constituidas
por individuos poliploides. No entanto, a auséncia de estudos que relacionam a poliploidia
e a poliembrionia utilizando um namero consideravel de individuos dentro de uma mesma
populacdo ndo permite afirmar que populacGes destas espécies sejam compostas apenas
por individuos diploides ou poliploides. Handroanthus ochraceus e H. chrysotrichus sdo
espéecies morfologicamente semelhantes sendo que a ocorréncia de hibridos naturais entre
elas ja foi sugerida devido a observacdo de individuos com caracteristicas intermediarias
(Gentry 1992). A semelhanca entre estas espécies ainda provoca problemas de
identificacdo (Silva et al., 2009; Bittencourt & Moraes, 2010) que podem comprometer
desde estudos taxondémicos a analises moleculares.

A expressdo da apomixia esporofitica e a consequente poliembrionia em
populagdes de H. ochraceus pode ser um indicativo da ocorréncia de poliploidia
(Bittencourt, 2003; Bittencourt & Moraes, 2010) e assim pode determinar caracteristicas
morfolégicas distintas quando comparadas as popula¢cdes monoembribnicas. A observacao
de caracteristicas determinantes para cada grupo permitiria a identificacdo do sistema
reprodutivo utilizando metodologias mais simples. Da mesma forma, a determinacdo de
caracteristicas peculiares a H. ochraceus e H. chrysotrichus poderia facilitar a identificagdo
de ambas as espécies e viabilizar futuras pesquisas. Assim, 0 presente trabalho teve por
objetivo determinar diferencas morfoldgicas que podem separar populagdes
conhecidamente apomiticas e ndo apomiticas de H. ochraceus e caracteristicas que podem
auxiliar na identificacdo e separacdo de individuos e populacbes de H. ochraceus e H.

chrysotrichus.
2. Material e Métodos

2.1 Espécies estudadas e Areas de Estudo

Handroanthus ochraceus esta distribuida em quase todo o territério brasileiro,

sendo um elemento tipico do Cerrado, amplamente distribuida neste bioma e podendo
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estender-se por areas adjacentes, porém é raramente encontrada no interior de florestas
fechadas (Gentry, 1992). Esta representada na América Central pelas subespécies
Handroanthus ochraceus subespécie heterotichus (DC) S. Grose e Handroanthus
ochraceus subespecie neochrysanthus (A. H. Gentry) S. Grose (Gentry, 1992). Ja
Handroanthus chrysotrichus ocorre na Mata Atlantica, do estado de Minas Gerais ao Rio
Grande do Sul, sendo ainda encontrada na Argentina (Gentry 1992). Ocorre em restingas e
florestas abertas, topos de morros, areas perturbadas e sdo também comumente encontradas
em areas urbanas, como individuos cultivados (Gentry 1992).

Para a realizacdo das andlises morfométricas foram selecionadas populacbes de
Handroanthus ochraceus apomiticas e ndo apomiticas e uma populacdo de H.
chrysotrichus previamente conhecidas. As coletas foram realizadas nos estados de Goias,
Minas Gerais, Sdo Paulo e no Distrito Federal, Brasil (Tabela 1, Figura 1).

Sampaio (2010) descreveu as populacBes analisadas quanto a embrionia das
sementes, no entanto, nem todos os individuos foram avaliados quanto a ploidia devido a
inviabilidade das sementes para a germinacgdo. Para a populacdo de Uberlandia (MG) seis
individuos foram descritos como monoembribnicas, dentre os quais um foi avaliado como
diploide (2n=40). Na populacédo de Pires do Rio (GO) oito individuos da populacéo foram
descritos como monoembridnicos e diploides (2n=40) (Sampaio, 2010). Para estas duas
populacbes foi obtida uma porcentagem de sementes com multiplos embriGes nestas
populacdes igual a zero (Tabela 1) (Sampaio, 2010). A populacdo do Jardim Boténico de
Brasilia (DF) apresentou um individuo com uma taxa de 3,9% de poliembrionia sendo
considerada monoembridnica (Tabela 1) (Sampaio, 2010), no entanto esta populacgéo ja foi
descrita anteriormente como autoincompativel monoembriénica e diploide (2n=40) (Gibbs
& Bianchi, 1993). J& na populacdo de Séo José do Rio Preto (SP) cinco individuos foram
analisados e apresentaram uma variacdo de 62 a 94% de sementes poliembrinicas, sendo
uma populacdo reconhecidamente apomitica e poliembridnica (Bittencourt & Moraes,
2010). Entre os cinco individuos avaliados para a populacdo de S&o José do Ri Preto
apenas foi avaliado quanto a ploidia e descrito como poliploide (2n=80) (Tabela 1)
(Sampaio, 2010). Na populacdo de Corrego Danta (MG), entre seis individuos analisados,
um apresentou apenas 2% de sementes poliembridnicas, outro apresentou 25% de sementes
poliembridnicas e os demais individuos mais de 50%, sendo esta uma populacdo mista com
individuos mono e poliembridnicos (Sampaio, 2010). Com relacdo a H. chrysotrichus foi
observado um nivel elevado de poliembrionia (86,21%) para os diferentes individuos
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avaliados e também a ocorréncia de poliploidia (2n=80), sendo assim a populacdo foi
considerada poliembridnica (Tabela 1) (Sampaio, 2010).

Devido a um numero reduzido de individuos analisados quanto a ploidia, ndo é
possivel afirmar que as populacdes sejam constituidas apenas por individuos diploides ou
poliploides. Entretanto, é possivel inferir que as populagdes consideradas poliembridnicas
sejam formadas por um numero consideravel de individuos poliploides ja que nos géneros
Anemopaegma (Firetti-Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press) e Handroanthus
(Piazzano, 1998; Bittencourt, 2003; Ortolani, 2007; Bittencourt & Moraes, 2010) a
poliembrionia estd associada com a ocorréncia da poliploidia.

As coletas foram realizadas em diferentes periodos do ano de 2012 de acordo com a
floracdo (agosto) e frutificacdo (setembro a outubro) das populacbes analisadas. Foram
coletadas amostras de folhas, flores e frutos, em dez individuos de cada populagéo. Para
cada individuo foram coletadas pelo menos duas amostras de cada 6rgdo. A populacdo do
Jardim Boténico de Brasilia (OM3) ndo frutificou no ano da coleta, por isso ndo foi
possivel realizar as analises previstas para frutos nesta populacdo. A populacdo do
municipio de Cdrrego Danta (OP2), passou por um evento de fogo entre os periodos de
florag&o (agosto) e frutificagdo (setembro), ndo ocorrendo frutificagdo no ano de 2012, néo
sendo possivel realizar as analises morfolégicas de fruto, além disso, ndo foi possivel

coletar folhas em trés individuos dessa populacéo.

68



Tabela 1: Populages de Handroanthus ochraceus e H. chrysotrichus avaliadas no presente estudo. Espécie (codigo adotado para a populacdo no
decorrer do trabalho); embrionia, porcentagem de sementes poliembridnicas para cada populacdo e nimero de individuos avaliados por Sampaio
(2010); ploidia e namero de individuos avaliados por Sampaio (2010); municipio, estado e localidade onde estdo as populacdes analisadas;
coordenadas geograficas do local de coleta; nimero do material testemunho depositado em Herbario.

Espécie (Codigo da
populacéo)

Embrionia (% de sementes
poliembridnicas, n)

Ploidia (n)

Municipio

Localizagdo Geogréfica

Material testemunho

H

H

I

I

I

H

. ochraceus (OM1)
. ochraceus (OM2)
. ochraceus (OM3)
. ochraceus (OP1)
. ochraceus (OP2)

. chrysotrichus (CP)

Monoembriénica (0%, n=5)
Monoembriénica (0%, n=8)
Monoembribnica (3,9%, n=1)
Poliembribnica (62-94%, n=5)
Poliembribnica (2-66%, n=6)

Poliembri6nica (86%)

2n=2x=40 (n=1)
2n=2x=40 (n=8)
2n=2x=40 (n=1)
2n=4x=80 (n=1)

2n=4x=80

Uberlandia — MG

(Sucupira*)

Pires do Rio - GO
(BR 050 — Km 153)

Brasilia — DF
(JBB*)

Sé&o José do Rio Preto — SP
(Campus UNESP¥*)
Corrego Danta — MG

(BR 262 - Km 570)
Uberlandia — MG

(Campus UFU*)

19°18'34,09"S
48°26'48,10"0
17°11'37,26"S
47°45'02,83"0
15°53°40,83”S
47°51°09,49°0
20°47'10,46"S
49°21'31,84”0
19°41'12,40"S
46°02'19,60"0
18°53°10,29”S
48°14°16,59”°0

HUFU-52585

HUFU-55507

HUFU-48837

SJRP-29235

HUFU-52593

HUFU-52589

*Sucupira: regido fora do perimetro urbano da cidade de Uberlandia; JBB: Jardim Botanico de Brasilia; UNESP: Campus do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) da Universidade Estadual de S&o Paulo - Campus Sdo José do Rio Preto; UFU: Campus Umuarama da
Universidade Federal de Uberlandia.
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Figura 1: Mapa de distribuicdo das populacdes estudadas. Popula¢des apomiticas poliembribnicas de Handroanthus e; populacGes
ndo apomiticas monoembriénicas de H. ochraceus o; populagdo apomitica poliembridnica de H. chrysotrichus m. Mapas
elaborados por Ana Luiza Freitas Oliveira com auxilio do programa ArcView GIS verséo 3.2.



2.2 Caracteristicas avaliadas

Folhas, flores e frutos de cada populacdo foram herborizados para as posteriores
analises morfomeétricas. Botdes florais e flores também foram conservados em etanol 70%
para as analises de algumas caracteristicas. Foram analisadas 12 caracteristicas
morfolégicas foliares, 19 florais e nove dos frutos (Tabela 2).

A determinacdo de caracteristicas qualitativas para todas as estruturas foram
baseadas em Radford (1986) e Gentry (1992). Para a mensuracdo de estruturas
macroscopicas foi utilizado um paquimetro digital (Digimess), com precisdo de 0,01mm.
Para andlise da ocorréncia de nectérios e tricomas foi utilizado o estereomicroscopio Stemi
SU6 (ZEISS). Para quantificacdo dos tipos de tricomas, bem como para as anélises de
estimativa de viabilidade polinica foi utilizado microscopio 6ptico DIAGTECH XSJ-900
T. O microscépio oOptico BX51 (Olympus) com uma camera digital Olympus DP70
acoplada foi utilizado para realizacao de fotomicrografias de tricomas e gréos de polen.

Todas as caracteristicas referentes aos foliolos foram analisadas no foliolo mediano,
ou no maior foliolo quando a folha apresentou apenas quatro foliolos (Figura 2A). Para
estabelecer a relacdo entre comprimento e largura do foliolo, o comprimento foi medido
desde a base até o apice da lamina foliar, enquanto a largura foi medida na regido de maior
largura da lamina (Figura 2A). A mensura¢do do comprimento da flor foi tomada desde a
base do calice até a por¢do mais distal da corola, enquanto a largura foi tomada na regido
de maior largura da corola (Figura 2G). O comprimento do pistilo foi medido desde a base
do ovério até a por¢cdo mais distal do estigma com os lobos fechados (Figuras 21, K, L). O
comprimento do estame foi medido em um dos estames maiores de cada flor, desde seu
ponto de insercdo na corola até a por¢do mais distal da antera (Figuras 21, J). Durante a
coleta foi realizada uma contagem do nimero de frutos em cada individuo para avaliagdo
do namero de frutos por planta (NFP). As medidas de comprimento (CFR) e diametro do
fruto (DFR) foram realizadas com o auxilio de uma fita, posteriormente medida com o
paquimetro, ja que os frutos sdo cilindricos e ndo sao perfeitamente longilineos,
apresentando curvaturas em seu comprimento (Figura 2M). Para verificar se os tricomas
eram caducos, realizou-se um toque sutil na superficie da estrutura; se os tricomas saissem

ao toque eram considerados caducos.
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Figura 2: Detalhes da folha, flor e fruto de Handroanthus ochraceus coletados em Uberlandia, MG, Brasil.
A. Folha digitada; B. Tricomas estrelados na face abaxial da folha; C. Nectério extrafloral; D. Tricomas
lepidotos na face adaxial da folha; E. Detalhe de um tricoma barbado (a esquerda), dois tricomas dendroides
(ao centro) e dois tricomas estrelados (a direita); F. Inflorescéncia; G. Flor; H. Célice; I. Secdo longitudinal
da corola; J. Antera; K. Regido estigmatica do pistilo; L. Ovario e disco nectarifero; M. Fruto com tricomas
caducos. A, M: barra=5cm; B, E: barra=1mm; C, D: barra=0,5mm; G, |: barra=2cm; H: barra=1cm; J, L:
barra=3mm; K: barra=5mm. Ilustracdo: Natanael Nascimento dos Santos.
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As andlises da estimativa de viabilidade polinica foram realizadas para avaliar se a
viabilidade em popula¢Bes apomiticas seria reduzida em comparacdo com as populagdes
ndo apomiticas. Essa estimativa foi realizada através da coloracdo com Carmim Acético,
sendo que, os grdos de pélen considerados inviaveis foram aqueles com tamanho reduzido
ou com auséncia de corabilidade, a qual corresponde a auséncia de citoplasma (Dafni et
al., 2005). Para isso, foram utilizados dois botdes florais em pré-antese por individuo, o0s
quais haviam sido armazenados em etanol 70%. Foi montada uma lamina com o contetdo
de uma antera de cada botéo floral proveniente de um mesmo individuo. Os gréos de pdélen
foram retirados das anteras sobre laminas com uma gota de glicerol 50%, sendo
acrescentada, posteriormente, uma gota de Carmim Acético (Dafni et al., 2005). O
conteddo foi homogeneizado e em seguida coberto com uma laminula. Foram analisados
300 grdos de polen por lamina/individuo. As laminas confeccionadas para avaliacdo da
corabilidade com Carmim acético foram fotografadas para a posterior analise da area dos
grdos de polen considerados viaveis. Para a mensuracdo das areas dos graos de pélen as
imagens foram analisadas através do programa ImageJ 1.45 m (2011), sendo mensurados
30 graos por individuo.

Com o objetivo de verificar o comprimento dos tricomas barbados e a relagdo entre
0 numero de tricomas barbados e dendroides/estrelados (Figura 2E) foram montadas
laminas com tricomas extraidos de célices e frutos, sendo uma lamina por estrutura (célice
ou fruto) e duas estruturas por planta, acrescentando-se uma gota de glicerol 50%. Foram
contados 100 tricomas por lamina, o que permitiu determinar a porcentagem dos diferentes
tipos de tricomas presentes nos individuos analisados. Diferentes campos das laminas
confeccionadas foram fotografados e as imagens obtidas foram utilizadas para averiguar o
comprimento dos tricomas barbados. O comprimento dos tricomas barbados foi avaliado
através do programa ImageJ 1.45 m (2011), com mensuracdo de 30 tricomas por lamina. A
coloracéo dos tricomas foi avaliada sob estereomicroscopio para cada uma das estruturas
(folha, célice e fruto), mas foi apresentada apenas uma vez na Tabela 2 por ndo apresentar

variagOes entre as estruturas e individuos de uma mesma populacéo.
2.3 Anélises Estatisticas

Para os dados quantitativos foram realizadas anélises univariadas a fim de comparar
as diferentes populacdes. Para dados com distribuicdo normal, foi realizada ANOVA de

um fator e o teste de Tukey para comparacdes a posteriori. Para dados que ndo
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apresentaram distribuicdo normal, foi realizado o teste de Kruskal Wallis e o teste de Dunn
para comparagdes a posteriori. Todas as analises foram realizadas através do programa
Systat (SPSS, 2004).

As variaveis florais e foliares foram avaliadas e padronizadas em milimetros, ja
com relacdo aos frutos as medidas foram padronizadas em centimetros devido ao tamanho
destes 6rgdos. Foi realizado um agrupamento para o0s caracteres quantitativos referentes as
folhas e flores (CPC, NF, CPCL, RCLF, NNF, CPD, CF, MLF, CCL, CLC, NNC, PTEC,
CTTC, CPST, CEG, LEG, CEM, CTE, LTE, AGP), e outro referente a caracteristicas dos
frutos (NFP, CFR, DFR, CTTF, PTEF). Estas analises foram realizadas separadamente
devido aos diferentes padrbes de medida utilizados, além disso, as caracteristicas
peculiares aos frutos de cada espécie sdo importantes para a sua identificacdo. Para tal, o
coeficiente que mais se adequou ao objetivo deste trabalho foi o coeficiente de
similaridade de Bray-Curtis, que utiliza apenas dados quantitativos contiguos (Bray &
Curtis, 1957) e o método de agrupamento UPGMA no programa Fitopac 2 (Shepherd,
2007).

Também foi realizado um agrupamento que reuniu 0s caracteres guantitativos e
qualitativos obtidos para folhas e flores (CPC, NF, CPCL, RCLF, FOF, TAF, TMF, NNF,
TTAD, TTAB, TCF, CPD, CF, MLF, CCL, CLC, NNC, TTC, PTEC, TCC, CTTC, CPST,
CEG, LEG, CEM, CTE, LTE, AGP, CORT), utilizando-se o coeficiente de similaridade de
Gower, por tornar possivel a analise conjunta de dados quantitativos e qualitativos (Gower,
1971). Os dados qualitativos foram transformados em dados de presenca e auséncia (0 e 1)
(Gower, 1971; Rocha et al., 2010). Também foi utilizado o método de agrupamento
UPGMA no programa Fitopac 2.

Para confirmar a existéncia dos grupos formados nas analises de agrupamento, foi
realizada, com o auxilio do programa PC-ORD (Mccune & Mefford, 2011), uma anélise
Multi-Response Permutation Procedure (MRPP). Esta analise consiste na realizacdo do
teste T e na aplicacdo da estatistica A. O teste T descreve a separagdo entre 0S grupos;
qguanto mais negativo o valor de T mais forte a separagdo dos grupos e, a estatistica A
descreve a homogeneidade dentro do grupo, comparado com uma expectativa aleatoria
(Duffy et al., 2009).

Para as Andlises de Componentes Principais (PCA), baseada na matriz de
correlacdo, foram utilizados apenas o0s caracteres quantitativos em trés grupos de varidveis

distintos, um grupo com os caracteres florais, outro com os foliares e florais, e o ultimo
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apenas com caracteres de fruto, utilizando o programa PC-ORD (2011). Com o intuito de
avaliar se existiam caracteristicas correlacionadas, foi realizado um teste de Correlacéo de
Pearson, com probabilidade p<0,05 (Systat, 2004). O caractere comprimento da flor (CF)
foi correlacionado a maior largura da flor (correlacdo de 72%), comprimento do pistilo
(correlacéo de 68%), e comprimento do estame maior (correlagdo de 61%), de forma que
apenas a primeira caracteristica (CF) foi utilizada para as ordenagdes. Quando os primeiros
gréficos de ordenacdo foram avaliados, verificou-se que alguns vetores de menor peso para
a composicao dos eixos ficaram sobrepostos a vetores de maior peso. Desta forma, para
uma melhor apresentacdo e interpretacdo dos dados, as varidveis que apresentaram 0S

menores vetores foram retiradas da ordenagéo.

3. Resultados

As caracteristicas qualitativas (Tabela 2) ndo variaram em uma mesma populagéo e
foram semelhantes entre as populacdes OM1, OM2, OP1 e OP2 de Handroanthus
ochraceus e entre a populacdo OM3 de Handroanthus ochraceus e a CP de Handroanthus
chrysotrichus.

Uma das caracteristicas qualitativas que determinou a distingdo entre OM3 e CP e
as demais populacbes de H. ochraceus foi a cor dos tricomas, sendo amarela nas
populacdes OM1, OM2, OP1 e OP2, e com uma tonalidade mais escura, amarronzada, em
H. chrysotrichus (CP) e em OM3. A auséncia de tricomas estrelados nos frutos da
populacdo H. chrysotrichus é uma caracteristica que a distingue das populacGes de H.
ochraceus (OM1, OM2, OP1). O formato dos foliolos e a caducidade dos tricomas também
foram caracteristicas importantes na similaridade entre OM3 e CP, sendo que estas
populacbes apresentaram foliolos elipticos de apice acuminado e margem denteada e
tricomas que ndo se soltavam facilmente com o toque, enquanto que as demais populagdes
apresentaram folhas obovadas, de apice obtuso e margem sinuosa e 0s tricomas caducos,
saindo facilmente ao toque (Tabela 2). As caracteristicas de nimero de foliolos (NF),
comprimento do estigma (CEG) e viabilidade polinica (VPOL) ndo apresentaram

diferencas estatisticas entre as populacdes analisadas (Tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas quantitativas e qualitativas de flor, folha e fruto de trés populagcbes monoembridnicas e duas poliembribnicas de Handroanthus ochraceus e de uma populagdo
poliembridnica de H. chrysotrichus. Sdo apresentados os valores das analises univariadas (ANOVA e Kruskal-Wallis), bem como a média e o desvio-padrdo das caracteristicas quantitativas.
As populagdes monoembribnicas sdo representadas pelos codigos OM1 (Uberlandia), OM2 (Pires do Rio) e OM3 (Brasilia), ja as poliembribnicas pelos cddigos OP1 (Séo José do Rio Preto) e
OP2 (Corrego Danta), enquanto a populagdo de H. chysotrichus é representada por CP (Uberlandia). Todas as medidas em milimetros, exceto os valores referentes as caracteristicas dos frutos
(em centimetros) e as porcentagens de tricomas e viabilidade polinica. Para todos os caracteres foram utilizados 10 individuos, exceto na populagdo OP2, onde as andlises foliares foram

realizadas apenas em 7 individuos.

Valores das Populacgdes
Caracteristica (Sigla) anaI|§e§ OM1. OM2 OM3 oP1 oP2 P
estatisticas

Folha
Comprimento do peciolo (CPC) Fose=3,81* 674+16% 51,9+26 775+15® 78,6+2,0° 83,0+2,3° 56,7+15®
Numero de foliolos (NF) H=6,84 4,2+0,9 48+0,6 48+0,6 4,2+0,9 4,42+05 4,6 +0,7
Foliolo mediano
Compr. do peciélulo (CPCL) Fsss=509%  298+0,7" 40,4 + 1,5® 33,4 +0,9" 31,2 +0,8% 38,3+0,8% 21,2 +0,9%
?ng‘fl‘i‘)’ comprimento /largura Fss=532%  136+0,1" 13,2+ 1,6 15,8 +0,2% 16,2 + 03" 16,9 +0,4% 17,940,2°
Formato (FOF) - Obovado Obovado Eliptico Obovado Obovado Eliptico
Tipo de Apice (TAF) - Obtuso Obtuso Acuminado Obtuso Obtuso Acuminado
Tipo de margem (TMF) - Sinuosa Sinuosa Denteada Sinuosa Sinuosa Denteada
aNm“[)naZrZSd; stt(ﬁﬁf:fx”aﬂora's M =3930  650%33c 257 +8,9% 14,8 +32° 151 +7,1" 12,2 3,0 60,  20,1°

: . - Estrelados e Estrelados e Dendroides e Estrelados e Estrelados e Dendroides e
Tipo de tricomas (TTAB) barbados barbados barbados barbados barbados barbados
Tricomas caducos - f. abax. (TCF) i Sim Sim Néo Sim Sim NZo
Flor
Compr. do pedicelo (CPD) H = 22,54* 64,4 +1,0" 833+23" 49,2 +0,6° 87,4 +1,4° 845+ 14° 65,7 + 1,1
Compr. da flor (CF) Fos=546%  700+73% 77,7+12,1° 79,7+82°% 69,5+6,2% 62,4+84° 76,8 55"
Maior largura da flor (MLF) Fosy=2,74%  46,7+93% 543+138° 52,6 +7,1% 475+6,0% 38,1+6,0°° 50,1+£7,2"
Compr. do célice (CCL) Fosy=6,73%  181£21% 181+34% 18,6 +2,4%® 14,6 +2,5° 16,4+2,8" 222+15°
Compr. do lobo do célice (CLC) Fosy=9,89%  51+11% 45+09" 6,6+11° 34+16° 41+1,4"™ 4,9+1,0%
(N|\l]]|£]ngo de nectarios no calice Foei=1652% 30%12 c 26+09° 55+ 17" 81+21° 76+38% 75443
Porcentagem de tricomas estrelados Foei=1556% 760%88 a 572+70%° 482+89° 69,0+ 85 61.4+10,1" 459+11.4°

no calice (PTEC)
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Tricomas caducos no calice (TCC)

Compr. dos tricomas barbados no
calice (CTBC)

Compr. do pistilo (CPST)

Compr. do estigma (CEG)
Largura do estigma (LEG)
Compr. do estame maior (CEM)
Compr. da teca (CTE)

Largura da teca (LTE)

Avrea do gréo de pdlen (AGP)
Viabilidade Polinica (VPOL)

Fruto

Namero de frutos por planta (NFP)
Compr. do fruto (CFR)

Diametro do fruto (DFR)

Presenca de nectarios (PNFR)

Tipo de tricomas (TTF)

Porcentagem de tricomas estrelados
(PTEF)

Tricomas caducos (TCFR)

Compr. dos tricomas barbados
(CTBF)

Coloracéo dos tricomas para folhas,
flores e frutos
Cor dos tricomas (CORT)

H=27,39*
F5.54 = 10,10*

F5_54 = 0,69
Fs.54=13,72*
Fs.54=5,81*
Fs.54= 2,50*
Fs.54=9,376*
Fs.54= 34,08*
Foo, = 4,84

F3_36 =15,41*
F3_36 =6,87*
F3-36 = 10,43*

F3_36 = 47,26*

F3-36=50,04*

Sim
134+13°

33,6+38¢

27+06
21+06°
18,2+2,3"
29+0,3°
1,3+0,3°
228,1+63,2°¢
976+1,1

229+35°
20,3+35°
52+0,7°
Presentes

Estrelados,
dendroides e
barbados

356+6,8°
Sim

10,2+2,3 ¢

Amarelo

Sim
15,0+ 1,1 %°

38,9 + 55%

2,8+08
2,0+0,3°
205+38"
30+04%®
15+0,3°
257,4+38,6°
97,1+1,6

232+51°
21,2+ 4,7%®
6,6 +1,2°
Presentes

Estrelados,
dendroides e
barbados

61,6 +8,3°2
Sim

14,1+1,6°

Amarelo

Nao
174+12%

36,2 + 1,9 2

2,9+0,7
24+0,3"™
211+2,1%
3,8+04%®
1,6+03%®
306,1+49,0%®
96,1+0,9

0,00 £0,00°

Marrom

Sim
137+11°

32,7+2,4%

25+0,9
26+05°
17,0+ 3,7 %
32+08%
15+0,37°
678,2+753°
97,5+0,7

46,7 £235°
17,2+37°"
49+0,7°
Presentes

Estrelados,
dendroides °
barbados

456+95°
Sim

14,8+1,3"

Amarelo

Sim
147+21°

29,7+6,1°

31+08
2,7+06°
13,3+10°
37+1,7%®
1,7+0,3%
396,7+126°
96,2+ 1,0

Amarelo

Néao
16,8+1,1%®

38,0+ 2,9 %

3,1+0,5
25+04°
23,0+19%®
38+03%
1,5+0,1°
2758+ 14,1 %
95,9+ 0,8

10,3+25"™
259+53°
49+05°
Presentes

Barbados e
dendroides

19,0+ 8,0¢
Néo

19,9+1,8°

Marrom

*Valores significativos com p < 0,05 de probabilidade. Médias seguidas por letras distintas sdo significativamente diferentes de acordo com os testes de Tukey (testes paramétricos) ou Dunn
(testes ndo paramétricos) com p < 0,05 de probabilidade.
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O dendrograma de distdncia baseado nas caracteristicas quantitativas florais e
foliares, apresentou seis grupos estatisticamente distintos (MRPP T=-11,213; A=0,216;
P<0,001) (Figura 3). O agrupamento mais externo em relacdo aos demais foi constituido
apenas por individuos das populagdes poliembridnicas, com os 10 individuos da populagédo
OP1 e trés da OP2 (Figura 3). Em seguida formaram-se dois grupos, que somam nove
individuos da populagdo de Handroanthus chrysotrichus, e um da OM3 (Figura 3). Os
demais individuos formam um grande grupo, o qual € constituido predominantemente por
individuos monoembriénicos de H. ochraceus, salvo por quatro individuos da OP2 e por
um de H. chrysotrichus (Figura 3). Dentro desse grupo, formou-se um agrupamento com
cinco individuos da populagdo OM1 e um da OM2, e outro maior, onde predominam
individuos das populacdes OM2 e OM3 (nove individuos) e OM1 esta representada por
cinco individuos.

No dendrograma de distancia obtido a partir dos caracteres quantitativos e
qualitativos florais e foliares foram formados quatro grupos distintos (MRPP T=-15,600;
A=0,359; P<0,001) (Figura 4). Um dos grupos foi constituido por todos os individuos da
populacdo de H. chrysotrichus e da populagdo OM3. Os outros trés grupos foram formados
pelas demais populagdes de H. ochraceus. Um grupo de populagdes poliembridnicas,
sendo sete individuos da OP1 e dois da OP2 (Figura 4). Outro retne quatro individuos da
OM1, quatro da OP2, trés da OP1 e um da OM2 (Figura 4). E no ultimo, quase todos 0s
individuos sdo das populacbes OM1 e OM2, exceto por um individuo da OP2 (Figura 4).
Este dendrograma evidencia que H. ochraceus e H. chrysotrichus sdo espécies distintas,
devido a distancia observada entre o grupo constituido por CP e OM3 com relacdo as

demais populagdes.
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Figura 3: Dendrograma de distancia de cinco populacdes de Handroanthus ochraceus e
uma populacdo de H. chrysotrichus baseado nas caracteristicas morfoldgicas quantitativas
florais e foliares utilizando o coeficiente de Bray-Curtis através do método de ligagdo
UPGMA.
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O dendrograma de distancia obtido a partir das caracteristicas quantitativas de fruto
apresentou a formagéo de cinco grupos distintos (MRPP T=-11,682; A=0,327; P<0,001)
(Figura 5). Um grupo mais isolado, constituido apenas pelos individuos de H.
chrysotrichus (CP); um grupo menor com quatro individuos de OP1; outro grupo com
todos os individuos da populacdo OM1 e um individuo de OP1; um grupo com mais trés
individuos de OP1 em meio as popula¢fes monoembridnicas; e por ultimo, um grupo com
individuos de OM2 e os dois individuos restantes de OP1 (Figura 5). Portanto, as
caracteristicas do fruto separam as duas espécies de Handroanthus em grupos distintos e
distinguem as populagdes mono e poliembridnicas de H. ochraceus.

Nas Analises de Componentes Principais (PCA), foram obtidos os valores da
porcentagem de variancia nos oito primeiros eixos formados, no entanto, os eixos 1 e 2,
nas trés PCA realizadas, acumularam juntos mais de 50% da variancia, por isso foram
utilizados para explicar quais as caracteristicas podem separar as populacbes mono e
poliembrionicas de H. ochraceus e quais podem ser importantes na identificacdo das duas
espécies analisadas.

Na PCA realizada para caracteristicas quantitativas florais, o eixo 1 acumulou
31,79% da variancia e o eixo 2, 20,64% da variancia, de forma que estes dois componentes
principais explicam juntos 52,43% da variancia (Figura 6A). O eixo 1 separa a populagao
OM3 e H. chrysotrichus (CP) das demais popula¢fes de H. ochraceus. Enquanto o eixo 2
separa as duas populacbes monoembribnicas ndo apomiticas de H. ochraceus (OM1 e
OM2) das poliembribnicas apomiticas (OP1 e OP2) (Figura 6A). Existe uma sobreposicao
de alguns individuos de OP2 com a populagdo OM1 e uma aproximacao de individuos da
OM2 com CP e OM3.
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Figura 5: Dendrograma de distancia das diferentes populagdes de Handroanthus ochraceus,
Uberlandia (OM1), Pires do Rio (OM2) e Séo José do Rio Preto (OP1) e H. chrysotrichus (CP)
baseado nas caracteristicas morfoldgicas quantitativas de frutos utilizando o coeficiente de Bray-
Curtis através do método de ligagdo UPGMA.
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Os caracteres LEG e NNC foram importantes para a separagdo das populactes
monoembridnicas em relacdo as poliembriénicas de H. ochraceus (Figura 6A). As
populacdes OP1 e OP2 apresentaram 0s maiores valores para ambas as caracteristicas, e
OM1 e OM2 os menores, ficando CP e OM3 com valores intermediarios (Tabela 2). O
caractere &rea do grdo de pdlen (AGP) foi importante para a composigdo dos eixos 1 e 2.
Com relagdo ao eixo 1 a caracteristica é determinante para a separacdo das populagdes OP1
e OP2 da populacdo CP (H. chrysotrichus) e OM3 de H. ochraceus, de forma que, as
poliembridnicas apresentaram os maiores valores para area do grdo de polen e CP e OM3
valores intermediarios (Tabela 2). Para o eixo 2, a caracteristica é importante na separa¢do
das populagbes de Handroanthus ochraceus, sendo que OP1 e OP2 apresentaram 0s
maiores valores e OM1 e OM2 os menores valores para esta caracteristica (Tabela 2).

As caracteristicas CPD, CF, CCL, PTEC e CTBC foram importantes para a
composicdo do eixo 1. A caracteristica CPD foi importante na separacdo das populagdes
OP1 e OP2 de Handroanthus ochraceus das populacdes CP e OM3, sendo que OP1
apresentou o maior valor para esta caracteristica e CP e OM3 valores intermediarios. O
comprimento da flor (CF), o comprimento do calice (CCL) e o comprimento dos tricomas
barbados no célice (CTBC) foram maiores para as populagdes CP e OM3 e menores para
as demais populacdes de Handroanthus ochraceus, enquanto para a caracteristica PTEC as
populacbes OM1, OP1 e OP2 apresentaram os maiores valores, jA CP e OM3 apresentaram
0s menores valores (Tabela 2).

Na PCA realizada para caracteristicas quantitativas florais e foliares, o eixo 1
acumulou 29,07% e o eixo 2 20,00% da variancia, sendo assim os dois componentes
principais acumularam juntos aproximadamente 50,00% da variancia total (Figura 6B). O
eixo 1 separa a populagdo CP das demais populagdes e OM3 fica mais proxima das demais
popula¢bes monoembridnicas de H. ochraceus. O eixo 2 separa as populagdes OM1, OM2
e OM3 das populacdes OP1 e OP2 de H. ochraceus, bem como quase todos os individuos
de H. chrysotrichus (Figura 6B). O acréscimo dos dois caracteres foliares (RCLF e NNF)
fez com que os individuos de H. chrysotrichus se distanciassem mais dos individuos de
OM3, podendo ordené-los sem que haja sobreposicao. As populagdes monoembribnicas de
H. ochraceus ficaram mais proximas umas das outras de forma mais concisa, exceto por 3
individuos de OM3 que ainda permaneceram mais proximos de CP. Nesta PCA, a

separagdo entre as populacdes mono e poliembridnicas de H. ochraceus foi mais nitida,
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pois a sobreposicdo de OP2 com as populagdes OM1, OM2 e OMS3 foi reduzida a um
individuo.

As caracteristicas florais mantiveram sua importancia na ordenacao ja observada na
PCA anterior (Figura 6A). A area do grédo de pélen (AGP), o nimero de nectarios no célice
(NNC) e a largura do estigma (LEG) contribuiram para a formacao do eixo 2, ou seja, na
separagdo das populacbes de H. ochraceus (Figura 6B). As caracteristicas CPD, CF, CCL,
PTEC e CTBC também mantiveram sua importancia na constituicdio do eixo 1,
determinante para a separacdo das populacdes de H. ochraceus, principalmente as
populacdes OP1 e OP2, da populacédo de H. chrysotrichus.

As caracteristicas de folha inseridas na PCA foram importantes para composi¢do
dos dois eixos (Figura 6B). O caractere RCLF foi determinante para a composicao do eixo
2. As populacdes poliembridnicas apresentaram os maiores valores de RCLF, independente
da espécie, e as monoembriénicas os menores valores, embora a analise univariada tenha
gerado sobreposicBes entre estes grupos, ndo conseguindo separd-los completamente,
detectando diferencas apenas entre CP, com o maior valor, e as populacées OM1 e OM2,
com 0s menores valores. O numero de nectarios extraflorais em ambas as faces foliares
(NNF) foi determinante para a formacéo do eixo 1. A populagdo CP apresentou maiores
valores para NNF, o que provavelmente a distanciou mais das demais populagoes,
diferente do que foi observado na PCA elaborada apenas com caracteristicas florais
(Figuras 6A, B).

Na PCA realizada para caracteres quantitativos de frutos, o eixo 1 acumulou
40,70% da variancia e o eixo 2 27,63% da variancia, de forma que estes dois componentes
principais explicam juntos aproximadamente 68% da variancia (Figura 6C). A analise dos
frutos permitiu separar com clareza as duas espécies, embora OM3, que apresentou
sobreposicdo com CP na PCA elaborada com caracteristicas florais, ndo tenha sido
avaliada para este parametro.

As caracteristicas numero de frutos por planta (NFP), comprimento do fruto (CFR),
porcentagem de tricomas dendroides e estrelados no fruto (PTEF) e comprimento dos
tricomas barbados no fruto (CTBF) foram importantes para a composi¢do do eixo 1, dessa
forma contribuiram para a separacdo das populacdes de H. ochraceus da populacdo de H.
chrysotrichus. As populacdes OM1, OM2 e OP1 apresentaram 0s maiores valores para
porcentagem de tricomas estrelados e dendroides, PTEF, e H. chrysotrichus os menores
valores o que contribuiu para a separacdo das espécies. Ja para o caractere comprimento de
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tricomas barbados, CTBF, H. chrysotrichus apresentou os maiores valores e as populagdes
de H. ochraceus os menores (Tabela 2). J& o diametro do fruto (DFR) contribuiu de
maneira importante para a composic¢do do eixo 2, sendo importante para a separacdo das
populacdes mono e poliembridnicas de H. ochraceus. A populacdo OM2 foi a que
apresentou o maior valor para o didametro do fruto (DFR), enquanto OM1 e OP1
apresentaram resultados estatisticamente semelhantes, justificando a ndo separagédo entre

essas populacoes.
4. Discussao

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo demonstra que caracteristicas
morfologicas podem separar populacfes monoembridnicas e populacdes poliembridnicas
de Handroanthus ochraceus, assim como podem determinar a identificacdo de individuos
de H. ochraceus e H. chrysotrichus. Apesar da ploidia de todos os individuos das
populacdes analisadas ndo ser conhecida (Sampaio, 2010), a relacdo observada entre
poliembrionia e poliploidia em Bignoniaceae nos géneros Anemopaegma (Firetti-Leggieri
et al., 2013; Sampaio et al., in press) e Handroanthus (Piazzano, 1998; Saloméao & Allem,
2001; Bittencourt, 2003; Ortolani, 2007; Bittencourt & Moraes, 2010) é corroborada por
caracteristicas morfoldgicas que apresentaram maiores valores entre os individuos das
populacdes poliembriénicas quando comparadas as monoembridnicas em H. ochraceus, o
que pode ser um indicativo do “efeito giga” reportado para plantas poliploides (Otto &
Whitton, 2000; Balao et al., 2011).

A viabilidade polinica (VPOL) €é uma caracteristica importante, pois,
frequentemente é capaz de distinguir populacfes sexuadas de popula¢bes apomiticas,
devido a capacidade das espécies apomiticas obrigatérias se reproduzirem sem a
ocorréncia de polinizacdo (Asker & Jerling, 1992; Caetano et al., 2013). No entanto, a
maioria das espécies apomiticas necessitam da fecundagdo para o desenvolvimento do
endosperma, especialmente as espécies apomiticas esporofiticas (Whitton et al., 2008), de
forma que uma reduzida viabilidade polinica poderia prejudicar a formacao de sementes.
Esse parece ser o motivo pelo qual todas as populacBes analisadas tenham apresentado
mais de 90% de viabilidade polinica, o que é confirmado por trabalhos de biologia
reprodutiva que comprovam a necessidade de polinizagdo para o desenvolvimento de
frutos nas espécies apomiticas de Bignoniaceae (Bittencourt & Semir, 2005; Bittencourt &

Moraes, 2010; Sampaio et al., 2013; in press). A elevada viabilidade polinica e a
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possibilidade da producdo de embriGes sexuados (Sampaio et al., in press) é um dos
importantes fatores para a manutencgdo da variabilidade genética em popula¢des apomiticas
(Capitulo 1), podendo ser responsavel também pela transmissdo da apomixia a populacfes
primariamente sexuadas (Whitton et al., 2008).

A expressao da apomixia esporofitica em espécies de Bignoniaceae estd associada
com a ocorréncia da poliembrionia, o que ja foi observado para espécies de Anemopaegma
(Firetti-Leggieri et al, 2011; 2013; Sampaio et al., in press) e Handroanthus (Piazzano,
1998; Bittencourt, 2003; Costa et al., 2004; Bittencourt & Moraes, 2010). A regularidade
observada entre poliembrionia e poliploidia em Anemopaegma (Firetti-Leggieri et al,
2013; Sampaio et al., in press) também foi considerada em individuos de H. chrysotrichus
(Piazzano, 1998; Ortolani, 2007; Bittencourt & Moraes, 2010) e H. ochraceus (Bittencourt,
2003;; Bittencourt & Moraes) delimitando um possivel padrdo em espécies dos dois
géneros de Bignoniaceae. O fato das populac6es poliembrionicas de H. ochraceus (OP1 e
OP2) analisadas no presente estudo terem apresentado medidas e valores maiores para area
do gréo de pdlen, largura do estigma, comprimento do pedicelo e nimero de nectarios no
calice podem corroborar com a hipdtese de que estas populacGes poliembridnicas sejam
realmente constituidas por individuos poliploides. O “efeito giga” geralmente ocasionado
pela ocorréncia da poliploidia em plantas determina o aumento do tamanho celular (Otto &
Whitton, 2000; Balao et al., 2011), o que foi observado nas popula¢des OP1 e OP2 quando
estas sdo comparadas as monoembridnicas.

O tamanho do grdo de polen, aqui avaliado como a area (AGP), pode ser
considerado uma maneira eficiente de avaliar a ploidia de diferentes espécies e populagdes,
pois, normalmente é maior em poliploides (Mishrav, 1997; Zlesak, 2009; Beest et al.,
2012). As populagbes poliembriénicas de Handroanthus ochraceus (OP1 e OP2)
apresentaram um tamanho maior para esta caracteristica quando comparadas as
monoembridnicas (OM1 e OM2) o que pode estar relacionado a possivel poliploidia dos
individuos avaliados que constituem estas populacfes com elevadas taxas poliembridnicas
(Sampaio, 2010; Mendes-Rodrigues et al., 2012). Esse efeito do aumento no tamanho
celular também pode ter afetado a largura do estigma e o comprimento do pedicelo,
maiores em OP1 e OP2. Também foi observado um maior nimero de nectarios no calice
dos individuos destas populacdes de H. ochraceus, caracteristica que pode ter um efeito

ecoldgico importante, pois 0s nectarios extraflorais sdo estruturas capazes de proteger a
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planta contra a herbivoria (Shultz & McGlynn, 2000; Cogni et al., 2003), que neste caso
esta diretamente relacionada a protecdo dos 6rgaos reprodutivos.

Embora os individuos da populacdo de H. chrysotrichus também tenham
apresentado taxas elevadas de poliembrionia (Sampaio, 2010; Mendes-Rodrigues et al.,
2012) sugerindo a possivel ocorréncia de poliploidia, para as caracteristicas area do grédo de
polen, largura do estigma, comprimento do pedicelo e nimero de nectarios no célice esta
populacdo apresentou valores intermedidrios quando comparados as populacdes mono e
poliembridnicas de H. ochraceus. Ja para as caracteristicas comprimento da flor,
comprimento do célice, comprimento dos tricomas barbados do célice e comprimento do
pistilo, os individuos de H. chrysotrichus apresentaram médias maiores, bem como a maior
quantidade de tricomas barbados do célice e do fruto e 0 maior nimero de nectarios
extraflorais nas folhas. Estas diferencas observadas entre H. chrysotrichus e H. ochraceus
determinam que realmente sdo espécies diferentes. Ainda que sejam consideradas
morfologicamente semelhantes (Gentry, 1992), o que ocasiona dificuldades em sua
identificacdo (Gentry, 1992; Silva et al., 2009; Bittencourt & Moraes, 2010), nossos dados
demonstram que as duas espécies podem ser separadas através de analises morfométricas
que distinguem principalmente tamanho e quantidade para determinadas caracteristicas.

As sobreposicGes de individuos da populacdo monoembribnica OM3 com a
populagcdo de H. chrysotrichus foram determinadas pela correspondéncia entre as duas
populacdes para todas as caracteristicas qualitativas e quase todas as quantitativas.
Algumas caracteristicas distintivas para as duas espécies, tais como tricomas amarelo-
dourados com uma maior porcentagem de tricomas estrelados e dendroides em
Handroanthus ochraceus (Gentry, 1992), e tricomas amarronzados com maior
porcentagem e comprimento dos tricomas barbados em H. chrysotrichus (Gentry, 1992;
Zapater et al., 2009), poderiam levar a identificacdo de OM3 como uma populacéo de H.
chrysotrichus. Entretanto, OM3 estd bem inserida no grupo de populagdes
monoembridnicas de H. ochraceus no dendrograma de distancia com caracteristicas
quantitativas florais e foliares, e parece estar em um continuo com OM1 e OM2 nas PCAs
realizadas para as mesmas caracteristicas, mas se encontra na extremidade desse continuo
devido a proximidade com H. chrysotrichus. Desta forma, acreditamos que os individuos
de OM3 sejam morfologicamente intermediarios entre as duas espécies, como em outros
casos ja descritos na literatura (Gentry, 1992). Como esta populacdo ja foi descrita como
autoincompativel ndao apomitica monoembri6nica e diploide (Gibbs & Bianchi, 1993) é
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possivel que o possivel parental de H. chrysotrichus, no caso de ter ocorrido hibridacéo
envolvendo H. ochraceus como um dos progenitores, também fosse diploide e sexuado.

De maneira geral, as analises morfométricas realizadas no presente estudo
determinaram que os individuos das populacdes de H. ochraceus e H. chrysotrichus
avaliados apresentam medidas maiores que aquelas observadas em descri¢des na literatura
(Gentry, 1992; Zapater et al., 2009). Caracteristicas florais como comprimento do
pedicelo, comprimento da flor e maior largura da flor foram muito maiores, assim como o
comprimento dos tricomas barbados do calice e do fruto que apresentaram medidas
extremamente maiores que as descritas por Gentry (1992). As diferencas observadas entre
0s parametros analisados podem estar relacionadas a diversos fatores, como condig¢des
ambientais, alteracdes genéticas e amplitude dos dados avaliados. O clima caracteristico do
Cerrado pode justificar a diferenca em relacdo as plantas analisadas na Argentina (Zapater
et al., 2009). Ja com relacdo a descri¢do realizada por Gentry (1992), este avaliou amostras
de diferentes origens, desta forma, diferentes varidveis podem interferir nas diferencas
encontradas. O desconhecimento da ploidia e da ocorréncia de apomixia e poliembrionia
nos individuos analisados anteriormente (Gentry, 1992; Zapater et al., 2009) também
podem esclarecer as diferencas verificadas na comparacdo com as populacfes analisadas
no presente estudo.

Nossos dados determinaram que caracteristicas morfolégicas como a area dos graos
de poélen, comprimento do pedicelo, largura do estigma e nimero de nectarios no calice
podem separar populacdes mono e poliembriénicas de Handroanthus ochraceus. Embora
sejam poucas caracteristicas, elas podem influenciar na biologia reprodutiva das especies e
promover um incremento na diversidade. As diferencas de medidas e valores encontrados
para a populacdo de H. chrysotrichus quando esta é comparada as populages de H.
ochraceus sugerem que individuos de ambas as espécies podem ser separados através de
analises morfomeétricas que determinam sua identificacdo. Deste modo, apesar da
semelhanga, H. chrysotrichus e H. ochraceus sdo espécies distintas e possivelmente
apresentam origens diferentes para as respectivas linhagens apomiticas e poliembridnicas.
Também ¢é possivel inferir que a ploidia de popula¢fes pode ser sugerida através de
analises morfométricas com caracteristicas determinantes como a area dos grédos de polen,
comprimento do pedicelo, largura do estigma e numero de nectarios no calice
significativamente maiores nos individuos poliembridnicos apomiticos de H. ochraceus

sugerindo que estas sejam constituidas por um nimero razoavel de individuos poliploides.
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Entretanto, estudos relacionando apomixia esporofitica, poliembrionia e poliploidia ainda
precisam ser realizados utilizando individuos da mesma populacdo com uma maior
amplitude de dados, o que permitira a corroboracdo ou a refutacdo deste padrdo entre

poliembrionia e poliploidia em espécies de Bignoniaceae.
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Considerac0es finais

Os resultados das anélises moleculares revelaram que as populacfes autoférteis
apomiticas de Handroanthus ochraceus analisadas ndo sdo geneticamente uniformes como
seriam supostamente (Asker & Jerling, 1992; Koltunow & Grossniklaus, 2003; Bicknell &
Koltunow, 2004; Paun et al., 2006; Voigt-Zielinsk et al., 2012). Entretanto, o fato de ndo
terem sido encontrados clones entre os individuos apomiticos ndo nos permite afirmar que
estes realmente estejam ausentes. As populacdes analisadas ndo sdo constituidas apenas
pelos individuos amostrados, de modo que, um possivel aumento do numero amostral
talvez pudesse permitir a deteccdo destes individuos geneticamente semelhantes. Outro
fator que pode ter interferido neste resultado é um possivel fluxo génico com individuos
sexuados que podem em alguns casos coexistir com apomiticos em uma mesma populacao
(Daurélio et al., 2004). Mas para que isto seja verificado sdo necessérias novas avaliagfes
sobre o sistema reprodutivo de um nimero razoavel de individuos em cada populagéo.

O conhecimento dos tipos de mecanismos reprodutivos nas populacdes de H.
ochraceus foi importante para a compreensdo dos resultados sobre a variacdo dentro e
entre as populagdes analisadas quando foram feitas comparagdes com revisdes anteriores
que demonstraram a relacdo entre os sistemas reprodutivos e a diversidade genética
encontrada em populacGes (Nybom & Bartish, 2000; Nybom, 2004). Do mesmo modo,
este conhecimento permitiu avaliar a confiabilidade de nossos resultados através de
comparacOes interespecificas com estudos semelhantes em Bignoniaceae (Batistini et al.,
2009; Zhu et al., 2009; Bertoni et al., 2010; Firetti-Leggieri et al., 2011, 2013; Sampaio et
al., in press) e em outras espécies do Cerrado como Eriotheca pubescens (Mendes-
Rodrigues et al., 2005). Assim, um mapeamento de populagdes de H. ochraceus e a
determinacdo dos respectivos sistemas reprodutivos poderiam auxiliar no entendimento
sobre a distribuicdo geografica dos diferentes sistemas e a possibilidade de fluxos génicos
entre individuos de diferentes popula¢fes o que auxiliaria na compreensdo dos niveis
distintos de diversidade genética encontrados para a espécie.

Marcadores moleculares dominantes vém sendo substituidos por microssatélites em
trabalhos semelhantes ao presente estudo devido a sua melhor reprodutibilidade,
simplicidade, rapidez da técnica, maior poder de resolugdo e altos niveis de polimorfismo
(Oliveira, 2006). Entretanto, para os objetivos propostos no presente trabalho baseados na

hipdtese de que populacdes apomiticas e ndo apomiticas de H. ochraceus apresentariam
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niveis de variabilidade distintos, os marcadores ISSR utilizados trouxeram resultados
positivos. Embora ndo fosse esperado encontrar um nivel de diversidade genética para
apomiticos (He = 0,205) proximo ao obtido para ndo apomiticos (He = 0,249) e uma maior
diferenciacéo dentro das populagdes (61%, @ = 0,39) ao contréario do que ja foi relatado
para populacdes autoférteis (Paun et al., 2006; Horandl & Paun, 2007), os resultados para
ISSR (He = 0,227) foram semelhantes aos descritos em revisdo sobre marcadores
dominantes (He = 0,22) (Nybom, 2004). Enquanto que em analises utilizando
microssatélites para populacbes de H. ochraceus (H. = 0,48; Moreira et al., 2009)
apresentaram resultados inferiores aos apresentados para uma revisdo com este tipo de
marcadores (He = 0,61) (Nybom, 2004). De modo que, 0s ISSR responderam as hipéteses
previamente estabelecidas permitindo comparacdes e relagcdes entre populacdes de H.
ochraceus.

Com relacdo as analises morfologicas também é possivel concluir que os métodos
utilizados conseguiram responder as questdes propostas para este estudo. As populacdes
monoembridnicas e poliembribnicas de H. ochraceus podem ser distinguidas por
caracteristicas morfologicas que apresentaram medidas distintas para os individuos que
constituem estas populacdes. Area do gréo de polen, largura do estigma, comprimento do
pedicelo e numero de nectarios no calice auxiliaram nesta separacdo proposta
determinando maiores medidas para as populacdes poliembridnicas podendo assim ser
consideradas para estudos posteriores com outras populacdes. Da mesma, forma, foi
possivel determinar caracteristicas que podem separar morfologicamente H. ochraceus e
H. chrysotrichus apesar de sua semelhanca (Gentry, 1992). Caracteristicas como
comprimento da flor, do célice, do pistilo e dos tricomas barbados tanto no célice quanto
no fruto e o ndmero de nectarios extraflorais nas folhas apresentaram medidas
significativamente maiores em individuos de H. chrysotrichus, sendo assim podem ser
determinantes para estudos em que haja a necessidade de distin¢do entre as duas espeécies.

Neste estudo foram avaliadas diferentes caracteristicas morfologicas para que
realmente fosse realizado um levantamento de caracteristicas determinantes para as
separagdes propostas e que pudessem corroborar nossas hipdteses, entretanto nem todas
foram determinantes. As caracteristicas qualitativas, por exemplo, podem ser importantes
na identificacdo das espécies, porém, por serem subjetivas, ndo devem ser utilizadas como
prioridade, mas sim como um complemento as avaliagdes morfométricas. Os tipos de

tricomas encontrados nas duas espécies, a maneira como estao distribuidos em cada 6rgédo
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e a quantidade de cada tipo sdo importantes para a separacdo de H. ochraceus e H.
chrysotrichus (Gentry, 1992), mas a sua classificacdo deve ser feita com cautela devido as
semelhancas entre eles. A viabilidade polinica é muito utilizada para distinguir populacdes
sexuadas e apomiticas (Asker & Jerling, 1992; Caetano et al., 2013), entretanto, especies
apomiticas esporofiticas, como H. ochraceus e H. chrysotrichus, necessitam da fecundagéo
para o desenvolvimento do endosperma (Whitton, 2008), entdo se apresentassem uma
viabilidade reduzida poderia ocasionar problemas na formacéo das sementes. Sendo assim,
todas as populacbes avaliadas apresentaram altos indices de viabilidade polinica, dessa
forma, esta ndo foi, neste caso, uma caracteristica relevante para as propostas do presente
estudo, entretanto, associada aos dados moleculares auxilia a compreender os resultados
encontrados para a diversidade genética em populagdes apomiticas.

Outro fato que deve ser ressaltado é a necessidade de realizacdo da contagem de
cromossomos de todos os individuos analisados 0 que permitird determinar corretamente a
ploidia de cada um. Sabe-se que taxas elevadas de sementes poliembridnicas estdo
associadas a ocorréncia de poliploidia em H. ochraceus e H. chrysotrichus (Piazzano,
1998; Bittencourt, 2003; Bittencourt & Moraes, 2010). No entanto, a confirmacdo da
ploidia dos individuos que constituem as populagdes avaliadas no presente estudo, além de
auxiliar na melhor compreensdo dos resultados, podera também fortalecer esta hipotese
proposta para espécies de Bignoniaceae na qual a expressdo da apomixia esporofitica esta
fortemente relacionada a poliploidia (Piazzano, 1998; Bittencourt, 2003; Bittencourt &
Moraes, 2010; Firetti-Leggieri et al., 2013; Sampaio et al., in press).

As relacOes estabelecidas entre as populacfes analisadas, tanto com relacdo as
analises moleculares quanto as analises morfométricas sugerem que existam origens
distintas dentro da espécie Handroanthus ochraceus. No entanto, ndo sdo conclusdes
fechadas, mas que ainda precisam e devem ser avaliadas como hipo6teses que sugerem

novos estudos.
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