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RESUMO

Apomixia, reproducdo assexuada a partir de sementes, é considerada como uma alternativa
reprodutiva para muitas angiospermas. Em Melastomataceae, este modo de reproducao tem
sido esclarecido em Miconieae, embora seja reportado em outras tribos, como Microlicieae.
Assim, este estudo utilizou trés espécies de Microlicia D. Don como modelo, Microlicia
fasciculata Mart. ex Naudin, Microlicia polystemma Naudin e Microlicia sp. nov. a fim de (i)
verificar a ocorréncia de apomixia nas espécies estudadas; (ii) verificar se este modo de
reproducdo leva a formacdo de sementes poliembridnicas; (iii) investigar se as espécies
apomiticas apresentam alteracdes durante o desenvolvimento dos grios de podlen, com
consequente esterilidade polinica, e (iv) averiguar se a apomixia pode ocorrer em paralelo ao
processo sexuado no grupo. Para tal, realizamos um teste para deteccdo de apomixia
autdbnoma, outro para verificar a presenca de poliembrionia, andlise de inviabilidade polinica,
andlise de crescimento de tubos polinicos e estudo da esporogénese e gametogénese por meio
de técnicas utilizadas em estudos anatdmicos. As trés espécies sdo apomiticas autdbnomas e
apresentam sementes poliembridnicas. A inviabilidade polinica foi alta em M. fasciculata e M.
polystemma e total em M. sp. nov, decorrente de anormalidades meidticas, mitose simétrica e atraso no
desenvolvimento dos grdos de pdlen. A pequena formagao de graos de pdlen vidveis e possivel
ocorréncia de polinizagdo natural em M. fasciculata e M. polystemma permite que haja
eventos de reproducdo sexuada, caracterizando-as como apomiticas facultativas. Em M. sp.
nov., a completa esterilidade polinica e auséncia de indicios de polinizacdo natural indicam
apomixia obrigatéria. Apesar de apomiticas, todas as espécies retém etapas de
desenvolvimento que levou a formagao de sacos embrionarios reduzidos. A independéncia de
polinizadores para formagdo de frutos, reproduc¢do uniparental e sementes poliembridnicas
com embrides de diferentes origens, pode conferir a tais taxons flexibilidade reprodutiva e

diversidade genética.

Palavras-chave: anormalidades meidticas; apomixia autdnoma; apomixia facultativa;

apomixia obrigatdria; inviabilidade polinica; mitose simétrica; poliembrionia.



ABSTRACT

Apomicxis, asexual reproduction through seeds, is considered as a reproductive alternative for
many angiosperms. In Melastomataceae, this mode of reproduction has been elucidated in
Miconieae, although it is reported in other tribes, such as Microlicieae. Thus, this study used
three species of Microlicia D. Don as model, Microlicia fasciculata Mart. ex Naudin,
Microlicia polystemma Naudin and Microlicia sp. nov. in order to (i) verify the occurrence of
apomixis in the studied species; (ii) verify if this mode of reproduction leads to the formation
of polyembryonic seeds; (iii) investigate whether the apomic species present alterations
during pollen grain development, with consequent pollen sterility, and (iv) investigate
whether apomixis can occur in parallel to sexual process in the studied species. For this, we
performed a test to detect autonomic apomixis, other to verify the presence of polyembryony,
pollen viability analysis, pollen tubes growth analysis and the study of sporogenesis and
gametogenesis by techniques used in anatomical studies. The three species were autonomous
apomictic and presented polyembryonic seeds. The percentage of inviable pollen grains was
high in M. fasciculata and M. polystemma, and total in M. sp. nov., due to meiotic
abnormalities, symmetric mitosis and to the delay in the pollen development. The small
formation of viable pollen grains and possible occurrence of natural pollination in M.
fasciculata and M. polystemma allows sexual reproduction events, characterizing them as
facultative apomictics. In M. sp. nov., the complete pollen sterility and the absence of
evidence of natural pollination indicate obligatory apomixis. Although apomictic, all species
retain stages of development that led to the formation of reduced embryo sacs. The
independence of pollinators for fruit set, unipariental reproduction and polyembryonic seeds
with embryos of different origins, can confer to these taxa reproductive flexibility and genetic

diversity.

Keywords: abnormal meiosis; autonomous apomixis; facultative apomixis; obligate

apomixis; pollen inviability; polyembryony; symmetrical mitosis.



INTRODUCAO

Em angiospermas, a formacdo assexuada de sementes ocorre por meio da apomixia
(Nogler 1984; Asker & Jerling 1992; Mogie 1992). Tal estratégia reprodutiva € derivada da
reproducdo sexuada e expressada por meio de alteragdes temporais e espaciais em etapas
importantes do desenvolvimento sexual, com a eliminacdo ou alteracdo da meiose e
fecundacio (Carman 1997; Grimanelli et al. 2003; Koltunow & Grossniklaus 2003; Hand &
Koltunow 2014).

Aparentemente, a apomixia € resultante de eventos de hibridacdo seguidos por
poliploidizacdao (Carman 1997, 2007; Koltunow & Grossniklaus 2003). Acredita-se que nos
apomiticos, a presenga de dois genomas que diferem nos padrdes relacionados ao
desenvolvimento feminino leva a expressao assincronica dos genes duplicados envolvidos
neste processo, resultando na apomixia (Carman 1997, 2007). Neste contexto, a
poliploidizacdo pode ser importante pois induz mudancas epigenéticas de regulacdo génica,
alterando os mecanismos que tendem a sincronizar sinais divergentes em hibridos diploides
(Carman 2007). Em um contexto ecoldgico, a mudanga para a apomixia acaba atuando como
um mecanismo de escape da esterilidade em hibridos, permitindo a estabilizacdo de linhagens
hibridas poliploides (Stebbins 1950; Grant 1981; Asker & Jerling 1992).

Uma vez que a apomixia estd relacionada a eventos de hibridacdo e poliploidia,
irregularidades no processo de divisdo meidtica pode reduzir a eficiéncia da funcdo masculina
em tdxons apomiticos (Asker & Jerling 1992; van Dijk & van Damme 2000; Mogie et al.
2007; Horandl et al. 2008). A viabilidade polinica é particularmente comprometida entre os
apomiticos autbnomos, que independem da polinizacdo para formacdo do embrido e do
endosperma (Meirmans et al. 2006; Thompson & Whitton 2006; Thompson et al. 2008;

Whitton et al. 2008; Cortez et al. 2012; Caetano et al. 2013a,b). Por outro lado, em espécies



apomiticas pseudogamicas, que requerem a fecundacdo da célula central para formacao do
endosperma e desenvolvimento de sementes viaveis (Asker & Jerling 1992), a dependéncia
do gameta masculino é considerada uma pressdo seletiva na manutencio da producdo de graos
de pdlen vidveis (Noirot ef al. 1997). A retencdo da fungcdao masculina permite a ocorréncia de
eventos de reproducdo sexuada em populagdes apomiticas, levando ao aumento da
diversidade genética dentro destas populacdes (Horandl & Paun 2007; Whitton et al. 2008).

Os niveis de diversidade genética em populagdes apomiticas dependem também do
mecanismo apomitico em questdo, uma vez que os diferentes tipos de apomixia estdo
associados a diferentes probabilidades de producdo de uma progénie sexual (Whitton et al.
2008; Tucker & Koltunow 2009). Na apomixia esporofitica (ou embrionia adventicia), o
embrido apomitico origina-se a partir de células nucelares ou tegumentares do évulo sem a
formacdao de um saco embrionario (Asker & Jerling 1992; Hand & Koltunow 2014). Este
mecanismo tem um potencial maior de ocorrer em paralelo com o sexual (Asker and Jerling
1992). Por outro lado, na apomixia gametofitica, o embrido se desenvolve a partir da oosfera
de um saco embrionario ndo reduzido. Este saco embriondrio pode ser derivado de uma
célula-mae de megasporos cuja meiose € suprimida ou alterada — diplosporia, ou a partir da
mitose de células nucelares — aposporia (Asker & Jerling 1992; Hand & Koltunow 2014). Os
mecanismos gametofiticos (diplosporia e aposporia) geralmente comprometem a formacao de
um saco embriondrio reduzido (Koltunow et al. 1998; Whitton et al. 2008; Tucker &
Koltunow 2009), mas na aposporia, hd registros da ocorréncia paralela de sacos embrionérios
aposporico e reduzido (Araujo et al. 2000, 2005; Caetano et al. 2017).

Do ponto de vista ecoldgico, a apomixia combina a reprodu¢do assexuada mantendo
as vantagens da reproducdo por sementes, como a capacidade de dispersdo e dorméncia
(Richards 1997). Além disto, espécies apomiticas possuem vantagens em cendrios de

colonizacdo, uma vez que podem se reproduzir a partir de um unico individuo, e ainda



excluindo, muitas vezes, a necessidade da a¢do de polinizadores para a reproducdo (Richards
1997; Horandl 2010). Em funcdo desta habilidade reprodutiva uniparental, associada a
poliploidia e uma possivel origem hibrida, tais espécies apresentam uma distribuicdo
geografica mais ampla quando comparada as espécies sexuadas — fendmeno conhecido como
partenogénese geografica (Baker 1967; Horandl 2006, 2009; Horandl et al. 2008; Santos et al.
2012). Atualmente, sugere-se que a apomixia pode ainda contribuir no processo de
diversificacdo de algumas linhagens de angiospermas (Hojsgaard et al. 2014).

A apomixia ja foi reportada para 78 familias de angiospermas e, devido a sua ampla
distribuicdo taxondmica, acredita-se que tenha surgido varias vezes independentemente na
histéria evolutiva das plantas com flores (Hojsgaard et al. 2014). Mesmo assim, este processo
¢ claramente mais frequente em determinados grupos, como Asteraceae, Poaceae e Rosaceae
(Carman 1997; Naumova 2008; Hojsgaard et al. 2014). Entre grupos tropicais,
Melastomataceae tém ganhado destaque devido ao elevado ndmero de espécies apomiticas
auténomas, principalmente dentro de Miconieae (Renner 1989; Goldenberg & Shepherd
1998; Goldenberg & Varassin 2001; Santos et al. 2012; Maia et al. 2016). Na familia, estudos
tém indicado que a apomixia estd relacionada com a poliploidia e esterilidade polinica em
variados niveis (Solt & Wurdack 1980; Goldenberg & Shepherd 1998; Goldenberg &
Varassin 2001; Cortez et al. 2012; Caetano et al. 2013b). Adicionalmente, as espécies
apomiticas deste grupo apresentam distribuicdo geografica mais ampla em relacdo a seus
parentes sexuados (Santos et al. 2012) e sementes poliembrionicas (Mendes-Rodrigues &
Oliveira 2012; Caetano et al. 2017).

A poliembrionia, formacdo e desenvolvimento de mais de um embrido em uma tnica
semente (Naumova 1993), é amplamente distribuida nas angiospermas (Batygina &
Vinogradova 2007) e estd comumente associada a apomixia, especialmente a apomiticos que

apresentam embrionia adventicia (Naumova 1993; Carman 1997; Mendes-Rodrigues et al.



2005; Alves et al. 2016). Entretanto, a formagdo de sementes poliembridnicas também pode
ocorrer em decorréncia de processos sexuados (Asker & Jerling 1992; Batygina &
Vinogradova 2007).

Os estudos sobre apomixia em Melastomataceae concentram-se sobretudo em
Miconieae (Renner 1989; Goldenberg & Shepherd 1998; Goldenberg & Varassin 2001;
Cortez et al. 2012; Santos et al. 2012; Caetano et al. 2013a,b; Maia et al. 2016; Caetano et al.
2017). Entretanto, apomixia também tem sido registrada em outras tribos da familia
(Subramanyan 1942; Renner 1989; Ramirez & Brito 1990; Melo et al. 1996; Souza-Silva
2000; Santos 2003; Mendoza-Cifuentes & Fernandez-Alonso 2011), dentre elas Microlicicae
(Santos et al. 2012; Maia et al. 2016). A tribo destaca-se por sua diversidade e distribuicdo
relativamente restrita, com aproximadamente 220 espécies (Baumgratz et al. 2015a,b,c,d;
Koschnitzke et al. 2015; Martins et al. 2015; Romero & Woodgyer 2015), que ocorrem
principalmente no Cerrado do Brasil (Fritsch ef al. 2004). Neste contexto, o entendimento dos
processos apomiticos em Microlicieae pode ser importante para compreensao da evolucao,
diversidade e histéria de vida deste grupo.

Sendo assim, o presente estudo buscou (i) verificar a ocorréncia de apomixia em trés
espécies de Microlicia, Microlicieae; (ii) verificar se este modo de reproducdo leva a
formacao de sementes poliembrionicas; (iii) investigar se as espécies apomiticas apresentam
alteragdes durante o desenvolvimento dos graos de pdlen, com consequente esterilidade

polinica; (iv) averiguar se a apomixia pode ocorrer em paralelo ao processo sexuado no grupo.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado entre novembro de 2016 e marco de 2017 em uma Reserva

Particular do Patrimdnio Natural (RPPN) localizada no Clube Caca e Pesca Itorord (18°59'S,



48°18'W), Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. A reserva possui 127 hectares e sua vegetagdo é
composta por trés principais fitofisionomias do Cerrado, o cerrado sensu stricto € o campo
sujo, o qual é transpassado por uma vereda (Appolinario & Schiavini 2002). Segundo
classificagdo de Koppen, o clima da regido € do tipo Aw, com estacdes seca e chuvosa bem
definidas. A pluviosidade é de cerca de 1550 mm anuais, e temperatura média anual de 22°C

(Rosa et al. 1991).

Espécies estudadas

As espécies utilizadas neste estudo pertencem a tribo Microlicieae, Melastomataceae,
sendo elas: Microlicia fasciculata Mart. ex Naudin, Microlicia polystemma Naudin e
Microlicia sp. nov. O material testemunha de M. fasciculata, M. polystemma e M. sp. nov. foi
depositado no Herbarium Uberlandense (HUFU) sob os nimeros: 73895, 73894 e 75715,

respectivamente.

Microlicia fasciculata

Subarbustos ou arbustos, 0.2 - 0.4 m alt., eretos. Folhas sésseis, glaucas. Flores 5-
meras, solitarias, axilares ou terminais, pediceladas; pétalas roseas, obovadas. Estames 10,
dimorficos; estames antessépalos com anteras roseas e apéndices expandidos com base rdsea
e apice amarelo, estames antepétalos com anteras amarela e apéndices truncados amarelos
(Rodrigues 2005; Bacci et al. 2016). Ocorre nos estados do Mato Grosso, Goids, Minas

Gerais, Bahia, Sdo Paulo e no Distrito Federal (Romero & Woodgyer 2015) (Fig. 1A).

Microlicia polystemma
Subarbustos ou arbustos, 0.4 - 2 m alt., eretos. Folhas sésseis, glaucas. Flores 5-meras,

solitarias, axilares ou terminais, pediceladas; pétalas rdseas, obovadas, apice apiculado,



margem inteira. Estames 10, amarelos, dimérficos, anteras tetrasporangiadas, as vezes, com
maculas rdseas (Bacci et al. 2016). Estames antessépalos com anteras purpuras e apéndices
amarelos, estames antepétalos com anteras amarelas e apéndices truncados ou apenas
articulado ao filete (Rodrigues 2005). M. polystemma distingue-se das demais espécies do
género presentes na drea de coleta, pelos estames inteiramente amarelos, as vezes com
maculas réseas nas anteras e sépalas oval-triangulares com tricomas setosos e conspicuos no
apice (Bacci et al. 2016). Ocorre nos estados de Goias, Minas Gerais, Sao Paulo e no Distrito

Federal (Romero & Woodgyer 2015) (Fig. 1B).

Microlicia sp. nov. (Romero, com. pess.)
Trata-se de uma espécie nova, cuja descricao estd em processo de redacdo por Rosana

Romero e colaboradores (Fig. 1C).

Figura 1: Morfologia floral das trés espécies de Microlicia estudadas. A: Microlicia fasciculata. B:
Microlicia polystemma. C: Microlicia sp. nov.



Teste de apomixia e poliembrionia

Apomixia autdbnoma foi testada em 120 botdes florais de 10 individuos de M.
fasciculata e M. polystemma e 80 botdes de quatro individuos de M. sp. nov. Estames e
estiletes foram extraidos de botdes em pré-antese que foram marcados, isolados com sacos de
organza e acompanhados periodicamente até a formacgdo dos frutos (Goldenberg & Shepherd
1998).

A viabilidade das sementes dos frutos formados pelo tratamento de apomixia foi
testada a partir da germinagdo de 1000 sementes por espécie, provenientes de frutos maduros
de dez individuos de M. fasciculata e M. polystemma e quatro individuos de M. sp. nov. As
sementes foram extraidas dos frutos, embebidas em solug@o de hipoclorito de s6dio a 10% por
cerca de trés minutos, lavadas em dgua destilada e colocadas em caixas plasticas Gerbox com
o fundo recoberto com algodao e papel de filtro umedecidos com solucdo de nistatina a 10%
em agua destilada. O experimento foi conduzido sob luz natural a temperatura ambiente
durante 60 dias. Um acompanhamento diario foi realizado para verificar a protrusdo da raiz,
critério utilizado para reconhecer a germinacdo das sementes. Cada semente germinada foi
dissecada sob estereomicroscopio para a contagem do numero de embrides (Mendes-

Rodrigues et al. 2012).

Analises embrioldgicas

Para andlise de esporogénese, gametogénese e origem dos embrides, botdes florais,
flores e frutos em diferentes estdgios de desenvolvimento foram coletados a partir de quatro
(M. sp. nov.) ou cinco individuos (M. fasciculata e M. polystemma) de cada espécie. O
material foi fixado em gluteraldeido a 1% e formaldeido a 4% em solugdo tampao fosfato de
sodio 0.1 M, pH 7.2 por 48h (McDowell & Trump 1976) e submetido a bomba de vacuo

durante este periodo. As amostras foram lavadas em tampdo fosfato de sodio 0.1M, pH 7.2,
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desidratadas em série etandlica, estocadas em etanol a 70% (v/v) e posteriormente incluidas
em resina plastica (Historesin, Leica) seguindo as especificacdes do fabricante. Antes da
inclusdo, as sementes foram hidratadas em série etandlica decrescente e amolecidas em
solucdo de acido acético glacial e peroxido de hidrogénio a 30% (1:1 v/v) em estufa a 60°C
por cerca de 12 horas (Ribeiro & Oliveira 2014). Em seguida, as sementes foram lavadas em
agua destilada e desidratadas em série etandlica para inclusdo em resina plastica. Cortes
transversais e longitudinais foram obtidos em micrétomo rotativo manual (RM2235, Leica),
com navalha descartdvel de vidro ou de tungsténio, entre 3 ¢ 5 um de espessura. Os cortes
foram corados com azul de toluidina (C.I. 52040) a 0.05% em tampao acetato de sédio e pH
4.8 (O’Brien et al. 1964 modificado). As laminas produzidas foram montadas em (Entellan,
Merck). Observacdes e fotografias digitais foram obtidas em microscépio de luz (BX51,

Olympus) com camera digital acoplada (DP70, Olympus).

Inviabilidade polinica

A inviabilidade polinica foi estimada a partir de 50 botdes florais em pré-antese
provenientes de 10 individuos de M. fasciculata e de M. polystemma e 20 botdes de quatro
individuos de M. sp. nov. Os botdes foram fixados em solucdo de FAA (formalina, acido
acético e alcool etilico a 50% 1:1:18) por 48h e posteriormente estocados em dlcool etilico a
70% (Johansen 1940). Em cada botido floral, as anteras de ambos os ciclos de estames
(antessépalos e antepétalos) foram separadas, esmagadas e coradas com carmim acético a 2%
em lamina de vidro. Os 100 primeiros grdos de cada lamina foram classificados quanto a
corabilidade e a porcentagem de graos de pdlen invidveis (citoplasma pouco corado ou sem

conteuddo citoplasmatico) foi contabilizada para cada espécie.
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Crescimento de tubos polinicos

A deposicdo de pdlen no estigma e o crescimento do tubo polinico foram utilizados
como indicadores da formacdo de graos de podlen vidveis e da ocorréncia de polinizacdao
natural nas populacdes estudadas. Para cada espécie, foram analisados pistilos de 50 flores em
estagio de senescéncia (sem pétalas), provenientes de quatro (M. sp. nov.) ou cinco (M.
fasciculata e M. polystemma) individuos de cada espécie. As flores foram fixadas em solucdo
de FAA (formalina, 4cido acético e alcool etilico a 50% 1:1:18) por 48h e estocadas em etanol
a 70% (Johansen 1940). Os pistilos foram diafanizados em solucao de NaOH 9N, corados
com azul de anilina (C.I. 42755) a 0.05% em tampao fosfato de potassio a 0.06M e pH 8.0
(Martin 1959), observados e fotografados utilizando-se um microscépio de epifluorescéncia

(BX51, Olympus) equipado com camera digital (DP70, Olympus).

RESULTADOS

Teste de apomixia, poliembrionia e inviabilidade polinica

Houve formacdo de frutos com sementes vidveis a partir do tratamento de
emasculacdo em M. fasciculata, M. polystemma e M. sp. nov., indicando a ocorréncia de
apomixia autonoma nas trés espécies investigadas (Tab. 1). Além disso, as trés espécies
apresentaram sementes poliembridnicas nos frutos obtidos a partir deste tratamento (Tab. 1),
com a presenca de até dois embrides formados em uma tinica semente.

A esterilidade polinica é pronunciada nas trés espécies investigadas. A inviabilidade
polinica nos estames antessépalos foi de 99, 99.65, e 100% em M. fasciculata, M. polystemma
e M. sp. nov., respectivamente. Nos estames antepétalos, a viabilidade foi de 99.16, 61 e

100% em M. fasciculata, M. polystemma e M. sp. nov., respectivamente (Tab. 1).
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Tabela 1. Porcentagem de frutos formados a partir do tratamento de apomixia, porcentagem de
sementes germinadas de frutos provenientes deste tratamento, porcentagem de sementes apomiticas
poliembridnicas germinadas e porcentagem média de grdos de pdlen invidveis em espécies de
Microlicia, Melastomataceae. Os valores entre parénteses indicam o tamanho da amostra.

% média de graos
de poélen inviaveis

% frutificaciao para % sementes % sementes apomiticas ¢
nos estames

apomixia (n) germinadas (n) poliembrionicas (n) B
antessépalos e
antepétalos (n)
Microlicia 99 —-99.16
fasciculata 47,5 (120) 6,6 (1000) 28,78 (66) (5000)
Microlicia 99,65 - 61
polystemma 72,5 (120) 2,9 (1000) 24,13 (29) (5000)
Microlicia sp nov. 50 (80) 2,7 (1000) 11,11 27) 1(22(;)(1);)0

Crescimento de tubos polinicos

Nao houve indicios de polinizacdo em M. sp. nov., uma vez que nao foram observados
graos de pdlen na superficie estigmatica ou tubos polinicos em crescimento no estilete dos
pistilos analisados. Em M. fasciculata e M. polystemma, em 12 e 22% dos pistilos analisados,
respectivamente, foram observados graos de poélen e tubos polinicos em crescimento (Figs.

1A-1C).
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Figura 1. Deposi¢ao de graos de pdlen na superficie estigmatica e crescimento de tubos polinicos em
espécies apomiticas de Microlicia. A: Detalhe de grios de pdlen depositados e germinando na
superficie estigmética em M. polystemma. B: Detalhe da germinacio dos graos de pdlen na superficie
estigmatica em M. fasciculata. C: Tubos polinicos em crescimento no estilete de M. polystemma. A:
Microscopia de luz. B — C: Microscopia de epifluorescéncia.
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Estrutura da antera e desenvolvimento dos graos de pdlen

As anteras das trés espécies estudadas sdo polisporangiadas, cujos microsporangios
estdo separados por septos parenquimaticos presentes em grande parte do desenvolvimento
(Figs. 2A, 2B). No inicio da microsporogénese, a parede da antera é formada pela epiderme,
endotécio, camada média e tapete, todos unisseriados, exceto a camada média que pode
apresentar até dois estratos de células (Figs. 2C, 2D). O endotécio ndao desenvolve
espessamentos fibrosos nas paredes de suas células e o tapete € do tipo glandular, com células
uninucleadas (Figs. 2E, 2F). Ao longo da microgametogénese, as células da camada média e
do tapete se desintegram, de maneira que somente a epiderme e o endotécio persistem em

anteras maduras (Fig. 2F).



Figura 2. Morfologia da antera em espécies apomiticas de Microlicia. A, B: Cortes longitudinais
de botdes florais evidenciando as anteras polisporangiadas e os septos parenquimaticos (seta) em
M. polystemma e M. fasciculata, respectivamente. C, D, E: Cortes transversais mostrando
camadas parietais da antera em estigios iniciais de desenvolvimento em M. fasciculata, M.
polystemma e M. polystemma, respectivamente. F: Corte transversal da antera madura mostrando
a epiderme e o endotécio sem espessamentos fibrosos em suas paredes em M. fasciculata.
Simbolos: circulos pontilhados = microsporangios, Ep = epiderme, End = endotécio, Cm =
camada média, T = tapete. A-F: Microscopia de luz.
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Durante a microsporogénese, células esporogénicas (Fig. 3A) localizadas no interior
dos microsporangios passaram por sucessivas mitoses até se diferenciarem em células-mae de
microsporos (Fig. 3B), envoltas por calose (Fig. 3C). A citocinese foi do tipo simultanea
(Figs. 3D-3H), e levou a formacdo de tétrades tetraédricas de microsporos (Figs. 3G, 3H). A
parede de calose ainda circundava cada micrésporo das tétrades logo apds o final da
microsporogénese (Figs. 3G, 3H). Apds a degradacdo da calose, os micrdsporos foram
liberados e caracterizados por um citoplasma denso e nucleo central proeminente (Figs. 31,

3)).

Figura 3. Microsporogénese em espécies apomiticas de Microlicia, Melastomataceae. A: Células
esporogénicas em M. polystemma. B: Células-mae de micrésporos em M. sp. nov. C: Células-mae de
micrésporos evidenciando a parede de calose em M. fasciculata. D: Metafase Il em M. polystemma.
E: Anéfase Il em M. polystemma. F: Telofase Il em M. sp. nov. G, H: Tétrades tetraédricas de
micrésporos mostrando a parede de calose em M. sp. nov. e M. fasciculata, respectivamente. I:
Micrésporos livres ja com esporoderme (exina e intina) em M. sp. nov. Simbolos: Cs = células
esporogénicas, CMM: células-mae de microsporos, estrelas = calose. A-J: Microscopia de luz.
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O estagio inicial da microgametogénese foi marcado pela polarizagdao dos micrésporos
por meio do desenvolvimento de um grande vacuiolo, que levou a migracdo do nicleo para a
periferia do micrésporo (Figs. 4A, 4B). E importante destacar que em M. sp. nov., 0 processo
de desenvolvimento foi abortado neste estigio, resultando em total esterilidade polinica,
morfologicamente caracterizada por uma progressiva degeneragdo citoplasmatica (Fig. 4C).
ApOs estes eventos, em M. fasciculata e M. polystemma, os micrésporos vacuolados passaram
por uma mitose assimétrica e originaram graos de pélen formados por uma célula vegetativa e
outra generativa (Figs. 4D, 4E). Foi possivel observar um claro dimorfismo entre estas duas
células: a célula vegetativa era maior e ocupava grande parte do grao de pdlen, enquanto a
célula generativa era menor e ocupava uma posi¢do periférica no grao (Figs. 4D, 4E). Com o
desenvolvimento, a célula generativa se descolou da parede do grao de pélen em dire¢ao ao
interior da célula vegetativa (Figs. 4F-4J). Ao final da microgametogénese, a célula generativa
adquiriu um formato fusiforme (Fig. 4J). Anteras maduras exibiram alguns grdos de pdlen
maduros estruturalmente normais, que foram liberados em mdnades no estagio bicelular (Fig.
4]).

Diferentes anormalidades foram constatadas durante a microsporogénese e
microgametogénese. A ocorréncia de irregularidades meidticas foi atestada pela presenga de
cromossomos retardatarios durante as anafases I e II (Figs. SA, 5B) e formacao de poliades de
microsporos (Figs. 5C, 5D). Em M. polystemma e M. fasciculata, observou-se a presenga de
uma divisdo simétrica dos micrésporos, levando a formacdo de duas células
morfologicamente semelhantes (Figs. SE, 5SF). Além disso, em todas as espécies foi observada
a presenca de estagios juvenis — microsporos livres (Figs. 5G, SH), micrdsporos vacuolados

(Fig. 51) e graos de pélen imaturos (Figs. 5J, 5SK) em anteras maduras.
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Figura 4. Microgametogénese em espécies apomiticas de Microlicia, Melastomataceae. A, B:
Micrésporo vacuolado em M. fasciculata e M. sp. nov., respectivamente. C: Micrésporos vacuolados
em processo de degeneracdo citoplasmatica em M. sp. nov. D, E: Grios de pdlen em estigio
bicelular em M. fasciculata. F, G, H: Célula generativa deslocando-se da parede do grdo de pdlen
em direcdo ao interior da célula vegetativa em M. polystemma, M. fasciculata e M. polystemma,
respectivamente. I: Célula generativa no interior da célula vegetativa em M. fasciculata. J: Grao de
pélen maduro mostrando a célula generativa fusiforme em M. polystemma. Simbolos: V = vactiolo,
Cv = célula vegetativa, Cg = célula generativa. A-J: Microscopia de luz.
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Figura 5. Anormalidade meidticas durante o desenvolvimento dos grdos de pdlen em espécies
apomiticas de Microlicia, Melastomataceae. A: Anafase I com cromossomos retardatarios em M.
polystemma. B: Anéfase II com cromossomos retardatarios em M. sp. nov. C, D: Poliades de
micrésporos em M. fasciculata e M. polystemma, respectivamente. E, F: Mitose simétrica de
micrésporos em M. polystemma e M. fasciculata, respectivamente. G — K: Estagios juvenis do
desenvolvimento dos grios de pélen em anteras maduras. G, H: micrésporos nio vacuolados em M.
fasciculata e M. polystemma, respectivamente. I: micrésporo vacuolado em M. fasciculata. J, K:
graos de pdlen imaturos em M. polystemma e M. fasciculata, respectivamente. Simbolos: setas =
cromossomos retardatérios, estrela = micrésporos, V = vacuiolo, Cv = célula vegetativa, Cg = célula
generativa. A-K: Microscopia de luz.

Morfologia do évulo e desenvolvimento do saco embrionario

Os Ovulos nas trés espécies sao morfologicamente semelhantes: anétropos,
crassinucelados (Figs. 6A, 6B) e bitegumentados (Fig. 6C). Ambos os tegumentos, interno e

externo, sdo formados por duas camadas de células (Fig. 6C) e formam uma micrépila do tipo
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“zig-zag” (Fig. 6D). Divisdes anticlinais na regido micropilar do tegumento externo, torna-o
mais espesso (Fig. 6D). A rafe apresenta um unico feixe vascular que se estende do funiculo
até a regido calazal, onde é possivel observar células com citoplasma denso e nicleos

proeminentes, formando uma hipdstase de células ndo lignificadas (Fig. 6E).
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Figura 6. Morfologia do 6vulo em espécies apomiticas de Microlicia, Melastomataceae. A, B: Cortes
longitudinais mostrando 6vulos anétropos e crassinucelados em M. fasciculata e M. sp. nov.,
respectivamente. C: Corte transversal evidenciando os tegumentos, interno e externo, ambos bisseriados
em M. sp. nov. D: Detalhe da micropila do tipo “zig-zag”, formada pelos dois tegumentos e
espessamento do tegumento externo na regido micropilar em M. sp. nov. E: Detalhe do évulo com um
Unico feixe vascular e presenca de hipdstase em M. polystemma. Simbolos: estrela = saco embrionério,
Ti = tegumento interno, Te = tegumento externo, Nu = nucelo, H = hipdstase, Fv = feixe vascular,
asterisco = tegumento externo espesso, M = micropila. A - E: Microscopia de luz.

Eventos sexuais de desenvolvimento, com a diferenciacdo das células-mae de
megasporos, meiose, formacdo de megisporos e desenvolvimento de sacos embrionérios
reduzidos ocorreram de forma semelhante nas trés espécies. Em cada 6vulo, uma unica célula
esporogénica (Fig. 7A) diferencia-se em célula-mae de megasporos, caracterizada por
apresentar maior tamanho em relacdo as demais células nucelares, formato alongado,
citoplasma denso e nucleo proeminente (Figs. 7B-7D). A célula-mde de megéisporos passa
pela meiose I, dando origem a uma diade de megasporos (Figs. 7E, 7F), e pela meiose 11, que
originou uma tétrade linear de megasporos (Figs. 7G-7I). O megasporo funcional foi sempre o
calazal (Figs. 7H, 71), o qual passou por trés séries de mitoses: a primeira deu origem a um
saco embrionario binucleado (Figs. 8A, 8B), a segunda a um saco embrionéario tetranucleado
(Fig. 8C) e, por fim, um saco embriondrio octanucleado (Fig. 8D). Apds o processo de
celularizagdo, um saco embriondrio do tipo Polygonum é formado, constituido por uma
oosfera (Fig. 8E) e duas sinérgides (Fig. 8F), localizadas no polo micropilar, e uma célula

central binucleada (Fig. 8G) e trés antipodas, posicionadas no polo calazal do 6vulo (Fig. 8H).
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Figura 7. Megasporogénese em espécies apomiticas de Microlicia, Melastomataceae A: corte
longitudinal do 6vulo de M. polystemma mostrando uma célula esporogénica no nucelo. B, C, D:
células-mie de megasporos em M. sp. nov., M. fasciculata e M. polystemma, respectivamente. E, F:
diade de megéisporos em M. sp. nov. e M. fasciculata, respectivamente. G, H: tétrade linear de
megasporos em M. sp. nov. e M. fasciculata, respectivamente. I: megasporo calazal funcional em M.
sp. nov. Simbolos: ponta de seta = célula esporogénica, seta branca = células-mae de megasporos,
seta preta = megasporo calazal funcional, Dm = diade de megasporo, Tm = tétrade linear de
megasporos. A — I: Microscopia de luz.
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Figura 8. Megagametogénese em espécies apomiticas de Microlicia, Melastomataceae. A, B: Saco
embrionario binucleado (setas). C: saco embrionario tetranucleado (setas) em M. fasciculata. D:
saco embriondrio octanucleado com quatro nicleos no polo calazal e dois nicleos no polo
micropilar (setas) neste plano de corte em M. polystemma. E: saco embrionario maduro
evidenciando uma oosfera em M. sp. nov. F: saco embriondrio maduro evidenciando as duas
sinérgides em M. fasciculata. G: Saco embrionario maduro mostrando os dois nicleos polares em
M. polystemma. H: Saco embrionario maduro mostrando as antipodas em M. sp. nov. Simbolos: O
= oosfera, S = sinérgide, Np = niicleos polares, As = antipodas. A — I: Microscopia de luz.

DISCUSSAO

Microlicia fasciculata, M. polystemma e M. sp. nov. apresentaram evidéncias de
apomixia, com formagdo auténoma de frutos com sementes vidveis, que podem ser
poliembridnicas. Além disto, foi constatada a ocorréncia de uma alta inviabilidade polinica,
relacionada a anormalidades meidticas e alteragdes durante etapas chave do desenvolvimento.
Apesar da apomixia, todas as espécies retém as etapas de desenvolvimento que levam a

formacdo de sacos embriondarios reduzidos. Aliado a isto, a formagdo de uma certa quantidade
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de graos de poélen vidveis e a ocorréncia de polinizacdo naturais em M. fasciculata e M.
polystemma devem garantir a estas espécies alguns eventos de reproducdo sexuada nas
populagdes estudadas. Por outro lado, a completa esterilidade polinica e auséncia de indicios

de polinizagGes naturais indicam apomixia obrigatoria em M. sp. nov.

Apomixia autonoma em Microlicia

As espécies de Microlicia estudadas podem ser caracterizadas como apomiticas
autdbnomas, uma vez que formaram frutos com sementes viaveis independente de eventos de
polinizacdo. Embora os dados de sistema reprodutivo para Microlicieae sejam limitados, eles
indicam que a apomixia pode ser uma estratégia reprodutiva importante no grupo, presente
em aproximadamente 31% das espécies estudadas até o momento (Tab. 2). Uma vez que a
apomixia tem importantes consequéncias evolutivas (Hojsgaard er al. 2014) e ecoldgicas
(Richards 1997, Whitton et al. 2008; Horandl 2010), tal modo de reproducdo deve ser

considerado para a compreensao da evolucao, diversidade e histéria de vida do grupo.



Tabela 2. Sistema reprodutivo e distribui¢do geografica de espécies de Microlicieae, Melastomataceae.
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Sistema

. Espécies estudadas Referéncia Locais de ocorréncia Referéncia
reprodutivo
Lavoisiera pulchella Cham. 1 MG, SP e PR 10
Microlicia fasciculata Mart. ex Naudin 2e3 MT, GO, DF, BA, MG e SP 11
Apomitico  Microlicia polystemma Naudin 3 GO, DF, MG e SP 11
Microlicia sp. nov. 3 - -
Microlicia serpyllifolia D. Don 4 GO, DF, BA, MG 11
Chaetostoma armatum (Spreng.) Cogn. 1 BA, GO, MG, RJ, SPe PR 9
Lavoisiera crassifolia Mart. & Schrank ex DC. 5 MG 10
Lavoisiera imbricata (Thunb.) DC. 2 BA, GO, DF, MG, ES, RJ, SP e PR 10
Microlicia inquinans Naudin le2 MG 11
Microlicia viminalis (DC.) Triana 2 GO, DF, BA, MG 11
Rhynchanthera brachyrhyncha Cham. 6 Brasil (MT, MG, SP, PR, SC, RS) e Paraguai 10e13
. Brasil (AC, AM, MS, GO, DF, BA, MG, ES, RJ, SP, PR, SC,
Sexuado Rhynchanthera dichotoma (Ders.) DC. 7 RS). Guiana, Guiana Francesa, Peru e Venezuela 10e13
Brasil (AC, AM, AP, PA, RO, RR, TO, BA, CE, MA, PE, PI,
Rhynchantera grandiflora (Aubl.) DC. 2 DF, GO, MS, MT, MG, RJ, SP), Bolivia, Coldémbia, Guianas, 10e13
México, Panama e Peru
Trembleya laniflora (D.Don) Cogn. 8 MG 12
Trembleya neopyrenaica Naudin 2 GO 12
Trembleya parviflora (D.Don) Cogn. 1,2 BA, GO, DF, MG, ES, RJ, SP, PR 12

Referéncias: 1. Maia et al. 2016; 2. Santos et al. 2012; 3. Neste estudo; 4. Silva et al. 2015; 5. Pereira 2011; 6. Brito ef al. 2017; 7. Guimardes & Ranga 1997; 8. Soares &
Morellato 2017; 9. Koschnitzke et al. 2015; 10. Baumgratz et al. 2015; 11. Romero & Woodgyer 2015; 12. Martins et al. 2015; 13. Renner 1990.
Estados: AC = Acre, AM = Amap4a, BA = Bahia, CE = Cear4, DR = Distrito Federal, ES = Espirito Santos, GO = Goids, MA = Maranhdao, MG: Minas Gerais, MS = Mato
Grosso do Sul, MT = Mato Grosso, PA = Para, PE = Pernambuco, PI = Piaui, PR = Parana, RJ = Rio de Janeiro, RS = Rio Grande do Sul, SP = Sao Paulo, TO = Tocantins.
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Apomixia autbnoma € apontada como um evento raro entre as angiospermas, €
ocorre predominantemente em Asteraceae (Hand & Koltunow 2014), e
Melastomataceae (Goldenberg & Shepherd 1998; Santos et al. 2012; Caetano et al.
2013a; Maia et al. 2016). Acredita-se que caracteristicas relacionadas ao endosperma
contribuem para a frequéncia de apomixia autdonoma nestas familias (Horandl 2010;
Caetano et al. 2017).

A apomixia autdnoma pode ser especialmente vantajosa em um grupo onde a
apomixia estd, em geral, associada a elevados niveis de inviabilidade polinica, como
em Melastomataceae. Apomiticos pseudogamicos podem apresentar alta porcentagem
de frutos abortados devido a ocorréncia de graos de pdélen malformados (Izmailow
1996; Horandl et al. 2008). Além disso, a seguranga reprodutiva possibilitada pela
independéncia de polinizadores pode ser vantajosa em cenarios de colonizacio (Baker
1955, 1965). De fato, algumas espécies apomiticas autdnomas da familia sdo descritas
como altamente invasoras (Peters 2001; Meyer 1996), o que certamente esta
relacionado com sua estratégia reprodutiva.

Historicamente, tem sido sugerido que tdxons assexuados apresentam um
padrao de distribuicdo mais amplo que seus relativos sexuados, fendbmeno conhecido
como partenogénese geografica, descrito em uma variedade de organismos (Horandl
2006, 2009). Esse padrao também tem sido demostrado em diferentes grupos de
angiospermas (Horandl & Paun 2007; Noyes 2007). Tal sucesso de distribuicao é
explicado diretamente pelas vantagens da reproduc¢do uniparental e potencial
independéncia dos polinizadores dos apomiticos, aliada a consequéncias da poliploidia
e possivel origem hibrida desses organismos (Horandl 2006, 2009; Whitton et al.
2008). Em Melastomataceae esse padrdo foi comprovado, mas as informagdes

concentram-se principalmente em Miconieae (Santos ef al. 2012). Em Microlicieae, os
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dados atuais sugerem que o fendmeno da partenogénese geografica pode nio se aplicar
a tribo, uma vez que parece nao haver uma tendéncia de distribuicdo geografica mais
ampla entre as espécies apomiticas (Tabela 2). Neste caso, o fruto capsular, com
sementes dispersas pelo vento, assim como uma certa especializacdo para

determinados habitats, podem ser fatores mais limitantes no padrao de distribui¢cdo do

grupo.

Apomixia e poliembrionia em Microlicia

As espécies apresentaram formagdo de sementes poliembridnicas como
consequéncia de eventos apomiticos. Embora a poliembrionia também possa ser
resultante de processos sexuados, ou do desenvolvimento concomitante de embrides
apomitico (s) e zigético (Batygina & Vinogradova 2007), nas espécies investigadas, a
formacdao assexuada de embrides pode garantir a poliembrionia. Contudo, o
desenvolvimento paralelo de embrides apomiticos e sexuados em uma mesma semente
ndo é descartado em M. fasciculata e M. polystemma, ja que ha uma pequena producao
de graos de pdlen vidveis e tubos polinicos em crescimento.

Poliembrionia associada a apomixia tem sido observada em diferentes espécies
de Melastomataceae (Renner 1989; Goldenberg & Shepherd 1998; Mendes-Rodrigues
& Oliveira 2012; Caetano et al. 2017). A poliembrionia por si ndo pode ser utilizada
para atestar a presenca de apomixia na familia (Subramanyan 1944). Entretanto, uma
vez que uma estreita relacdo entre estes dois fendmenos tem sido comprovada em
diferentes tribos (Renner 1989; Mendes-Rodrigues & Oliveira 2012; Caetano et al.
2017), parece plausivel utilizar esta condi¢do como um indicio de apomixia no grupo.
Neste sentido, a alta frequéncia poliembrionia em Melastomataceae, atestada em quase

35% das espécies ja investigadas, reforca a ideia de uma possivel propensdo ao
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surgimento e manutengdo da apomixia no grupo (Mendes-Rodrigues & Oliveira
2012).

Apesar da sugerida competi¢do por espagco e nutrientes que deve ocorrer nas
sementes poliembridnicas de Melastomataceae (Mendes-Rodrigues & Oliveira 2012;
Caetano et al. 2017), algumas vantagens deste fendmeno podem ser apontadas, entre
elas, o aumento da probabilidade de pelo menos uma plantula por semente se
estabelecer (Ladd & Cappuccino 2005; Hotchkiss et al. 2008; Mendes-Rodrigues et al.
2012) e o aumento do fitness dos individuos que crescem em manchas - allee effect
(Cappuccino 2004). Além disso, a heterogeneidade genética dos embrides que podem
estar presentes em sementes poliembrionicas de plantas apomiticas facultativas, como
sugerimos para M. fasciculata e M. polystemma, pode ser importante como fonte de
variacdo genética no estabelecimento de novas populagdes (Batygina & Vinogradova
2007).

A baixa taxa de germinacdo das sementes nas trés espécies deste estudo parece
ser uma caracteristica relativamente comum em Melastomataceae. Em muitos casos,
essa condigdo esta relacionada a formacdo de sementes sem embrides (Zaia & Takaki
1998; Simao et al. 2007; Mendes-Rodrigues et al. 2010; Rodrigues & Silveira 2013;
Silveira et al. 2013; Dayrell et al. 2016; Soares & Morellato 2017). Alguns autores
sugerem que o desenvolvimento dessas sementes em representantes da familia pode
ser resultado de influéncias ambientais, relacionadas principalmente a baixos niveis no
conteido de aluminio ou fésforo em solos do Cerrado e Campos Rupestres,
respectivamente (Mendes-Rodrigues et al. 2010; Dayrell et al. 2016). Outra
possibilidade que poderia explicar a baixa germinabilidade encontrada é a ocorréncia
de dorméncia fisiolégica ou mecénica nas sementes, o que ja foi relatado em

representantes da familia (Elisson et al. 1993; Baskin et al. 1999; Lopes et al. 2005;
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Mendes-Rodrigues et al. 2010; Silveira et al. 2012), incluindo Microlicieae (Silveira et
al. 2012; Ribeiro et al. 2015). Para as espécies estudadas, a auséncia de embrido e a
ocorréncia de dorméncia, que tem sido indicada como uma condi¢do plesiomorfica e
filogeneticamente dependente em Microlicia (Silveira et al. 2012), devem contribuir

para a baixa germinabilidade.

Estrutura da antera e desenvolvimento dos graos de pélen

Foram encontradas muitas semelhancas morfolégicas em relacdo a estrutura da
antera nas trés espécies estudadas, e também em alguns padrdoes de desenvolvimento
dos graos de poélen em M. fasciculata e M. polystemma, que conservam a fungao
masculina na flor.

As anteras polisporangiadas observadas contrastam com a condi¢do descrita
para a maioria dos representantes de Melastomataceae, que apresentam comumente
anteras tetrasporangiadas (Tobe & Raven 1983; Renner 1993; Medeiros & Ross 1996;
Cortez et al. 2015). Anteras polisporangiadas ja foram reportadas em diversas espécies
de Microlicia (Microlicieae) (Baumgratz et al. 1996; Almeda & Martins 2001;
Koschnitzke & Martins 2007; Almeda & Martins 2012; Lima 2013), em Meriania
(Merianieae) (Mendoza-Cifuentes & Fernandez-Alonso 2010), e em Leandra, Miconia
e Maieta (Miconieae) (Caetano A.P.S., comunicacdo pessoal). A ocorréncia desta
condicdo em grupos ndo relacionados indica que este estado de cardter deve ter
surgido multiplas vezes dentro da familia. Historicamente, caracteristicas morfoldgicas
dos estames tém sido utilizadas para fins taxondmicos em Melastomataceae (Clausing
& Renner 2001; Goldenberg et al. 2008; Michelangeli et al. 2013). Um estudo da

evolucdo deste estado de carater na familia poderia informar se o nudmero de
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esporangios pode ser utilizado na delimitacdo de clados, o que atestaria sua
importancia taxondmica.

Do ponto de vista ecoldgico, anteras polisporangiadas podem ter um papel
importante em Melastomataceae, como um potencial mecanismo de restricdo a saida
do pdlen. Sugere-se que as anteras septadas na familia poderiam liberar gradualmente
os grdos aos polinizadores, ao invés destes graos serem totalmente removidos na
primeira visita (Baumgratz et al. 1996). Isso pode ser uma forma importante de
economia de pélen em um grupo com flores de pélen como Melastomataceae, onde os
graos sdo utilizados como alimento pelos polinizadores a0 mesmo tempo que
transporta os gametas masculinos que participam do processo de fecundacdo, criando
um conflito evolutivo conhecido como “dilema do pdlen” (Westerkamp 1996; Luo et
al. 2008).

Outros autores acreditam que anteras polisporangiadas podem melhorar a
qualidade dos graos de poélen proporcionando melhores condi¢cdes de desenvolvimento
aos mesmos, uma vez que o aumento do nimero de esporangios amplia o contato entre
o tapete e o tecido esporogénico (Pacini et al. 1985; Tobe & Raven 1986).
Independente do seu exato papel, € interessante notar que essa condi¢do, que
representa uma provavel adaptacdo a melhoria da fun¢do masculina na flor, seja
mantida em espécies apomiticas autonomas, totalmente independentes de fecundagio e
com baixa viabilidade polinica.

Outra similaridade encontrada quanto a morfologia da antera inclui a condicdo
bisseriada da camada média, caracteristica notoriamente variavel em Melastomataceae
(Tobe & Raven 1983; Medeiros & Morretes 1996; Medeiros & Roos 1996; Cortez
2012; Lima 2013) e que parece estar relacionada ao tamanho da antera (Lima 2013).

Outros padroes morfolégicos e embriologicos registrados, tais como, endotécio sem
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espessamentos parietais fibrosos, tapete do tipo glandular com células uninucleadas,
citocinese do tipo simultinea, tétrades tetraédricas de micrdsporos e graos de pdlen
bicelulares no momento da dispersao, parecem ser condi¢gdes estaveis na familia (Johri
et al. 1992; Medeiros & Morretes 1996; Medeiros & Roos 1996; Caetano et al. 2013a;

Cortez et al. 2015), e que ndo dependem do sistema reprodutivo em questao.

Inviabilidade polinica em Microlicia

Registramos um marcado comprometimento na formacdo de griaos de pdlen
vidveis nas espécies estudadas de Microlicia. Entretanto, enquanto M. sp. nov.
apresentou completa esterilidade polinica, M. fasciculata e M. polystemma manteve a
producdo de uma pequena quantidade de griaos vidveis, que foram suficientes para
garantir a ocorréncia de visitas e de poliniza¢des naturais na populacao analisada. De
fato, a visitac@o de flores em Melastomataceae ndo ¢ afetada pela apomixia e sim pela
esterilidade polinica (Maia et al. 2016).

A viabilidade polinica baixa ou nula registrada aqui em Microlicia ¢ uma
condi¢do frequente em espécies apomiticas de Melastomataceae, que apresentam
quase sempre viabilidade polinica menor em relagdo aos tdxons com reproducao
sexuada (Goldenberg & Shepherd 1998; Cortez et al. 2012; Caetano et al. 2013a,b;
Maia et al. 2016). At¢é o momento, valores menores que 40% foram registrados
exclusivamente entre os apomiticos (Caetano et al. 2013b; Maia et al. 2016),
indicando que a inviabilidade polinica pode ser utilizada como um indicativo de
apomixia no grupo. Por outro lado, a formacdo de uma certa quantidade de graos
vidveis em alguns apomiticos (Caetano et al. 2013b, Maia et al. 2016) demonstra que

essa condicao ndo € exclusiva a espécies sexuadas da familia.
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Em M. fasciculata, um estudo realizado em outra populacao apomitica também
atesta uma baixa porcentagem de graos de pdlen vidveis formados (2%) (Santos et al.
2012). Dados similares registram baixos niveis de viabilidade polinica entre diferentes
populacdes apomiticas de uma mesma espécie, como em Miconia albicans e M.
stenostachya (Goldenberg & Shepherd 1998; Cortez et al. 2012; Caetano et al. 2013a),
indicando que o severo comprometimento da funcdo masculina em determinadas
linhagens parece independer da populagdao em questao.

A total ou alta inviabilidade polinica observada nas espécies de Microlicia
investigadas estdo associadas a irregularidades durante a meiose, além de alteragcdes
durante o desenvolvimento dos graos de pdlen, provavelmente causadas por mutacdes
deletérias. Ambas as anormalidades também tém sido associadas a inviabilidade
polinica em espécies apomiticas de Miconieae (Goldenberg & Shepherd 1998; Melo et
al. 2009; Cortez et al. 2012; Caetano et al. 2013b; Caetano et al. in prep.).

Alteragdes meidticas sao comuns em poliploides (Comai 2005; Mogie et al.
2007), e a presenca de mais de dois conjuntos cromossdmicos € esperada entre os
apomiticos (Carman 1997, 2007). Por isso, € frequente o comprometimento da fungao
masculina em diferentes niveis nestas espécies (Asker & Jerling 1992; Meirmans et al.
2006; Mogie et al. 2007; Whitton ef al. 2008). Por outro lado, a associacdo entre o
acumulo de mutagdes deletérias e baixa qualidade polinica em apomiticos € recente na
literatura (Caetano et al. in prep.).

Mutagdes podem estar associadas as diferentes alteragdes observadas durante o
desenvolvimento dos graos de pdlen, levando a divisdo simétrica de micrdsporos e a
presenca de micrOsporos em anteras maduras, causadas pelo atraso no
desenvolvimento dos graos de pdlen. A divisdo simétrica em micrésporos pode ocorrer

em consequéncia de uma mutacdo em algum dos genes responsaveis pela formacdo
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dos microtibulos e suas proteinas associadas, afetando a polaridade do micrésporo e
impedindo a divisdo celular assimétrica, fundamental para a diferenciacdo da célula
generativa (Twell et al. 1998; Park et al. 2004; Borg & Twell 2011). Por outro lado,
mutantes que falham na primeira divisdo mitotica, resultando na formagao de “graos
de poélen unicelulares” (referidos neste estudo como micrésporos), também sdo
registrados na literatura (Twell & Howden 1998). Por ultimo, o atraso no
desenvolvimento dos graos de pélen pode ser causado por uma mutagdo em genes que
controlam os estagios finais da microgametogénese (Han et al. 2006). O actimulo de
mutacdes deletérias tem sido registrado em linhagens apomiticas (Hollister et al. 2014;
Lovell et al. 2017). Especialmente em apomiticas autdonomas, que independem do
polen para formagdo do embrido e endosperma, como ocorre em Melastomataceae,
mutacdes na funcdo masculina podem se acumular nas populagdes, sem

necessariamente afetar seu fitness.

Estrutura do 6vulo e desenvolvimento do gametofito

As caracteristicas estruturais dos 6vulos de M. fasciculata, M. polystemma e M.
sp. nov. foram semelhantes. A ocorréncia de dois tegumentos nio vascularizados,
sendo o interno bisseriado, dvulos crassinucelados, micropila do tipo “zig-zag” e
hipéstase com células nao lignificadas sdo caracteristicas estaveis dentro de
Melastomataceae (Tobe & Raven 1983; Medeiros & Morretes 1996; Cortez &
Carmello-Guerreiro 2008; Caetano et al. 2013a; Ribeiro et al. 2015; Caetano et al.
2017). Embora a curvatura do 6vulo e a espessura do tegumento externo nas trés
espécies aqui estudadas tenham sido semelhantes, tais caracteres sdo varidveis na

familia (Tobe & Raven 1983; Medeiros & Morretes 1996; Cortez & Carmello-
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Guerreiro 2008; Caetano et al. 2013a; Ribeiro et al. 2015), sendo a espessura do
tegumento externo de importancia taxondmica (Caetano et al. 2018).

As caracteristicas embrioldgicas relacionadas com a megasporogénese e
megagametogénese, como a formagdo de tétrades lineares de megisporos com o
megasporo calazal funcional, a formagdo de saco embrionério do tipo Polygonum e a
presenca de antipodas efémeras, sdo condicdes frequentes entre os membros ja
estudados de Melastomataceae (Subramanyam 1942, 1948, 1951; Tobe & Raven
1983; Johri et al. 1992; Medeiros & Morretes 1996; Caetano et al. 2013a; Caetano et
al. 2017). Na familia, mudancas neste padrdo, como a supressdo ou alteracdo na
meiose da célula-mae de megasporos, pode estar relacionada a apomixia gametofitica

do tipo diplospoérica (Caetano et al. 2013b).

Apomixia facultativa e obrigatéria em Microlicia

A constatagdo de eventos relacionados a reproducdo sexuada em M. fasciculata
e M. polystemma, como a formacdo sacos embriondrios reduzidos, producdo de
alguma quantidade de grios de pélen vidveis, deposicdo de grdos na superficie
estigmatica e crescimento de tubos polinicos, nos permite inferir que estas espécies
sdo apomiticas facultativas. Em geral, os apomiticos retém a capacidade de se
reproduzirem via reproducdo sexuada, produzindo sementes por meio de ambos
processos (Asker & Jerling 1992; Savidan 2007; Noyes & Givens 2013). Tal
caracteristica confere a estas espécies variabilidade genética que possibilitam uma
maior adaptabilidade frente a diferentes condi¢cdes ambientais (Richards 1997). Além
disso, a reten¢cdo de algum nivel de sexualidade nos apomiticos facultativos parece
mascarar mutacdes deletérias, prevenindo um decaimento gendmico e a extingao

destas linhagens (Hojsgaard & Hoérandl 2015).
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Um cenério diferente foi observado para M. sp. nov., espécie com total
esterilidade polinica, onde eventos de polinizacdo nao foram detectados. Estes dados
sugerem que a populagdo estudada deve se reproduzir exclusivamente por apomixia,
caracterizando-a como uma apomitica obrigatéria. Apomiticos obrigatdrios também
podem apresentar algum grau de variabilidade genética, gerada por diferentes vias,
como recombinacdo somatica, recombinacdo genética ou perda e ganho cromossdmico
(Richards 1996). Em Melastomataceae, Miconia albicans, uma apomitica obrigatoria,
apresenta uma inesperada e relativamente alta variabilidade genética, que parece ser
garantida por meio de meiose restitucional, poliploidia e outras possiveis mudangas
genOmicas, conferindo a esta espécie uma notavel plasticidade morfo-fisioldgica (Dias
et al. 2017). Assim, apomiticas obrigatérias, como M. sp. nov. podem apresentar um
certo potencial adaptativo, contrariando a ideia que essas linhagens sdo um beco sem

saida evolutivo, condenas a extingdo precoce (Stebbins 1950).

CONCLUSAO

A apomixia autonoma foi constatada nas trés espécies de Microlicia estudadas,
variando de facultativa a obrigatoria. Curiosamente, Microlicieae emerge como um
outro grupo em Melastomataceae com uma alta frequéncia de apomiticos (31% das

2

espécies estudadas), o que tém sido registrado principalmente em Miconieae. E
possivel que estes clados possuam certas pré-adaptagdes a apomixia, como uma
facilidade de hibridacdo natural entre os tdxons, levando a evolugdo paralela desta
condic¢éo.

Diferentes processos foram associados a apomixia em Microlicia, incluindo

baixa a nula viabilidade polinica, decorrente de anormalidades meidticas e alteracdes

durante o desenvolvimento do grdo de podlen, e poliembrionia. Do ponto de vista
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ecologico, a apomixia deve conferir vantagens adaptativas as espécies estudadas,
conferidas pela capacidade de reproducdo uniparental, independéncia de polinizadores
e poliembrionia. Ainda, a ocorréncia de eventos de reproducdo sexuada, como
sugerimos para M. fasciculata e M. polystemma, deve ser uma importante fonte de
variagdo genética nestes taxons, conferindo-lhes certa plasticidade morfofisiologica e
prevenindo o acimulo de mutagdes deletérias. Neste sentido, apomixia facultativa
pode ser uma estratégia reprodutiva importante no grupo, proporcionando as espécies
uma certa flexibilidade reprodutiva e beneficios associados a ambos os tipos de
reproducgdo, sexuada e assexuada. Por outro lado, apomixia obrigatéria é sugerida em
M. sp. nov., um sistema apontado como incomum entre as angiospermas, mas que tem
sido comumente registrado na familia. Microlicieae € notoriamente diversa e frequente
em areas de Cerrado, especialmente nos Campos Rupestres, e a apomixia pode ter tido
um papel importante na evolucdo e diversificagdo da tribo, assim como tem sido

sugerido para outros grupos de angiospermas.
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