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RESUMO:

Mendes-Rodrigues, Clesnan; 2005. Ecologia de espécies poliembriénicas com énfase no
Bioma Cerrado. Tese de Doutorado em Ecologia e Conservacdo de Recursos

Naturais. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia — Minas Gerais. 228 p.

A ocorréncia de mais de um embrido por semente, conhecida como poliembrionia, e a
reproducdo assexuada via semente, conhecida como apomixia, SA0 processos comumente
associados. Os registros e a importancia destes eventos vém aumentando nas Ultimas décadas,
tanto entre as Angiospermas como um todo quanto em biomas como o Cerrado, reconhecido
como um bioma onde a reproducao sexuada é predominante. Apesar destes registros, existem
ainda poucas informacdes sobre a ecologia das sementes poliembriénicas. Nesse cenario,
objetivou-se confirmar a poliembrionia como indicador de apomixia em espécies arbéreas e
arbustivas de Cerrado e, a partir de estudos alocacdo de recursos entre embrides, de
germinacdo de sementes, emergéncia e crescimento de plantulas, tentar definir quais sdo as
vantagens e desvantagens da poliembrionia para a ecologia das espécies. De um total de 132
espécies amostradas, 30,30% apresentaram poliembrionia, embora somente 6,82%
apresentem porcentagens de sementes poliembridnicas acima de 5% e sejam mais diretamente
associadas a presenca de apomixia. Entre as melastomatéaceas, uma familia caracteristica dos
Neotropicos e muito bem representada no Cerrado, 33,96% das espécies apresentam
poliembrionia, com predominancia em espécies da tribo Miconieae. Nos dois grupos
amostrados, a poliembrionia foi associada a espécies apomiticas, poliploides e com amplo
padrdo de distribuicdo, mas entre as Melastomataceae, a apomixia nem sempre estava
associada a frequéncias altas de poliembrionia. Estudos mais especificos com espécies de
Eriotheca (Malvaceae-Bombacoideae) mostraram a ocorréncia de mosaicos de populagfes
monoembridnicas e poliembriénicas em E. gracilipes e E. pubescens, com diferencas na
ecologia dos diferentes tipos de populagdes. A poliembrionia afetou pouco a germinabilidade
e emergéncia das sementes, mas produziu um processo menos homogéneo que aquele das
sementes monoembribnicas. Os estudos de alocagdo mostraram que a massa dos embrides
diminuiu com o nimero de embrides por semente, fator que se repetiu com a massa individual
de cada pléantula. Estas diferencas de alocacdo reduziram a capacidade de sobrevivéncia das
plantulas de sementes poliembridonicas, mas de uma maneira geral, aumentaram as
possibilidades de sobrevivéncia de alguma das plantulas destas sementes. Em Handroanthus
chrysotrichus (Bignoniaceae) algumas das vantagens da poliembrionia como a ocorréncia de
allee effect e bet hedging puderam ser avaliadas experimentalmente. A poliembrionia foi
fortemente correlacionada com a presenca de apomixia e 0s resultados mostram que a
presenca de poliembrionia e apomixia podem ser fatores importantes para a persisténcia e
distribuicdo de espécies no Bioma Cerrado.

Palavras chaves: apomixia, poliembrionia, germinacdo de sementes, plantulas gemelares,
Bignoniaceae, Bombacaceae, Bombacoideae, Malvaceae e Melastomataceae.
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ABSTRACT:

Mendes-Rodrigues, Clesnan; 2010. Ecology of polyembryonic species with emphasis in
Cerrado Biome. PhD. Thesis. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia -

Minas Gerais, Brazil. 228 p.

The of more than an embryo per seed, known as polyembryony, and the asexual reproduction
via seed, known as apomixis, are usually associated. The records and importance of these
events have increased in the last decades both for the Angiosperms as a whole and for specific
biomes, as the Cerrado, where sexual reproduction is predominant. Despite these records,
information on the ecology of polyembryonic seeds is still lacking. In this scenario, we aimed
to confirm polyembryony as an indicator of apomixes in woody species of Cerrado and, based
on studies of embryo resource allocation, seed germination, emergency and seedling growth,
try to define the advantages and disadvantages of polyembryony for the ecology of these
species. Out of a 132 species sample, 30.30% presented polyembryony, although only 6.82%
did have the percentage of polyembryonic seeds above 5% and were more readily associated
with apomixes. Among the Melastomataceae, a characteristic Neotropical family very well
represented in the Cerrado, 33.96% of the species presented polyembryony, which
predominated in the tribe Miconieae. Both in the Cerrado as a whole and in the
Melastomataceae in particular, the polyembryony was associated with apomixes, but in the
later, the apomixes was less often associated to higher frequencies of polyembryony. More
specific studies with species of Eriotheca (Malvaceae-Bombacoideae) showed mosaics of
monoembryonic and polyembryonic populations in E. gracilipes and E. pubescens, with
ecological differences between either types of population. Polyembryony did not affected
markedly seed germinability and seedling emergence, but resulted in less homogeneous
processes than the one found in monoembryonic seeds. Resource allocation studies showed
that both embryo and seedling mass decreased with the number of embryos or seedling per
seed. These differences reduced the survival ability of seedlings emerging from
polyembryonic seeds but, on the other hand, increased the survival chances of at least one of
the seedlings from these seeds (seed individual survival). In Handroanthus chrysotrichus
(Bignoniaceae), some of the putative advantages of polyembryony, as allee effect and bet
hedging could be experimentally evaluated. Polyembryony was clearly correlated with the
occurrence of apomixis and the results presented here showed that both processes can be
important factors for the persistence and distribution of plant species in the Cerrado Biome.

Key words: apomixis, polyembryony, seed germination, gemelar seedlings, Bignoniaceae,
Bombacaceae, Bombacoideae, Malvaceae e Melastomataceae.



I ntroducao geral

O bioma Cerrado como modelo para estudos de espécies

poliembridnicas

| ntroducao

O bioma Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, com dois milhdes de Km?
amplamente distribuidos no Brasil Central e apresenta precipitacdo média variando de 800 a
2000 mm, com duas estacGes bem definidas, uma estacdo seca (abril a setembro) e uma
estacdo Umida (outubro a margo), atualmente com 35% da sua area natural j& destruida por
atividades antropicas (Ratter et al. 1997). O cerrado é caracterizado pela ocorréncia de solos
distroficos, com baixa disponibilidade hidrica nas camadas superficiais, freqliente ocorréncia
de fogo na estacdo seca devido ao acimulo de biomassa e grande variedade de fitofisionomias
(Walter et al. 2008).

Avaliacbes dos tipos de sistemas reprodutivos em espécies de cerrado tém
demonstrado a predominadncia de sistemas sexuais de reproducdo (Saraiva et al. 1996,
Oliveira & Gibbs 2000, Barbosa & Sazima 2008) embora nenhum dos trabalhos tenha
realizado testes especificos para a ocorréncia de reproducdo assexuada via semente, conhecida
como apomixia (Koltunow 1993). A auséncia de testes de apomixia associada a alta
freqiéncia de apomixia em familias como Asteraceae (Werpachowski et al. 2004),
Melastomataceae (Goldenberg & Shepherd 1998) e Poaceae (Savidan 1985), ambas com
grande representatividade entre as espécies de cerrado, pode levar a subestimativa da

freqiiéncia de reproducdo assexuada entre as espécies de cerrado.
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Para a avaliagdo da ocorréncia de apomixia, seriam necessarios testes mais completos
do que os comumente realizados em estudos reprodutivos na regido (e.g. Oliveira & Gibbs
2000). Para espécies com apomixia sem pseudogamia (formacdo do zigoto e endosperma),
sdo usados testes de emasculagédo para avaliacdo da formacao de frutos autonomamente. No
entanto, em espécies onde ocorre a pseudogamia, seriam necessarias analises embrioldgicas e
genéticas das progénies, o que torna o trabalho mais complicado e longo; o que explica 0s
poucos estudos existentes para o bioma (Costa et al. 2004, Mendes-Rodrigues et al. 2005,
Souza et al. 2005). Uma evidéncia indireta para a presenca de apomixia seria a ocorréncia de
embrides extranumerarios na semente. A ocorréncia de apomixia é diretamente correlacionada
a presenca de poliembrionia e registros de poliembrionia de origem sexuada sdo raros
(Carman 1997, Naumova 1992). Entre espécies de Cerrado, a poliembrionia foi registrada
para 18,67% das espécies, em um levantamento entre 74 espécies, e essa presenca foi
utilizada como evidéncia de apomixia e da sua importancia para 0 bioma, muitas vezes
subestimadas (Saloméo & Allem 2001). Allem (2003) parte desse pressuposto e revisa a
literatura num escopo mais amplo, assumindo que a apomixia pode funcionar como um
sistema reprodutivo para as angiospermas e como uma alternativa de reprodugéo no ambiente
savanico, como o Cerrado. Sugerindo que tais processos seriam importantes como formas de
persisténcia e manutencgdo de genotipos nesses ambientes.

Uma ampliacdo dos registros de ocorréncia de poliembrionia no cerrado poderia
esclarecer a frequéncia de poliembrionia no bioma e indicar possiveis espécies para a
avaliacdo da ocorréncia de apomixia, e permitir testar alguns aspectos ecologicos da

ocorréncia de poliembrionia nessas espécies.



Objetivosda Tese

Com base na importéncia da poliembrionia e apomixia como alternativa reprodutiva e

disseminada entre as angiospermas, o presente trabalho tem como objetivos:

- Avaliar se a frequéncia de espécies poliembriénicas no bioma Cerrado realmente é
elevada e testar a correlagcdo entre a poliembrionia e os diferentes sistemas de reproducéo
encontrados nesse ambiente. Além disso, separar as espécies em funcdo da funcionalidade ou
ndo da poliembrionia, 0 que podera elucidar a real frequéncia de poliembrionia no bioma, e
para quais espécies a poliembrionia pode estar ligada a estruturacdo das populacBes e
comunidades de plantas da regido. Esses resultados permitirdo avaliar o papel da apomixia e

da poliembrionia na reproducéo de espécies de Cerrado.

- Verificar a relagdo entre apomixia e poliembrionia em Melastomataceae, um grupo

conhecidamente apomitico (Goldenberg & Sheperd 1998).

- Testar, utilizando espécies de Eriotheca congenéricas e que apresentam sistemas
reprodutivos contrastantes (Oliveira et al. 1992), se a presenca da poliembrionia e/ou

apomixia implica em mudangas importantes na biologia e ecologia dessas espécies.

- Utilizar espécies conhecidamente poliembriénicas como Eriotheca pubescens e
Handroanthus chrysotrichus para avaliar o efeito da poliembrionia na germinagdo de
sementes, emergéncia de plantulas e no crescimento e estabelecimento de plantulas

gemelares.



Estruturadatese

A tese foi dividia em seis capitulos, com os seguintes enfoques:

Capitulo 1: Caracterizacao e classificacéo de espécies apomiticas e poliembrionicas -
A partir da literatura para apomixia e poliembrionia discutira a caracterizacgao e classificagéo
de espécies apomiticas e poliembri6nicas, de maneira a permitir a organizacdo dos dados

disponiveis e a comparacao entre as espécies com diferentes padrdes.

Capitulo 2: Frequiéncia de poliembrionia em espécies do bioma Cerrado - Buscou-se
avaliar se a fregiiéncia de espécies poliembridnicas no bioma Cerrado realmente é elevada e
testar a correlacdo entre a poliembrionia e os sistemas reprodutivos nestas espécies. Além de
determinar a freqliéncia de poliembrionia que pode ser usada para determinar a poliembrionia

funcional para a espécie.

Capitulo 3: Polyembryony in Melastomataceae: multiples embryos in a small world -
A partir de uma avaliacdo da ocorréncia da poliembrionia em uma ampla amostra de plantas
da familia Melastomataceae ocorrentes no bioma Cerrado, o trabalho visou verificar a relagdo
entre apomixia e poliembrionia. Esta familia apresenta nimero elevado de espécies com
apomixia e representantes com poliembrionia. Desta maneira, a analise permitiu relacionar a
poliembrionia com filogenia, modo de dispersdo, padrao dispersdo e outras caracteristicas das

espécies do grupo.
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Capitulo 4: Mosaicos reprodutivos em Eriotheca (Bombacoideae, Malvaceae):
reproducéo sexual versus apomixia - O trabalho buscou evidenciar e descrever a distribuicdo
e caracteristicas dos mosaicos reprodutivos nas populac@es de duas espécies congenéricas de
Eriotheca ocorrentes no cerrado. Buscou-se ainda testar se a presenca de
poliembrionia/apomixia implica, em mudangas na biologia e ecologia das espécies de

Eriotheca.

Capitulo 5: Can polyembryony affect seed germination and seedling development in
Eriotheca pubescens (Malvaceae-Bombacoideae)? - Buscou-se utilizar Eriotheca pubescens
para avaliar do efeito da poliembrionia sobre a germinagédo de sementes, emergéncia de
plantulas e no crescimento de plantulas gemelares. Como a espécie apresenta populacfes
sexuadas/monoembridnicas e populagfes assexuadas/poliembribnicas, este estudo permite
uma comparacgdo mais direta da influéncia da poliembrionia. O estudo permitiu comparar esta
espécie com Eriotheca gracilipes, simpatrica e com caracteristicas similares, mas

predominantemente monoembridnica e sexuada.

Capitulo 6: Como a poliembrionia afeta embrides e plantulas de Handroanthus
chrysotrichus (Bignoniaceae)? - Utilizou-se Handroanthus chrysotrichus para avaliar do
efeito da poliembrionia sobre a germinagdo de sementes, emergéncia de plantulas e
crescimento de plantulas gemelares. Além de testar se a manipulagdo do numero de plantulas

por semente pode elucidar o efeito da poliembrionia sobre o estabelecimento das plantulas.

Consideragtes finais - Apresentacdo dos principais resultados obtidos nos capitulos e

as conclusdes gerais da tese.
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Capitulo 1

Caracterizacao e classificacao de espécies apomiticas e

poliembridnicas

Resumo: Embora definicbes e sistemas de classificacdo de espécies apomiticas e
poliembribnicas existam na literatura, os mesmos sdo de dificil aplicacdo, estdo focados em
apomixia gametofitica e incluem processos de reproducdo vegetativa. Nesse contexto e a
partir da literatura definimos os processos de reproducgédo assexuada via semente, apomixia; e
propomos nova definicdo para a poliembrionia. A classificacdo proposta para as espéecies
apomiticas foi baseada na origem dos embrides, enquanto para as espécies poliembriénicas foi
baseada na origem dos embriGes (gametofitica e esporofitica), na identidade genética dos
embrides (uniparental, biparental e mista), na funcionalidade da poliembrionia (funcional e
ndo funcional) e na persisténcia da poliembrionia nas sementes maduras (persistente e
transitoria). Aléem do modelo de classificacdo apresentamos alguns dos aspectos que se fazem
necessarios estudar em especies poliembribnicas que permitem tanta a classificacdo das

espécies e o entendimento da biologia destas espécies.

Palavras chave: apomixia, diplosporia, aposporia, embrionia adventicia, poliembrionia,

plantulas gemelares.



1. Introducao

A biologia de sementes é um tema amplamente estudado, com vaérias teorias ja
existentes para as diversas subareas. Algumas aspectos relacionados a anatomia, formacao
dos gametdfitos e ao desenvolvimento dos embrides tém chamado mais atengdo dos
pesquisadores e tém acumulado maior nimero de informagdes (Maheshwari 1963, Bhojwani
& Bhatnagar 2008), os padrbes de germinacdo de sementes (e.g. Baskin & Baskin 1998), os
tipos de dorméncia (ver Lang 1996), os padrdes de dispersédo e de estabelecimento no campo
(e.g. Baskin & Baskin 1998).

Entre os aspectos menos explorados da biologia das sementes estdo a origem e as
caracteristicas genéticas dos embrides e das sementes. Os embrides e outros tecidos nas
sementes podem tanto ser originados a partir de processos sexuados, onde o pélen pode ser
advindo de outro individuo (polinizacdo cruzada) ou do mesmo individuo (autopolinizacéo)
gerando sementes com certa heterogeneidade genética. E por processos assexuados em que 0
embrido é formado a partir de células ndo-reduzidas, oriundas de um saco embrionario ndo
reduzido ou de tecido somético, com a formacdo autbnoma de embrides assexuados, que
apresentam caracteristicas genéticas idénticas a planta mée, ou ao tecido precursor conhecidos
como apomixia (Koltunow 1993). Esses processos apomiticos ndo sdo exclusivos e
comumente podem ocorrer conjuntamente com a fecundacéo da oosfera gerando uma mistura
de sementes de origem sexuada e assexuada (Asker & Jerling 1992).

Outro aspecto pouco explorado da biologia de sementes é a ocorréncia de mais de um
embrido por semente, fendbmeno conhecido como poliembrionia. O primeiro registro de
poliembrionia foi feito para Citrus por Antoni van Leeuwenhoek em 1719 (Bhojwani &
Bhatnagar 2008) e mais tarde foi descrita a formacdo de embrides adventicios por Strasburger

em 1878, confirmando sua origem assexuada via apomixia. Mas a origem da poliembrionia
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também pode estar relacionada a processos de reprodugdo sexuada dos embrides (Naumova
1992) e a relacdo direta com a apomixia nem sempre € verdadeira.

O estudo desses aspectos da biologia de sementes é necessario e importante devido a
alta frequéncia de apomixia e poliembrionia entre as Angiospermas (Carman 1997) e
especialmente em grupos como Asteraceae (Werpachowski et al. 2004), Poaceae (Savidan
1985) Rutaceae (Moreira et al. 1947, Naumova 1992) e Melastomataceae (Goldenberg &
Shepherd 1998; Goldenberg & Varassin 2001). A ocorréncia desses processos também esta
associada as caracteristicas ambientais e a historia de diferentes biomas (Horandl & Paun
2007). A alta freqliéncia de poliembrionia e possivelmente de apomixia entre as plantas de
ambientes como o Cerrado e a Caatinga (Salomdo & Allem 2001) e o papel relevante destes
processos para a evolucdo desses grupos justificam a ampliacdo do estudo da ocorréncia
desses fendmenos no Bioma Cerrado. Seu papel na biologia das sementes é fundamental para
se entender o padrdo de estabelecimento e diversificacdo de espécies nesses ambientes (Allem
2003).

Mas para a compreensdo da ecologia das sementes poliembriénicas € necessario o
entendimento dos processos que dao origem a sementes poliembridnicas e uma clara
classificacdo dos processos em funcdo de diversos caracteres que permitem uma comparagao
entre as espécies. Apresentamos aqui uma organizacao das definicGes dos processos que dao
origem & poliembrionia e propomos uma mudanga no modelo de classificacdo dos processos e
das espécies poliembridnicas. Além disso, apresentamos uma discussdo sobre algumas das
vantagens e desvantagens ecoldgicas da presenca de poliembrionia para as sementes. Alguns
destes conceitos fundamentais e idéias serdo explorados e discutidos nos capitulos seguintes

da tese.
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2. Apomixia

A apomixia € conhecida como a formacdo de embries sem a ocorréncia de
fecundacdo (sem a fusdo de duas células gaméticas), por partenocarpia, a partir de células ndo
reduzidas do gametofito ou do espordéfito (Koltunow 1993). A apomixia pode ser classificada
em gametofitica, quando os embriGes sdo formados autonomamente a partir de células ndo
reduzidas de um saco embrionario (gametofito), e esporofitica, quando os embrides sdo
formados autonomamente a partir de células somaticas da planta mée (espordéfito adulto) ou
do embrido e suspensor (esporofito jovem) (Koltunow 1993). A partir dessas informacdes, a
apomixia pode ser subdividida em funcdo da célula que da origem aos embrides, conforme

classificacdo sumarizada na Tabela 1.

2.1. - Tipos de apomixia gametofitica

Na apomixia gametofitica o embrido ¢é originado autonomamente a partir da oosfera de
um saco embrionario ndo reduzido (2n) ou de outra célula do gametéfito masculino ou
feminino. Seus subtipos sdo classificados em funcdo da célula que d& origem ao saco

embrionario:

2.1.1. - Aposporia - Na aposporia 0 saco embrionario ndo reduzido é formado a partir
de uma célula do tecido esporogénico do 6vulo denominas células apospoéricas iniciais,
geralmente ocorrendo nas proximidades da célula mde de megasporo. Essas células passam
por divisGes mitdticas e ddo origem a um saco embrionario ndo reduzido (2n), onde a oosfera
da autonomamente da origem ao embrido assexuado. Podem ser iniciadas mais de uma célula
aposporica por 6vulo, levando a formacdo de mais de um saco embrionario apospoérico por
Ovulo. Nas espécies em que isto ocorre é possivel a formacdo e a ocorréncia de um saco
embrionario de origem sexuada, juntamente com 0 saco apospdrico, com a possibilidade de

formacgdo de embriGes sexuados e assexuados na mesma semente. Os sacos embrionarios
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aposporicos normalmente apresentam somente quatro células (oosfera, duas sinérgides e o

nacleo polar), em contraste com os sexuados, que apresentam comumente oito células

(oosfera, duas sinérgides, dois nucleos polares e trés antipodas) (Koltunow 1993).

Tabela 1. Sistema de classificagdo dos processos de desenvolvimento autbnomo de embrides

em espécies apomiticas em fungdo da origem dos embrides e suas respectivas defini¢oes.

Tipos Subtipos Definigéo Fatores relacionados
Gametofitica Aposporia Embrido originado Usualmente
partenogeneticamente a partir da pseudogamica e
oosfera de um saco embrionario polipldide, raramente
ndo reduzido oriundo do tecido dipléide
esporogénico
Diplosporia Embrido originado Usualmente polipldide,
partenogeneticamente a partirda ~ tem endosperma
oosfera de um saco embrionario autdbnomo, raramente
ndo reduzido oriundo de uma dipléide
célula mée de megésporo ndo
reduzida ou com meiose
restitucional
Sinérgide Embrido originado Pode ocorrer sem
Apogametia partenogeneticamente da sinérgide fertilizagdo
Antipoda Embrido originado Pode ocorrer sem
Apogametia partenogeneticamente das fertilizacdo
antipodas
Androgénese Embrido originado E necessaria a

partenogeneticamente a partir de
uma célula de gréo de pdlen

polinizacdo, tem
desenvolvimento ndo
descrito

Esporofitica

Embrionia Nucelar

Embrido originado
partenogeneticamente a partir de
uma célula do nucelo

Pseudogamica

Embrionia Embrido originado Pseudogamica
Tegumentar partenogeneticamente a partir de

uma célula do tegumento interno

ou externo do évulo
Embrionia Embrido originado Pseudogamica

Endospermatica

partenogeneticamente a partir de
uma célula do endosperma

Clivagem do Embriéo

Embrido originado a partir da
divisdo do embrido sexuado por
clivagem ou formacao de botdes

Pseudogamica

Clivagem do
Suspensor

Embrido originado
partenogeneticamente de uma
célula do suspensor

Pseudogamica
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2.1.2. - Diplosporia - Na diplosporia, 0 saco embrionério é formado a partir da célula
mée de megasporo. Em algumas espécies a célula mae de megasporo pode dar origem ao saco
embrionario sem a ocorréncia de meiose reducional, a partir de divisbes mitéticas que
originam um saco embrionario ndo reduzido. Em outras espécies, a célula méde de megasporo
sofre meiose reducional e posteriormente duplica 0 nimero cromossémico (voltando a 2n),
num processo denominado meiose restitucional. Os embrides sdo formados autonomamente a
partir da oosfera desse saco embrionario diplospdrico (Koltunow 1993).

Para a efetivagdo da formacdo da semente, em muitas espécies com apomixia
gametofitica, € necessaria a ocorréncia de pseudogamia, ou seja, a fecundacdo dos nucleos
polares para a formacdo do endosperma, tecido nutritivo para os embrides. Algumas dessas
espécies também formam o zigoto concomitantemente aos embrides assexuados. No entanto,
espécies com apomixia gametofitica podem ser capazes de formar autonomamente o
endosperma, 0 que torna a polinizagdo, a pseudogamia e a formacdo do embrido zigoético
desnecessérias. A formacdo de endosperma autbnomo & mais comum em espécies com

apomixia diplospérica (Koltunow 1993).

2.1.3. - Snérgide Apogametia — Nesse processo 0 embrido é formado autonomamente
a partir da sinérgide do saco embrionario sexuado. O processo pode ocorrem sem a

fecundacéo da oosfera.

2.1.4. - Antipoda Apogametia — Nesse processo o embrido é formado autonomamente
a partir da antipoda do saco embrionario sexuado. O processo pode ocorrem sem a fecundacgéo

da oosfera.

2.1.5. - Apomixia paternal — Androgénese — Embora seja um processo ainda pouco

conhecido, a apomixia paternal ocorre quando os embrifes sdo formados a partir de células do
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grdo de pdlen, ou seja, 0 embrido é formado autonomamente a partir de uma das células do
tubo polinico que penetram no Ovulo, embora seus processos embriolégicos ndo sejam
conhecidos. Um Unico registro foi feito para Cupressus dupreziana A. Camus (Cupressaceae),
sendo que tal processo foi confirmado pela identidade genética entre as progénies e a planta
utilizada como doadora de pdlen (Pichot et al. 2001), pela auséncia de alelos maternos nas
progénies (Pichot et al. 2000), pela formacdo de grdos de pdlen dipldides na espécie e pela
formacdo de progénies hapldides a partir de pdlen haploide de outras espécies do mesmo

género (Pichot et al. 2008).

2.2. Tipos de apomixia espor ofitica

Na apomixia esporofitica 0 embrido é formado a partir de células sométicas da planta
méde ou do embrido. A apomixia esporofitica € conhecida como embrionia adventicia, em
referéncia a formagdo de embrifes sem a necessidade de formagdo de um saco embrionario.
Geralmente os embrides adventicios dependem da formacdo do embrido zigotico e de
endosperma.

Entre os tecidos, que ddo origem aos embrides adventicios, podem ser citados o
nucelo, os tegumentos, o endosperma, 0 tecido do embrido sexuado ou do suspensor.
Geralmente a embrionia adventicia é relacionada a ocorréncia de poliembrionia, uma vez que
a formacgdo do embrido sexuado é obrigatoria, juntamente com a formacdo do endosperma,
que serve de tecido nutritivo para os dois tipos de embrido (Koltunow 1993). A apomixia
esporofitica pode ser subdividida em funcdo do tecido que da origem aos embriGes

adventicios, sendo considerados os subtipos descritos abaixo:

2.2.1. - Embrionia nucelar — Ocorre quando o embrido é originado autonomamente a
partir de células do tecido nucelar. Geralmente esti associada a formagdo do zigoto e do

endosperma, que fornece nutricdo tanto aos embrides sexuados quanto aos nucelares. As
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células precursoras dos embriGes podem ser identificadas desde a fase de 6vulo, como em
Citrus sinensis (L.) Osbeck. (Koltunow et al. 1995); concomitantemente a formacdo dos
embrides sexuados, como em Handroanthus ochraceus (Costa et al. 2004); ou apds a
formacdo do embrido zig6tico, como em Eriotheca pubescens, onde as células iniciais dos
embrides assexuados se formam até 32 dias apds a polinizacdo (Mendes-Rodrigues et al.

2005).

2.2.2. - Embrionia tegumentar — ocorre quando o embrido tem origem autdbnoma, a
partir de células do tegumento interno ou externo do 6vulo. Geralmente estd associada a
formacdo do zigoto e do endosperma. Em muitas espécies o embrido ndo chega até o
desenvolvimento final, estacionando em fases iniciais, ou degeneram. Exemplos ocorrem em

Euonymus spp., Celastraceae; e Eugenia spp., Myrtaceae (Naumova 1992).

2.2.3. - Embrionia endospermatica — ocorre quando o embrido é originado
autonomamente a partir de células do endosperma. Batygina & Vinogradova (2007) citam a
ocorréncia nos géneros Triticum, Isomeris, Brachiaria e Beta, embora 0s processos de

desenvolvimentos néo sejam descritos.

2.2.4. - Clivagem do embrido - O embrido sexuado passa por um processo de divisdo
que leva a formacdo de mais de um embrido. Essa divisdo pode se dar pela fissdo do embrido
ou pela formacdo de gemas. Exemplos ocorrem em Cymbidium bicolor Lindl., Erythronium
americanum Ker Gawl., Erythronium denscanis L., Eulophia epidendraea (Retz) Fischer,
Orchidaceae; Tulipa gesneriana L., Liliaceae; Nicotiana rustica L., Solanaceae; Lobelia

syphilitica L., Campanulaceae (ver referéncias em Batygina & Vinogradova 2007).
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2.2.5. - Clivagem do suspensor - Algumas células do suspensor comecam a se dividir
e ddo origem autonomamente a embriGes extranumerarios. Esse tipo estd presente em
Chamaecyparis obtusa (Siebold & Zucc.) Siebold & Zucc. ex Endl., Cupressaceae (Buchholz

1932) e Garrya veatchii Kell, Garryaceae (Mohana Rao 1963).

2.3. Importancia relativa

A formacdo de embriGes a partir da aposporia e da diplosporia ocorrem em 33 familias
de angiospermas, embora a embrionia adventicia ou apomixia esporofofitica seja o tipo de
apomixia mais comum, ocorrendo em 115 familias (Carman 1997). A embrionia adventicia
também esta fortemente correlacionada a presenca de poliembrionia (Batygina &

Vinogradova 2007, Carman 1997, Naumova 1992).

3. Poliembrionia

A poliembrionia tem sido definida tradicionalmente como a ocorréncia de mais de um
embrido por semente. Essa defini¢do gera confusdo, uma vez que algumas espécies mostram a
ocorréncia de embribes que ndo chegam a maturidade ou degeneram durante 0 processo,
gerando sementes com embrides extranumerarios rudimentares ou degenerados ou até mesmo
gerando sementes monoembridnicas.

Ainda gera confusdo na definicdo de espécies poliembridnicas, uma vez que estudos
tém mostrado que a freqiiéncia de poliembrionia pode variar amplamente, de uma a todas as
sementes na amostra, entre diferentes espécies (Kaur et al. 1978, Salomédo & Allem 2001), o
que demonstra a necessidade de uma nova reformulagéo da definicéo.

Numa tentativa de resolver esses problemas, estamos propomos uma nova defini¢do
de poliembrionia como sendo a ocorréncia de mais de um embrido por 6vulo ou semente,

independente da persisténcia dos embrides extranumerarios até o final do desenvolvimento da
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semente. Espécies poliembribnicas seriam entdo definidas como espécies que apresentam a
ocorréncia de dvulos ou sementes poliembridnicas, independente da freqliéncia de ocorréncia
de poliembrionia nos oOvulos ou nas sementes, ou da degeneracdo dos embriGes
extranumerarios.

Essa nova definicdo permite a separacdo de individuos monoembribnicos e
poliembribnicos dentro de uma mesma espécie. Levaria em conta ainda a degeneracdo dos
embrides, o que permitiria a reclassificagdo de espécies monoembridnicas na fase de semente
madura daquelas que apresentam poliembrionia em algumas fases do desenvolvimento da

semente ou em frequiéncias relativamente baixas.

3.1. Caracterizacdo da poliembrionia

Para uma classificagdo das espécies poliembridnicas como um todo, tornam-se
necessario uma completa caracterizacdo das sementes poliembriénicas. Como parte da
caracterizagdo incluem a origem dos embrides, sua identidade genética, sua persisténcia nas
sementes e a freqliéncia com que a poliembrionia ocorre na espécie, nos individuos e

populagoes.

3.1.1 Caracterizacdo embrioldégica — O primeiro passo para a avaliagdo da
poliembrionia é sua caracterizacdo embrioldgica, para determinar se a origem dos embrifes é
gametofitica ou esporofitica. O uso de calendarios reprodutivos, calendarios para o
desenvolvimento dos gametdfitos e para a embriogénese, definidos a partir do tempo de
antese da flor, ttém sido de grande importancia, tendo em vista o surgimento dos embrides
extranumerarios em fases diferentes de formacdo do embrido sexuado. Em Citrus sinensis, ja
na fase de dvulo, podem ser observadas células precursoras de embrides adventicios a partir
do nucelo, que conseguem atingir até a fase globular em 6vulos néo fertilizados (Koltunow et
al. 1995), sendo que os embrides nucelares somente chegam a maturidade em Ovulos

fertilizados. Em Eriotheca pubescens os embrides nucelares iniciam seu desenvolvimento a
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partir de 32 dias apds a antese, quando os embrifes sexuados ja se encontram no estagio
globular a cordiforme (Mendes-Rodrigues et al. 2005). Em Bombacopsis glabra (Pasqg.) A.
Robyns (Malvaceae), a origem dos embrides nucelares ocorre cerca de 20 dias apos a antese
(Duncan 1970), enquanto em Handroanthus ochraceus ocorre concomitante a formacéo dos
embrides sexuados (Costa et al. 2004). A maioria dos estudos € capaz de determinar a origem
dos embrifes adventicios, embora tenham falhado na distincdo mais tardia de embriGes
sexuados e adventicios, a partir de descritores morfoldgicos. Esta separacdo mais tardia
esbarra no fato de que embrides adventicios e sexuados apresentam a mesma morfologia,
passando a ser indistinguiveis na semente madura (Koltunow 1995, Costa et al. 2004,

Mendes-Rodrigues et al. 2005).

3.1.2. Caracterizacdo da identidade genética das progénies — A dificuldade em
separar 0s embrides adventicios dos sexuados com base na morfologia tem sido superada pelo
uso de estudos genéticos. Os embrides podem ser de origem biparental (fusdo de dois
gametas) ou uniparental (embriGes de origem somatica). Os estudos de identificacdo genética
tém se concentrado em Citrus, devido a exigéncias do processo de selecdo comercial das
espécies. Diferentes métodos, tais como marcadores moleculares tipo RAPD (Bastianel et al.
1998; Andrade-Rodriguez et al. 2005), isoenzimas (Torres et al. 1982, Schnell et al. 1992),
SSR (Oliveira et al. 2002) e DNA fingerprinting (Luro et al. 1995) tém sido utilizados para
esse fim.

Embora os marcadores moleculares apresentem os melhores resultados, marcadores
morfolégicos ou bioquimicos também tém sido utilizados na tentativa de separacdo dos
diferentes tipos de embrides. Cruzamentos controlados entre Poncirus trifoliata (L.) Raf.,
Rutaceae, com genes dominantes para folhas trifolioladas, e espécies poliembriénicas com

genes recessivos para folhas unifolioladas, permitem a separacdo entre os dois tipos de
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progénies, uma vez que plantulas zigdticas sdo trifolioladas e plantulas assexuadas séo
unifolioladas (Rajasekharan et al. 1995).

Embora sejam comuns trabalhos que caracterizem a variabilidade genética entre as
progénies, os estudos populacionais de espécies ainda sdo raros. Muitas vezes esses estudos
sdo raros pelo desconhecimento da ocorréncia de poliembrionia ou até mesmo de apomixia
nas espécies estudadas. Muitos trabalhos de genética populacional ndo levam em
consideracdo o sistema reprodutivo da espécie, e em Varios casos, 0 sistema reprodutivo e a

ocorréncia de apomixia na espécie sdo desconhecidos.

3.1.3. Caracterizacéo da frequéncia de poliembrionia — Estudos de variabilidade na
ocorréncia de poliembrionia devem levar em consideracdo as variaghes entre anos para um
mesmo individuo, entre individuos de uma mesma populacdo, entre populacdes de uma
mesma espécie e entre espécies de um mesmo género ou familia. Outros aspectos como
nutricdo, idade, condigdes ambientais também podem ter efeito sobre a expressdo da
poliembrionia, embora poucos estudos tenham se atentado aos fatores determinantes das
variagoes na ocorréncia de poliembrionia (Asker & Jerling 1992, Naumova 1992).

Estudos sobre caracterizacdo da freqiiéncia de poliembrionia tém avaliado a variagdo
entre individuos como em Inga laurina (Sw.) Willd., Fabaceae (Mendes-Rodrigues et al.
2008b); entre populagdes, como em Clidemia hirta (L.) D. Don, Melastomataceae (Mendes-
Rodrigues et al. 2008a) e entre espécies de um mesmo grupo taxondémico como Allium L.
(Specht et al. 2001) Dipterocarpaceae Bl. (Kaur et al. 1978), Orchidaceae (Singh &
Thimmappaiah 1982). Varia¢Ges quanto ao nimero de embrifes para diferentes anos foram
detectadas para Spiranthes cernua (L.) Rich. (Schmidt & Antlfinger 1992), para espécies de
Allium L. (Specht et al. 2001) e de Citrus (Moreira et al. 1947). VariacGes entre frutos de uma
mesma planta foram registrados para Eriotheca pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005) e

Citrus spp. (Moreira et al. 1947).
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A ocorréncia de individuos monoembridnicos e de individuos poliembridnicos em
uma mesma espécie também foi descrita em Citrus spp. (Cameron & Soost 1979, Wilms et al.
1983, Domingues et al. 1999), Eriotheca pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005);
Nigritella nigra (L.) Reichb. f. (Teppner 1992) e Spiranthes cernua L. Rich. (Schmidt &
Antlfinger 1992). Outros estudos mostram ainda variacdo na razao entre formas apomiticas e
sexuais em populacdes dos géneros Rubus, Potentilla, Alchemilla e Sanquisorba (Naumova
1992). Tais observacGes reforcam a necessidade de estudos mais detalhados para espécies
poliembribnicas que levem em conta a existéncia de individuos monoembribnicos e
poliembribnicos em uma mesma espécie. Mas estudos que expliquem a variacdo na
freqiéncia de poliembrionia em espécies tropicais, majoritariamente com apomixia

esporofitica, ainda sdo raros (Naumova 1992).

3.2. Méodos de avaliacéo da frequiéncia de poliembrionia
Um importante aspecto para a avaliacdo da freqtiéncia de poliembrionia é a escolha do
método de avaliagdo. Abaixo estdo descritos alguns dos métodos mais utilizados nessa

avaliagéo.

3.2.1. Dissecagdo de sementes - Consiste na dissec¢do das sementes maduras e
contagem do nimero de embrides por semente. Este 0 método mais indicado, por ser a melhor
estimativa do numero de embrides formados por semente e ser aplicavel em diferentes fases
de desenvolvimento da semente. Seus problemas estdo relacionados a contagem de embrides
de tamanho reduzido, ou a presenca de embrifes imbricados e de dificil separagdo,

dificuldades que podem ser reduzidas pela embebicao prévia da semente.

3.2.2. Protrusdo de radiculas — Este método consiste em avaliar o nimero de radiculas

produzidas por semente germinada, sendo que esse numero pode ser utilizado como preditor
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do namero de plantulas produzidos por semente, como foi feito para Vincetoxicum rossicum
(Hotchkiss et. al. 2008). Essa técnica pode subestimar o niamero de embrides por semente
caso ocorram embrides com emisséao tardia de radiculas em fases posteriores a avaliagdo. Esta
é uma boa escolha para estudos de campo, em que torna-se necessario estimar o nimero de

embrides ou de plantulas por semente, sem danificar a semente (Hotchkiss et. al. 2008).

3.2.3. Emissdo de plantulas - Consiste na avaliagdo do numero de pléantulas
produzidas por semente, em semeaduras feitas sobre o substrato. Neste método, as sementes
sd0 postas para germinar sobre o substrato para evitar pressdo fisica que dificulte o
rompimento da testa. Pode ser importante para a avaliagcéo do efeito do substrato na expressao
da poliembrionia, ou seja, quanto o substrato pode diminuir a expressdao de plantulas
maltiplas. Também é importante no estudo de espécies com sementes de tamanho reduzido

que inviabilize a dissecagéo da semente.

3.24 Emergéncia de plantulas — Consiste na avaliagdo do nimero de plantulas
produzidas por semente efetuando-se as contagens apOs a emergéncia acima do nivel do
substrato. Esse método é importante na avaliacdo do efeito do sitio de emergéncia na
freqiéncia de plantulas gemelares. Considera-se aqui plantulas gemelares aquelas plantulas
oriundas de sementes poliembriénicas onde ocorreu a emergéncia de mais de uma pléantula
por semente. A avaliacdo do numero de plantulas gemelares por semente é um importante
método de avaliagdo da capacidade das espécies poliembridnicas em converterem seus
embrides em plantulas, sendo que o nimero de plantulas por semente pode ser considerado o

resultado final da poliembrionia.

3.2.5. Sobrevivéncia de plantulas — Consiste na avaliacdo do numero de plantulas

sobreviventes por semente ap6s um determinado periodo de tempo depois da semeadura ou
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emergéncia. Esse método € importante para espécies onde ndo é possivel 0 acompanhamento
didrio da emergéncia de plantulas para a avaliagdo do numero maximo de plantulas
produzidas por semente. Também pode ser importante na avaliacdo da capacidade de
sobrevivéncia de plantulas gemelares em determinada condi¢do experimental, ou no campo,

em que as visitas podem ser o fator limitante da analise

4. Classificacdo da Poliembrionia

Embora existam revisdes sobre classificagdes de poliembrionia como Batygina &
Vinogradova (2007) e Koltunow (1993), essas sdo de dificil utilizacdo devido a incluséo de
processos de reproducéo vegetativa e a ndo descricdo de todas as possibilidades de ocorréncia
de poliembrionia dentro do modelo (Batygina & Vinogradova 2007), ou ainda somente a
classificacdo de apomixia (Koltunow 1993).

O sistema de classificacdo proposto neste capitulo para organizar as informagdes
relativas a poliembrionia é fundamentado na origem dos embrides extranumerarios, na
identidade genética dos embrides dentro de uma semente e na fregiiéncia de poliembrionia nas
sementes (Tabela 2). Essa classificacdo pode ser importante para a padronizagéo dos estudos e

dos potenciais efeitos da poliembrionia sobre a biologia das sementes.
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Tabela 2. Sistema de classificacdo de espécies poliembridnicas em funcdo da origem dos

embrides e de sua identidade genética e da frequiéncia de poliembrionia; e suas respectivas

definicdes.

Critério

Tipos

Subtipos

Definigdo

Origem

Gametofitica

Plurissacal

Originada da fecundacdo de mdltiplos sacos
embrionarios, ou do desenvolvimento de
embriGes autbnomos a partir de sacos
embrionarios apomiticos.

Unissacal

Originada da fecundagdo adicional de células
do saco embrionario como as antipodas e
sinérgides.

Esporofitica

Nucelar

Originada do desenvolvimento auténomo dos
embrides a partir de células do nucelo.

Tegumentar

Originada do desenvolvimento autbnomo dos
embrides a partir de células do tegumento
interno ou externo do ovulo.

Zigotica

Originada do desenvolvimento autbnomo dos
embriGes a partir de células do embrido ou do
suspensor, quando de origem zigética.

Endospérmica

Originada do desenvolvimento auténomo dos
embriBes a partir de células do endosperma.

Identidade
genética

Biparental

Ocorre quando todos os embrifes apresentam
origem biparental, com identidade genética
diferente entre si e da planta mae, originadas
da  fecundacdo de  mdltiplos  sacos
embrionarios ou de outras células do saco
embrionério.

Uniparental

Ocorre quando todos os embries tém origem
uniparental, com a mesma identidade genética
entre si ou identidade genética idéntica a
planta mae, originados por processos de
clivagem do embrido sexuado, do suspensor
0u por apomixia (aposporia).

Mista

Ocorre quando existem embriGes de origem
biparental e uniparental na mesma semente
mostrando varios padrdes genéticos dentro da
mesma semente.

Frequéncia

Funcional

Ocorre em espécies em que as freqliéncias de
poliembrionia sdo constantes, altas e ndo estéo
relacionados a erros de desenvolvimento.

N&o-funcional

Ocorre em espécies predominantemente
monoembribnicas em que as frequéncias de
poliembrionia sdo baixas e irrelevantes e
normalmente estdo relacionados a erros de
desenvolvimento.

Persisténcia

Persistente

Ocorre em espécies onde a poliembrionia se
mantém nas diferentes fases do
desenvolvimento da semente

Transitoria

Ocorre em espécies em que a poliembrionia
pode ser observada somente em algumas fases
do desenvolvimento das sementes, como em
fases iniciais de formacdo dos embrides,
quando normalmente apresentam frequéncias
altas. Neste caso, em sementes maduras a
poliembrionia é rara ou ausente.
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4.1. Origem dos embrides

A poliembrionia era dividida tradicionalmente em falsa e verdadeira (Bhojwani &
Bhatnagar 2008), sendo classificada em falsa quando originada a partir de mais de um saco
embrionario, e verdadeira quando originada da fecundacdo de sinérgides, antipodas ou
originada a partir de células do tecido materno (nucelo ou tegumento). O problema é que o
termo “falsa” pode gerar a idéia de que na semente madura nao ocorra mais de um embrido. A
poliembrionia verdadeira é, em alguns casos, considerada somente quando 0s embrifes
supranumerarios sao originados de gemas ou divisdes do embrido zig6tico (Johansen 1950).
Por sua vez, poliembrionia falsa também é usada para espécies que produzem mais de uma
plantula por semente, geradas por processos vegetativos, como em Zea mays L., Poaceae
(Kieselbach, 1926).

Como forma de modificar esses conceitos, foi necessario definir a origem dos
embrides. A poliembrionia foi classificada em gametofitica e esporofitica, a partir dessa
classificacdo, a poliembrionia foi agrupada em varios subgrupos (Batygina & Vinogradova

2007), aqui reordenados.

41.1. Poliembrionia Gametofitica - E caracterizada quando o0s embrides
extranumerarios sdo originados a partir de uma célula do gametéfito podendo ser subdividida

em plurissacal e unissacal.

4.1.1.1. Poliembrionia Gametofitica Plurissacal - E caracterizada pela fecundacéo de
maltiplos sacos embrionarios em um mesmo 6vulo ou pelo desenvolvimento autbnomo de
embrides a partir de sacos embrionarios apomiticos ocorrentes em um mesmo Ovulo. A
fecundacdo de multiplos sacos embrionérios pode ser encontrada em alguns membros de

Vochysiaceae (Oliveira 1998), Loranthaceae, ex. Dendrophthoe neelgherrensis van Tiegh
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(Narayana 1954 apud Bhojwani & Bhatnagar 2008) e Scurrula pulverulenta (Wallich) G.

Don (Bhojwani 1968 apud Bhojwani & Bhatnagar 2008).

4.1.1.2. Poliembrionia Gametofitica Unissacal - E caracterizada pela origem dos
embrides extranumerarios a partir de células de um Unico saco embrionério, podendo ocorrer
pela fecundagcdo de mais de uma célula do saco embriondrio ou pelo desenvolvimento
autdbnomo de uma de suas células. Nesses casos, a formagdo dos embrides extranumerarios se
da juntamente com a fecundacdo da oosfera para a formagdo do zigoto. S&o conhecidos casos
de fecundagdo da sinérgide em Sagittaria graminea Michx., Alismataceae; Poa alpina L.,
Poaceae; Aristolochia bracteata Retz., Aristolochiaceae; desenvolvimento autbnomo da
sinérgide em Argemome mexicana L., Papaveraceae e Phaseolus vulgaris L., Fabaceae e a
partir das antipodas em Paspalum scrobiculatum L., Poaceae; Ulmus americana L. e Ulmus

glabra Huds., Ulmaceae (Bhojwani & Bhatnagar 2008).

4.1.2. Poliembrionia Esporofitica - E caracterizada pela formagio auténoma de
embrides extranumerarios a partir de células somaticas do esporofito adulto ou jovem (planta
mde, embrido e suspensor). Geralmente estd associada & formacgdo paralela do embrido
zigético e do endosperma. Pode ser subdividida em nucelar, tegumentar, zigética e

endospérmica,

4.1.2.1. Poliembrionia Esporofitica Nucelar - Caracterizada pela formacdo autbnoma
do embri&o extranumerario a partir de células do nucelo. E provavelmente o tipo mais comum
entre as angiospermas, sendo comum nas familias Rutaceae ex. Citrus sinensis (L.) Osbeck.
(Koltunow et al. 1995), Cactaceae ex. Opuntia ficus-indica (L.) Mill (Mondragon Jacobo

2001) em Bombacoideae, Malvaceae ex. Bombacopsis glabra (Pasg.) A. Robyns (Duncan
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1970) e Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.) Schott. & Endl. (Mendes-Rodrigues et al.

2005).

4.1.2.2. Poliembrionia Esporofitica Tegumentar - Caracterizada pela formacéo
autbnoma do embrido extranumerario a partir de células do tegumento externo ou interno do
6vulo. E encontrada em algumas espécies de Orchidaceae e em Euonymus, Celastraceae

(Naumova 1992).

4.1.2.3. Poliembrionia Esporofitica Zigética - Caracterizada pela formagdo de
embrides extranumerarios pela clivagem do embrido sexuado ou do suspensor, quando este
for derivado da célula basal do zigoto. Ex.: clivagem do embrido: Eulophia epidendraea
(Retz) Fischer, Orchidaceae (Swamy 1943); clivagem do suspensor: Exocarpus sparteus,
Santalaceae (Ram 1959 apud Bhojwani & Bhatnagar 2008), Zygophyllum fabago L.,

Zygophyllaceae (Bhojwani & Bhatnagar 2008).

4.1.2.4. Poliembrionia Esporofitica Endospérmica - Caracterizada pela formacéo
autdbnoma do embrido extranumerério a partir de células do endosperma, tendo como exemplo

Brachiaria setigera, Poaceae (Muniyamma 1978 apud Bhojwani & Bhatnagar 2008).

4.2. |dentidade genética dos embrides
A classificacdo da poliembrionia em fungdo da identidade genética dos embrides é
fundamental para o estudo da biologia das sementes, uma vez que sementes poliembridnicas

podem apresentar embrifes com ou sem heterogeneidade genética.

4.2.1. Poliembrionia Biparental - A poliembrionia pode ser classificada como

biparental quando os embrides formados apresentam heranca a partir de dois parentais, neste
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caso apresentando identidade genética diferente entre si e sdo diferentes da planta mée, nédo
ocorrendo clones na progénie. A poliembrionia biparental pode ser originada a partir da
fecundacdo de maltiplos sacos embrionarios, como ocorre em Vochysiaceae (Oliveira 1998),
ou ainda a partir da fecundagéo adicional de células do saco embrionario como as antipodas e
as sinérgides, como ocorre em Najas major All., Hydrocharitaceae; Cuscuta reflexa Roxb.,
Convolvulaceae; Tamarix ericoides, Rottl., Tamaricaceae e Pennisetum squamulatum Fresen,

Poaceae (Batygina & Vinogradova 2007).

4.2.2. Poliembrionia Uniparental - E assim classificada quando todos os embrides
formados apresentam uma Unica herancga parental e s&o clones entre si. Sendo que eles podem
ter identidade genética idéntica a planta mde, quando sdo originados por aposporia ou
identidade genética diferente da planta mée, mas idéntica entre os embrides, quando sdo
originados da clivagem do embrido sexuado ou do suspensor. Pode ocorrer em espécies com
maultiplos sacos embrionarios apospéricos, ou ainda em espécies com clivagem do embrido

sexual e/ou do suspensor. Ex.: Zeuxine sulcata (L.) Lindl., Orchidaceae (Johansen 1950).

4.2.3. Poliembrionia Mista - E caracterizada quando se tem, em uma Unica semente,
embrides com heranca biparental e uniparental. Podem ser identificados embriGes clonais de
origem apomitica (com heranca uniparental) e o embrido sexuado com identidade genética
diferente da planta mae (com heranca biparental). E comumente encontrada em espécies com
embrionia adventicia, uma vez que juntamente com o embrido sexuado se da a formacao dos
embrides adventicios que sdo clones idénticos a planta mde. Também pode ocorrer em
espécies aposporicas e diplosporicas, onde se tem a formagdo do saco embrionério sexuado
que, fecundado, gera um embrido zigético, geneticamente diferente dos embrides assexuados.

Poliembrionia mista foi detectada em Citrus spp., Rutaceae (Bastianel et al. 1998); Hopea
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odorata Roxb., Dipterocarpaceae (Wickneswari et al. 1995) e Hieracium, Asteraceae

(Bicknell et al. 2003).

4.3. Frequéncia da Poliembrionia

Embora as espécies possam ser definidas como poliembridnicas a partir da ocorréncia
de somente uma semente poliembridbnica em uma amostra, provavelmente as frequéncias
baixas de poliembrionia ndo sdo capazes de alterar a biologia das sementes e seu papel para a
espécie pode ser irrelevante, enquanto para outras espécies a frequéncia de poliembrionia é
alta e tem um papel na biologia das sementes. Para contrapor esses dois cenarios se faz
necessaria a classificacdo das espécies poliembridonicas em funcdo da frequéncia de

poliembrionia e seu papel na biologia das sementes.

4.3.1. Poliembrionia Funcional - Ocorre quando a presenca de poliembrionia nas
sementes é um fator comum e presente em freqiiéncia elevada ou equivalente as espécies
poliembribnicas do grupo, ndo sendo resultado de méas-formagdes durante o desenvolvimento
do embrido sexuado. Nessas espécies a poliembrionia é fisioldgica. No bioma Cerrado
espécies com poliembrionia funcional sdo consideradas aquelas com percentagem de

sementes poliembribnicas a partir de 5% (Capitulo 2).

4.3.2. Poliembrionia nao-funcional - Ocorre em espécies claramente
monoembridnicas, onde a poliembrionia € resultado de méas-formages no desenvolvimento
das sementes, e a freqiéncia de sementes com poliembrionia é muito baixa, quando
comparada as espécies poliembridnicas do mesmo grupo.

Para a separacdo entre poliembrionia funcional e ndo-funcional é importante o
conhecimento do grupo de estudo, para a determinacdo da freqiiéncia minima necessaria para

a classificacdo de uma espécie como poliembridnica funcional ou a determinacdo da origem
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dos embribes, que pode esclarecer se a poliembrionia € uma caracteristica intrinseca e
fisiolégica da espécie.

Um dos poucos grupos com a poliembrionia definida em funcéo da frequéncia é o
género Citrus, Rutaceae. Nesse grupo foram criadas faixas que servem para a classificagcdo
das espécies como tendo poliembrionia baixa (0 a 30%), média (30 a 60%) e alta (60 a 100%)

(Moreira et al. 1947).

4.4. Persisténcia da Poliembrionia

Um importante aspecto da poliembrionia é sua persisténcia em sementes maduras.
Muitas espécies de gimnospermas e algumas angiospermas como membros de VVochysiaceae,
por exemplo, apresentam altas porcentagens de sementes poliembridnicas de poliembrionia

em sementes imaturas, mas apresentam valores baixos em sementes maduras (Oliveira 1998).

4.3.3. Poliembrionia Persistente - Ocorre quando a poliembrionia pode ser observada

na semente madura nas mesmas freqiiéncias que em 6vulos ou sementes imaturas.

4.3.3. Poliembrionia Transitéria - Ocorre quando a presenca de poliembrionia é
verificada somente em alguma fase do desenvolvimento da semente. Na semente madura resta
apenas um embrido, ou a freqiiéncia de sementes poliembridnicas é muito reduzida
comparada a outras fases do desenvolvimento onde a freqliéncia de poliembrionia é alta. Esse
tipo € comum em algumas espécies de gimnospermas, onde a maioria dos 6vulos apresenta
mais de um embrido, mas as sementes maduras s&o monoembribnicas. Situacdo semelhante

ocorre em espécies de Vochysiaceae (Oliveira 1998; Custddio 2008).
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5. Ecologia da poliembrionia

Associados a caracterizacdo da ocorréncia de poliembrionia e a sua classificagdo, sao
necessarios estudos que determinem o0s possiveis fatores ambientais e genéticos capazes de
influenciar a expressdo de poliembrionia. Para isto, é necessario o conhecimento dos fatores
que controlam a poliembrionia, sua distribuicdo nas espécies e formas de identificar as
vantagens e desvantagens das sementes poliembridnicas em comparacdo as sementes

monoembridnicas.

5.1. Fontes de variacdo da poliembrionia

Poucos estudos tém determinado o efeito de diferentes fatores sobre a variagédo dos
niveis de poliembrionia e como esses fatores podem ser influenciados pelas condi¢des
ambientais. Os estudos existentes restringem-se a comparacdo do efeito de polinizaces
cruzadas e autopolinizagcdes (Mendes-Rodrigues et al. 2005) e cruzamentos interespecificos
(Ramos & Pasqual 1991a, Rajasekharan et al. 1995).

Outros fatores também sdo capazes de afetar o nimero médio de embriGes por
semente como a idade da arvore (aumentando em arvores mais velhas), producdo de frutos
(maior em anos com maior producdo), estado nutricional (diminuido com a redugdo do
suprimento) e orientacdo do ramo (maior em ramos no norte que aqueles do sul) isolamento
dos individuos no campo (menor em arvores isoladas, possivelmente relacionado ao tipo de
polen nos cruzamentos) (Mendes-Rodrigues et al. 2005, Furusato et al. 1957 apud Bhojwani
& Bhatnagar 2008).

Na tentativa de prever o numero de embriGes por semente, muitos autores tém
associado o numero de embriGes com a biometria de frutos e sementes. Foram obtidas
correlagcbes com a massa e a espessura da semente em e com o percentual de polen viavel

Citrus spp (Bowman et al. 1995 Domingues et al. 1998 e Domingues et al. 1999). Por outro
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lado, ndo foram encontradas correlagOes significativas entre o diametro dos frutos com a taxa
de poliembrionia em Citrus limonia Osbeck. (Ramos & Pasqual 1991b) e cruzamentos de
Citruslimonia x Poncirus trifoliata (L.) Raf. (Ramos & Pasqual 1992).

Fatores ambientais como a polinizacdo, fotoperiodo ou a temperatura tém sido
registrados como capazes de alterar a freqiiéncia de reproducdo assexuada em espécies com
apomixia gametofitica (Asker & Jerling 1992). Outros métodos de inibi¢do ou inducdo de
poliembrionia também tém sido utilizados, como uso de irradiagdo gama continua, capaz de

inibir a embriogénese de alguns embrifes nucelares (Watanabe 1985).

5.2. Ocorréncia de apomixia e poliembrionia em comunidades vegetais - A ocorréncia de
apomixia e anomalias reprodutivas foram revisadas por Carman (1997) que registrou 21
familias de angiospermas com aposporia, 21 com diplosporia e 52 com embrionia adventicia.
A poliembrionia ocorreu em 115 das 348 familias avaliadas (33,05%), mostrando-se o fator
mais comum entre as angiospermas. A apomixia e partenogénese geografica foram mais
comuns em ambientes com formagdo mais recente e frios, indica que estes processos devem
ser mais comuns em certas condi¢des ecoldgicas (Horandl & Paun 2007). Um estudo com 75
espécies ocorrentes nos biomas Cerrado e Caatinga mostrou que 18,67% das espécies
apresentavam poliembrionia e possivelmente apomixia (Salomdo & Allem 2001), indicando
qgue esses fendmenos sdo mais comuns do que anteriormente sugerido, também em

determinados ambientes tropicais (Allem 2003).

5.3. Consegiiéncias e associagdes da poliembrionia

Embora a ocorréncia de poliembrionia tenha sido registrada como um dos processos
mais comuns entre as Angiospermas, relaces filogenéticas dentro de familias dentro de
familias, sua associagdo com determinadas comunidades e populagdes, ou suas relagdes com

determinadas regiGes ou biomas. Aspectos ecoldgicos sobre a biologia da semente se
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restringem ao estudo de espécies econdémicas como Citrus (Xiang & Roose 1988) ou
invasoras como Vincetoxicum rossicum (Cappuccino 2004, Hotchkiss et al. 2008).

Os estudos sobre as consequéncias da poliembrionia sobre a biologia das sementes tém
se mostrado incapazes de esclarecer claramente as vantagens da poliembrionia (Cappuccino
2004, Hotchkiss et al. 2008), sendo que os aspectos negativos da presenca da poliembrionia
tém sido mais claramente apresentados na literatura (Mendes-da-Gloria et al. 2001; Mendes-

Rodrigues et al. 2005).

5.3.1. Desvantagens da poliembrionia

As desvantagens da poliembrionia sdo causadas pela diminuicdo de massa dos
embrides gemelares dentro de uma semente. A seguir serdo descritas algumas dessas
desvantagens e serdo propostos alguns modelos e métodos de estudo que permitem padronizar

e comparar essas espécies.

5.3.1.1. Competicdo entre embrides — A maioria das espécies poliembriénicas tendem
a mostrar a mesma massa média entre as sementes, independente do nimero de embrides
produzidos pela semente, como foi registrado para Vincetoxicum rossicum (Ladd &
Cappuccino 2005). Como a massa por semente é mantida, inclusive por outras pressdes
ecoldgicas e morfofisioldgicas (Harper et al. 1970), a massa da semente é dividida entre 0s
embrides extranumerérios, levando a diminuicdo da quantidade de recursos (massa da
semente disponivel para todos os embriGes) para cada um dos embrides produzidos por
semente.

A idéia que surge a partir desses dados ¢ a de que sementes poliembribnicas teria uma
alocacdo de massa para cada um dos embrides da semente seguindo um modelo de particdo
explicado por uma funcéo potencial, onde a massa total alocada para os embrides em uma

semente seria dividida entre os embrides formados pela semente. O modelo seria o0 da
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alocacdo de recursos em funcdo de uma equacdo potencial expressa por: MIES = a.NES®,
onde a, intercepto; MIES massa individual do embrido por semente; NES ndmero de
embrides por semente, b: inclinagdo da equacdo (Figura 1). O modelo de diviséo de massa
com ajuste a uma equacdo potencial foi encontrado para Eriotheca pubescens (MIE =
303,96NES%* R? = 0,8262) por Mendes-Rodrigues et al. (2005). Ainda s&o necessérios

mais dados de espécies poliembriénicas que permitam generalizar tal idéia.

1.0 1 — oo
s 08 1
= ¢ MTESOMIES
06
% 0.4 -
= MIES=aNES®
0.2 - S
Oo T T T T T T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

NUmero de embrifes por semente

Figura 1. Modelo proposto para a alocacdo de massa entre sementes e embrides de espécies
poliembridnicas. A massa total de embrides por sementes mantém-se constante (MTES = a)
com o0 aumento do numero de embrides por semente e a massa individual dos embrides por
semente diminui seguindo um modelo de equacdo potencial (MIES = a.NESP). Legenda:
MTES massa total de embrides por semente; MIES massa individual de embrides por
semente; NES. numero de embribes por semente; a: intercepto da equacdo; b: inclinacdo da

equacao.
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Apesar da hipdtese de que a producdo de multiplos embriGes por semente possa gerar
vantagens para a semente (ver proxima se¢do), essa formacdo dificulta o estabelecimento,
sendo facilmente observado pela menor conversdo de embrides em plantulas, em sementes
poliembribnicas. Espécies poliembrinicas sempre produzem um nimero menor de plantulas
por semente em relagcdo ao numero de embrides produzidos por semente, como observado em
Eriotheca pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005), Handroanthus chrysotrichus (Capitulo
6), Ophiopogon japonicus (L.f.)Ker-Gawl. (Fukai et al. 2000), Uapaka kirkiana muell. Arg.
(Maliro & Kwapata 2000) e Opuntia ficus-indica Mill. (Vélez-Gutiérrez & Rodriguez-Garay
1996). Esses estudos também demonstram que quanto mais ideais forem as condic¢Bes para o

estabelecimento, maior é a taxa de conversdo de embrides em pléantulas.

5.3.1.2. Competicao entre plantulas - A producdo de embrides menores nas sementes
poliembridnicas gera menor vigor das plantulas produzidas, uma vez que o tamanho inicial
das plantulas esta diretamente correlacionado a massa inicial do embrido (Moles & Westoby
2006). Juntamente com essa redugédo no vigor das plantulas, a emergéncia de mais de uma
plantula por semente gera competicdo gemelar (competicdo entre plantulas de uma mesma
semente) dificultando o estabelecimento em comparacdo com plantulas oriundas de sementes
monoembridnicas, como ocorre em Eriotheca pubescens (Capitulo 5). Tal competicdo por
nutrientes e espaco pode ser acirrada pela ocorréncia de embrides clonais e sexuados na
mesma semente, que podem apresentar habilidades diferentes de competi¢do entre si devido
as suas diferengas genéticas. Xiang & Roose (1988) encontraram que as plantulas zigdticas
em Citrus apresentam tamanho menor que as plantulas nucelares, provavelmente devido ao
crescimento superior dos embrides nucelares, comparado aos zig6ticos em uma mesma
semente. O tamanho inicial dos embriGes também foi diretamente correlacionado & area foliar
das plantulas na espécie poliembridnica Eriotheca pubescens, com aumento da sobrevivéncia

das plantulas oriundas de embrides de classes de tamanho maiores (Mendes-Rodrigues et al.
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2005). Em Handroanthus chrysotrichus a altura de plantulas seguiu o0 modelo de crescimento
ajustado a uma equacdo potencial (MMP = 5,1313NPS®*"; Rz = 0,9898;: MMP = massa
média da plantula, NPS. nimero de plantulas por semente; Capitulo 6). Entretanto, em
Vincetoxicum rossicum (Kleopow) Barbar. (Apocynaceae) foi observado o efeito do numero
de plantulas por semente na altura das plantulas somente no primeiro ano de crescimento e
ndo foi observado nenhum efeito desse nimero na massa aérea média das plantulas no final
do experimento, embora o0s tratamentos apresentassem o mesmo numero de plantulas por
semente no final do experimento (Hotchkiss et al. 2008). Esse efeito inicial pode ser
transitdrio, uma vez que em fases posteriores o crescimento pode ndo ser dependente das
reservas iniciais.

Sugere-se que em estudos futuros com plantulas gemelares, o ndmero inicial de
plantulas produzidas por semente e a mortalidade das plantulas durante o periodo de avaliacéo
do experimento devem ser levados em consideragéo e a partir dessas observagoes, o padréo de
particio de massa entre os embrides e as plantulas gemelares devera ser determinado.
Hotchkiss et al. (2008) constataram que o numero de plantulas por semente no final do
experimento pode ser o mesmo, independente do nimero de plantulas inicial. Para estudos
futuros, que objetivem avaliar o efeito da poliembrionia sobre o crescimento de plantulas,
recomenda-se a avaliacdo do nimero real de plantulas emergidas por semente, sem a predi¢do
do numero de plantulas por outros méetodos e o acompanhamento da mortalidade de todas as
plantulas de uma semente, com a exclusdo de sementes onde ocorra a mortalidade de uma das
plantulas ou a sua adogdo como um novo tratamento, por ex., sementes com mortalidade de
plantulas gemelares. A mortalidade ou a emergéncia de uma plantula durante o experimento
pode alterar o nivel de competicdo entre as plantulas gemelares e, consequentemente, isso

poderia mascarar os resultados encontrados no experimento.
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5.3.1.3. AlteracBes Morfolégicas - A ocorréncia de embriGes e plantulas com
alterac6es morfologicas tem sido um fator presente em varias espécies poliembriénicas como
em Citrus sinensis, Rutaceae (Mendes-da-Gloria et al., 2001), varias espécies de Pinus,
Pinaceae (Clare & Johnstone 1931; Johnstone 1940); Picea abies (L.) Karsten., Pinaceae
(Hrabi 2001-2002) e Hieracium spp., Asteraceae (Koltunow et al. 1998; Koltunow et al.
2001). As principais alteracbes morfologicas encontradas em sementes poliembri6nicas sdo o
tamanho diferencial entre embrides e plantulas de uma mesma semente, auséncia de um dos
cotilédones, tamanho diferencial dos cotilédones de um embrido, fusdo de embrifes ou

plantulas e ocorréncia de embrides e plantulas rudimentares.

5.3.1.4. Problemas de Estabelecimento — Provavelmente a reducdo da massa dos
embrides, a emergéncia de plantulas menores, e a ocorréncia de alteragdes morfoldgicas
podem acarretar problemas de estabelecimento das plantulas gemelares, que com massa
reduzida e competicdo intra-especifica, podem ter reduzida a sua capacidade de responder a
fatores bidticos e abioticos. Para sementes monoembridnicas, o tamanho da semente tem uma
relacdo direta com o vigor da plantula produzida, como ja demonstrado para varias espécies,
embora essa relacdo possa ser afetada por outros fatores como o tamanho da planta, sua
longevidade e o tempo necessério para alcancar a maturidade (Moles & Westoby 2006).
Espécies poliembriénicas podem experimentar maior pressdo de estabelecimento, uma vez
que com a reducdo de recursos para cada um dos embrides e seu empacotamento em uma
Unica semente, poderia diminuir a chance de cada um para se estabelecer em campo.
Informacgdes dessa natureza foram registradas para Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb var.
Nonpareil, Rosaceae (Martinez-Gomez & Gradziel 2003). Além da diminui¢do dos recursos
disponiveis na semente para cada embrido, outros fatores podem dificultar a emergéncia e o
estabelecimento, tais como, plantulas incrustradas dentro da testa, emergindo em tempos

diferentes, e ainda competicdo por espaco devido a proximidade entre as plantulas.
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5.3.2. Vantagens da poliembrionia

Embora as desvantagens da poliembrionia possam ser mais facilmente observadas e
testadas, poucos estudos tém demonstrado ou avaliado as vantagens da ocorréncia de
poliembrionia e 0 motivo pelo qual muitas espécies amplamente distribuidas adotam esta
estratégia. Em funcdo disso, serdo discutidas algumas das vantagens de sementes
poliembri6nicas que poderiam justificar a ocorréncia de espécies poliembriénica. A principal
vantagem da poliembrionia estaria no aumento das chances de que pelo menos um embri&o

por semente sobreviva, embora outras vantagens possam ser também observadas.

5.3.2.1. Compensacdo reprodutiva - Alguns autores relatam que a ocorréncia de
processos apomiticos poderiam funcionar como uma forma de compensagdo reprodutiva no
caso do embrido sexual se revelar inviavel (Porcher & Lande 2005). A ocorréncia da
poliembrionia permitiria a semente que, em caso de problemas com a formacdo do embrido
sexuado, um dos embriGes extranumerarios pudesse ocupar o lugar do embrido sexuado,
permitindo a formag&o de sementes com embrides viaveis.

A formac&o de mdaltiplos zigotos em um 6vulo, com a formacdo de um Unico embrido
maduro na semente, € um fator comum em espécies de Gimnospermas e alguns géneros de
Qualea e Vochysia, Vochysiaceae (Oliveira 1998; Custodio 2008). Nessas espécies, a
ocorréncia de poliembrionia poderia funcionar como um processo que compensaria a perda de
algum embrido por ma-formacao, pela presenca de genes letais ou devido & incompatibilidade
entre 0os gametas; ou ainda poderia funcionar como um processo de selecdo de zigotos mais

aptos ou vigorosos a partir da competicdo das progénies intra-seminais.

5.3.2.2. Tamanho da ninhada - “ Brood size’ - O “brood size” em espécies vegetais €

definido como o ndmero de sementes produzido por fruto (Uma Shaanker & Ganeshaiah
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1997), considerando as sementes como monoembridnicas. Muitas espécies investem na
reducdo do “brood size” como uma estratégia de aumentar os recursos para cada uma das
sementes, 0 que poderia conferir maiores vantagens adaptativas para as sementes. Espécies
poliembribnicas poderiam compensar a redugdo do “brood size” com o aumento do numero
de embriBes produzidos por semente. A poliembrionia conferiria uma vantagem a planta mae,
uma vez que aumentaria 0 numero de embrides produzidos com a mesma quantidade de
recursos investida (Uma Shaanker & Ganeshaiah 1997). Mesmo que 0 nimero de sementes
diminuisse nessas espécies, a poliembrionia aumentaria o0 nimero de embrides produzidos por
fruto. Modelos tedricos mostraram mostrou vantagens para espécies com maior namero de
progénies em ambientes nao-previsiveis (Simons 2007), nos quais espécies apomiticas ou
poliembridnicas poderiam ser mais comuns (Asker & Jerling 1992).

A partir de dados de Rodrigues (2005) sabe-se que individuos monoembridnicos de
Eriotheca pubescens produzem 16,08 embrifes por fruto, enquanto os individuos
poliembridnicos produzem 76,34 embri6es por fruto (18,87 sementes por fruto), com um
aumento de 3,74 vezes mais embrides produzidos por fruto. A subfamilia Bombacoideae
apresenta géneros com elevado nimero de sementes por fruto, sendo baixo em Eriotheca e
Bombacopsis, 0s dois géneros com registros de poliembrionia. Tais informac6es podem ser
evidéncias de uma compensacdo da reducdo do “brood size”, que precisa ser mais bem

estudada nesses grupos.

5.3.2.3. Aposta por cobertura -“ Bet hedging” - Outra vantagem da poliembrionia
poderia ser a ocorréncia de “bet hedging”, ou seja, 0 aumento da chance de pelo menos uma
plantula se estabelecer no ambiente devido a emergéncia de mais de uma plantula por
semente. Estudos mostram resultados contraditorios para Vincetoxicum rossicum. Ladd &
Cappuccino (2005) encontraram que sementes que produziam duas ou mais plantulas por

semente tinham maior probabilidade de sobreviver do que as sementes que produziam uma
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Unica plantula, apesar de que, em diferentes tratamentos de semeadura, esse efeito nédo
ocorria. Hotchkiss et al. (2008), no entanto, demonstraram que 0 sucesso reprodutivo das
sementes com diferentes nimero de plantulas por semente ndo diferiam, e que o héabitat era o
fator principal na determinacdo do sucesso reprodutivo, independente do nimero de plantulas
produzidas. Esses estudos indicam que o efeito “bet hedging” pode ser dependente das
condigbes ambientais a que a semente esteja sujeita, ndo sendo um efeito exclusivo do
numero de plantulas por semente. Em Handroanthus chrysotrichus, observou-se que a chance
de uma semente ter pelo menos uma plantula sobrevivente aumenta a medida que o numero
de plantulas por semente aumenta, enquanto a probabilidade de sobrevivéncia de cada uma
das plantulas diminui a medida que o nimero de plantulas por semente aumenta (Mendes-
Rodrigues et al., em preparacdo). O efeito de “bet hedging” em sementes poliembridnicas
poderia ser considerado como o aumento da chance de pelo menos uma plantula por semente
sobreviver, conforme modelo da Figura 2. Em sementes com embrides predominantemente
apomiticos, isto representaria aumento no potencial de sobrevivéncia de um determinado

genet ou citdtipo.
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Figura 2. Modelo proposto para o padrdo de sobrevivéncia de sementes e pléantulas de
espécies poliembriénicas. Com o aumento do numero de plantulas por semente ocorre
aumento da sobrevivéncia das sementes (Figura 2A) e diminuicdo da sobrevivéncia das

plantulas (Figura 2B).
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5.3.2.4. Efeito de Mancha -* Allee effect” - Uma das vantagens hipotetizadas para a
poliembrionia consiste na ocorréncia do “allee effect” (Cappuccino 2004). O “allee effect”
pode ser descrito como o0 aumento do sucesso reprodutivo de individuos, quando crescem em
grupos ao invés de isoladamente. A poliembrionia poderia favorecer a ocorréncia de grupos
de individuos, uma vez que uma Unica semente poderia gerar tal agrupamento. Esse
agrupamento poderia ocupar mais eficientemente o espaco, melhorar a utilizagdo da rizosfera,
aumentar a area de sombreamento, ou excluir outras espécies competidoras, facilitando o

estabelecimento e crescimento das plantulas gemelares.

5.4. Fatores associados a poliembrionia

Muitos fatores que tradicionalmente tém sido associados & ocorréncia de apomixia
gametofitica (aposporia e diplosporia) também tém sido associados a espécies
poliembribnicas, com apomixia esporofitica. Entre estes fatores destacam-se a ocorréncia de
poliploidia, o padrdo de distribuicdo geogréfica, a formacdo de complexos agamicos e as
caracteristicas genéticas das populacBes. Alguns desses fatores e sua relagdo com espécies

poliembridnicas serdo abordados.

5.4.1. Poliploidia — A maior parte das espécies apomiticas é polipléide, sendo que
espécies que apresentam individuos sexuados e assexuados tendem a mostrar os individuos
sexuados diploides e os individuos assexuados poliploides (Asker & Jerling 1992, Horandl &
Paun 2007). Embora a maior parte desses estudos tenha sido feita para espécies com apomixia
gametofitica, algumas espécies poliembridnicas com apomixia esporofitica (embrionia
nucelar) também tém apresentado poliploidia, tais como Eriotheca pubescens (Oliveira et al.
1992, Mendes-Rodrigues et al. 2005), Handroanthus ochraceus e Handroanthus
chrysotrichus (Costa et al. 2004, Piazzano 1998). Mais estudos citogenéticos para a

confirmacgédo dessa relacdo em espécies com apomixia esporofitica sdo necessarios.
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5.4.2. Distribuicdo geogréfica - Espécies apomiticas tém mostrado distribuicéo
geografica mais ampla, quando comparadas as espécies sexuadas congenéricas. Esse padrdo
tem sido demonstrado principalmente para espécies com apomixia gametofitica, como em
Taraxacum officinale s.l., Asteraceae (Verduijn et al. 2004); Paspalum simplex Morong ex
Britton, Poaceae (Urbani et al. 2002); Crepis e Taraxacum (Richards 1986); Rubus, Rosaceae
e Botriochloa, Poaceae (Asker & Jerling 1992); outras Poaceae (Savidan 1985) e para outros
taxa diversos (Mogie 1992). O padrdo mais restrito de distribuicdo geografica dos individuos
monoembridnicos (sexuais) em relacdo aos poliembridnicos (assexuais), em uma mesma
espécie, tem recebido menos atencdo, embora também tenha sido encontrado em Eriotheca
pubescens (Capitulo 4).

A exemplo, a maior distribuicdo geografica de gendtipos de Rubus pensilvanicus
Poiret (Rosaceae), comparados aos de Rubus occidentalis L., é um efeito da dispersdo mais
eficiente de sementes apomiticas da primeira espécie, o que gera maior area de distribuicdo do
genotipo (Nybom & Schaal 1990). Essa habilidade de maior distribuicdo dos individuos
assexuados pode estar associada também a ocorréncia de poliploidia nesses individuos, que
pode gerar vantagens para o estabelecimento e dispersdo dessas espécies (Asker & Jerling

1992).

5.4.3. Formacdo de complexos agamicos - Um aspecto comum em espécies
apomiticas € a formacgdo de micro-especies ou de agamo-espécies (Asker & Jerling 1992).
Micro-espécies ou de agamo-espécies sdo entendidas como linhagens apomiticas com uma
distingdo morfologica e ecoldgica compardvel aquela exibida por espécies sexuadas, e que
apresentem uma constancia e estabilidade da linhagem no espaco e no tempo (Horandl et al.
2009). Os complexos agamicos podem ser entendidos como complexo de espécies, sub-

espécies ou micro-espécies que sdo mantidas no ambiente por reproducdo assexuada, com
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limites taxondmicos dificeis de definir. A apomixia pode funcionar como um processo de
manutencdo de novos genotipos que, isolados dos parentais, podem se perpetuar por
reproducdo assexuada, independendo de vetores bidticos e abidticos para transferéncia de
polen e, conseqiientemente, para a fecundacdo. Algumas espécies poliembriénicas também
tém apresentado dificuldades de delimitacdo taxondmica, como Eriotheca pubescens (Robyns
1963), Handroanthus ochraceus e Handroanthus chrysotrichus (Gentry 1992);

provavelmente pela fixagdo de novos genotipos por reproducdo assexuada.

5.4.4. Variabilidade genética - Os principais estudos de variabilidade genética de
espécies apomiticas tém focado a comparacdo do padrdo de isoenzimas entre espécies com
apomixia gametofitica e sexuada como em Antennaria (Bayer & Crawford 1986), embora
resultados consistentes ndo tenham sido encontrados (Asker & Jerling 1992). Os estudos
atuais tém focado mais sobre o controle genético da apomixia, com foco em espécies com
apomixia gametofitica, sendo que revisdes sobre o tema podem ser consultadas em Hdérandl et
al. (2007).

Para espécies poliembridnicas, Martins & Oliveira (2003), estudando individuos de
Eriotheca pubescens, encontraram menor variabilidade genética e individuos clonais na
populacdo, quando comparada com a maior variabilidade genética da espécie sexuada
Eriotheca gracilipes (K. Schum.) A. Robyns, que ndo mostrou a ocorréncia de clones na
populagdo. A auséncia de avaliagdo do sistema de reprodugédo e da ocorréncia de
poliembrionia em estudos moleculares pode dificultar a comparagéo entre a variabilidade
genética de espécies poliembriénicas e monoembridnicas.

Por outro lado, sementes poliembribnicas permitiriam a manutencdo de gendtipos com
alta heterozigosidade ou a manutencdo do polimorfismo por meio dos embrides adventicios

(assexuados) e a possibilidade de estabelecimento de novos genétipos recombinados por meio
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dos embrides sexuados, uma vez que na mesma semente podem ocorrer os dois tipos de

embrido (Batygina & Vinogradova 2007).
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Capitulo: 2

Fregléncia de poliembrionia em espécies do bioma Cerrado

Resumo: Embora predominem os sistemas de reprodugdo sexuada entre as plantas lenhosas
do bioma Cerrado, estudos recentes tém mostrado crescente nimero de espécies apomiticas e
poliembridnicas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenca de poliembrionia em
um namero representativo de espécies lenhosas e relacionar sua presenga com a ocorréncia de
apomixia. Foram amostradas sementes de 77 espécies arbdreas ou arbustivas que foram
avaliadas quanto a presenca de poliembrionia, utilizando-se dissecacdo direta ou germinacéo e
avaliagdo do numero de plantulas formadas. A poliembrionia foi observada em 30,30% das
espécies avaliadas, sendo que em 6,82% delas o percentual de sementes poliembribnicas
(PSP) foi acima de 5%. Entre as espécies com poliembrionia, houve grande variacdo no
namero médio de embrides (1,001 a 3,91) e plantulas (1,001 a 2,37) produzidos por semente.
Todas as espécies comprovadamente apomiticas foram poliembri6nicas, com PSP médio de
35,85%, enquanto aquelas com outros sistemas reprodutivos mostraram PSP = 1,38%. A
ocorréncia de apomixia no cerrado pode estar relacionada a diversos fatores presentes neste
bioma como ocorréncia de dioicia, presenca de poliploidia e alta representatividade de grupos
onde a apomixia é comum, como as Asteraceae, Bignoniaceae, Malvaceae e
Melastomataceae. A poliembrionia mostrou-se um bom indicador de espécies com apomixia
esporofitica quando o PSP era maior que 5%, mas nem todas as plantas apomiticas
apresentam tal caracteristica. Os dados demonstram que a poliembrionia, associada a
apomixia, € um processo de reproducdo freqiente no Cerrado, e ndo uma anomalia

reprodutiva
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Palavras chave: poliembrionia, monoembrionia, reproducdo sexuada, apomixia, sistema

reprodutivo, savanas neotropicais.

Introducao

Embora a ocorréncia de processos sexuais de reprodugdo, via semente, sejam
predominantes em espécies do bioma cerrado (Oliveira & Gibbs 2000), a reproducéo
assexuada via semente, conhecida como apomixia, vem sendo cada vez mais observada entre
as espécies neste bioma (Salomédo & Allem 2001). Espécies anteriormente reconhecidas como
sexuadas, a exemplo de Handroanthus ochraceus (Chamisso) Standley e Eriotheca gracilipes
(K. Sch.) A. Robyns (Gibbs & Bianchi 1993; Oliveira et al. 1992), mostraram populac6es
apomiticas, com poliembrionia, encontrando-se mais de um embrido por semente, originados
a partir de embrionia adventicia (Costa et al. 2004; Bittencourt Jr. & Semir 2005; Mendes-
Rodrigues et al. 2005).

Esses processos apomiticos tém se mostrado muito comuns também entre as
Angiospermas de forma geral. A Ultima revisdo moderna mostrou que 33 das 348 familias
avaliadas apresentaram aposporia e diplosporia e 115 mostraram poliembrionia (Carman
1997). No bioma Cerrado, 14 em 75 espécies estudadas mostraram poliembrionia, indicando a
importdncia dos processos apomiticos (Salomdo & Allem 2001). A associacdo de
poliembrionia e apomixia tem sido observada por diversos autores (Naumova 1992; Carman
1997; Pullaiah & Febulaus 2000; Koltunow 2003) e se justifica em virtude da relativa
raridade de ocorréncia de poliembrionia de origem sexuada (Naumova 1992, Asker & Jerling
1992). E importante notar que esta relacdo nem sempre é verdadeira e a poliembrionia de

origem sexuada foi observada inclusive em espécies de cerrado (Oliveira 1998).

Estudos recentes tém atentado para a importancia desses processos apomiticos para

a ecologia e evolucdo de diversos grupos de plantas ou até mesmo para a estruturacdo das
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comunidades vegetais (Allem 2004, Kearney 2003). Muitos padrdes ecoldgicos tém sido
associados & apomixia tais como distribuicdo geogréfica mais ampla das espécies apomiticas
em comparagdo com as espécies sexuadas relacionadas (Goldenberg & Sheperd 1998,
Savidan 1985), associagdo com ambientes relativamente recentes e partenocarpia geogréafica
(Horandl et al. 2008), formacao de populac6es clonais (Martins & Oliveira 2003), ocorréncia
de individuos monoembridnicos/sexuados e poliembridnicos/apomiticos, formando mosaicos
reprodutivos numa mesma espécie (Mendes-Rodrigues et al. 2005; Rodrigues 2005; Sampaio
2010).

Num cenério de degradacdo ambiental e de fragmentacdo do bioma cerrado, com
cerca de 50% de sua area ja antropizada (Ratter et al. 1997; Klink & Machado 2005), a
apomixia e a poliembrionia podem representar alternativas de escape das espécies, frente a
diminuicdo da fauna de polinizadores e do fluxo de pdlen, ou ainda a diminuicdo das
populacBes naturais que inviabilizem a manutencdo das espécies via processos sexuais (Schall
& Leverich 1996). Mesmo temporariamente, estes processos permitiriam a manutencao
dessas espécies no ambiente fragmentado ou durante periodos de degradacdo, permitindo a
persisténcia e regeneracao dessas populagdes (Allem 2004).

O objetivo deste trabalho é determinar a ocorréncia e a frequéncia de
poliembrionia em espécies lenhosas do bioma Cerrado, e verificar a possibilidade de
utilizacdo dessas caracteristicas como indicadores de processos de reprodugdo assexuada via
semente (apomixia). Visa ainda discutir algumas das implicagcbes desses processos na

ecologia, diversidade e resiliéncia frente a perturbacéo das populagdes dessas espécies.

Material e M é&odos

Areadeestudo

A coleta das sementes das espécies foi realizada a partir de individuos ocorrentes em
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areas naturais ou em remanescentes do bioma Cerrado na regido Sudeste do Brasil. As areas
para a coleta de sementes foram a Reserva do Patriménio Particular do Clube Caga e Pesca
Itorord, municipio de Uberlandia, Minas Gerais, 48°17'0 e 18°55'S, com 68 espécies arboreo-
arbustivas registradas (Appolinario & Schiavini 2002); Estagdo Ecoldgica do Panga,
municipio de Uberlandia, Minas Gerais, 48°23'0 e 19°09'S, com 107 espécies arbdreas (Costa
& Araljo 2001, Paiva et al. 2007, Lopes & Schiavini 2009); Vale do Rio Araguari (Pau
Furado), 48°07°0 e 18°48’S, municipio de Araguari, Minas Gerais; com ca. 64 espécies

arbdreas (Siqueira et al. 2009).

Amostragem e avaliacéo da poliembrionia

Foram amostradas 77 espécies lenhosas (arbustivas ou arbéreas), provenientes de 56
géneros e 29 familias. As coletas foram realizadas no periodo de 2005 a 2009 e dependeram
da disponibilidade de sementes. Foram coletadas no minimo 50 sementes de pelo menos cinco
individuos para cada espécie. A presenca de poliembrionia foi avaliada utilizando-se dois
métodos diferentes, sendo a espécie considerada como poliembridnica quando pelo menos em
um dos métodos foi encontrada poliembrionia.

O primeiro método foi a dissecacdo das sementes, onde as sementes previamente
embebidas em agua destilada e ou fixadas em alcool 70%, foram dissecadas com o auxilio de
estereomicroscopio, sendo avaliado o nimero de embrides por semente. O segundo método
foi a observacdo da emergéncia de plantulas, adotado para algumas espécies onde nao foi
possivel avaliar a poliembrionia pela dissecacdo da semente. Para isto as sementes foram
semeadas individualmente em bandejas multicelulares de poliestireno expandido preenchidas
com substrato comercial tipo Plantmax® misturado com vermiculita na proporgéo 1:1. Apés a
emergéncia das plantulas foi quantificada o numero de plantulas oriundos de cada uma das
sementes. A emergéncia de mais de uma plantula por semente (plantulas gemelares) foi

utilizada como indicador de poliembrionia.
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A partir da contagem do nimero de embrides por semente ou 0 nimero de plantulas
por semente, foram calculados a porcentagem de sementes poliembridnicas (PSP = NSP /NTS
100; PSP: porcentagem de sementes poliembridnicas, NSP: nimero de sementes
poliembribnicas, NTS. numero total de sementes avaliadas) e 0 numero médio de embribes
por semente para cada espécie (NMES = > ne / ns; NMES: numero médio de embrifes por
semente, ne: nimero de embrides, ns: numero de sementes avaliadas). De maneira similar
também foi calculado o nimero médio de plantulas por semente (NMPS), para as espécies
avaliadas pelo método de emergéncia de plantulas. Para uma analise mais ampla, foram
incluidas as espécies ja estudadas para a presenca de poliembrionia por Salomdo & Allem
(2001); aumentando a amostra de 77 espécies para 152 espécies.

Dados sobre o sistema reprodutivo foram compilados da literatura para o maior
namero de espécies possivel. Baseados nesses dados, as espécies foram classificadas em
quatro grupos: (1) Apomiticas, foram aquelas para as quais foram encontrados registros de
algum tipo de apomixia, independente do sistema de reproducdo presente na espécie. As
espécies sexuadas foram classificadas em (2) auto-incompativeis e (3) autocompativeis, sendo
que as espécies que apresentavam populacbes com os dois tipos de sistema de
compatibilidade foram retiradas das analises de nimero médio de embrides e porcentagem de
sementes poliembridnicas. Finalmente, as espécies (4) didicas. A partir desses grupos foram
comparadas a frequéncia de espécies poliembridnicas e a PSP média em cada um dos grupos,
sendo que para esta analise foi considerada a maior PSP registrada para cada espécie,
independente do método de avaliagdo. Para as espécies ndo amostradas nesse estudo, foi

utilizada a PSP registrada por Saloméo & Allem (2001).

Andlise Estatistica
As freqiiéncias de espécies poliembridnicas e monoembridnicas entre e dentro de cada

método de avaliagdo foram comparadas com o uso do teste de Qui-quadrado. A variagdo no
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NMES e NMPS das espécies poliembri6nicas foi testada com ANOVA, e as médias foram
comparadas entre si com o0 uso do teste Scott-Knott. As frequéncias de espécies
poliembridnicas e monoembridnicas entre os sistemas reprodutivos foram comparadas com o
uso do teste de Qui-quadrado e a PSP média com o uso de ANOVA, sendo as médias foram
comparadas entre si pelo teste Scott-Knott. Os testes de Qui-quadrado foram realizados no
programa BioEstat 5.0 (Aires et al. 2007) e a ANOVA e o teste de Scott-Knott no programa

SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas (Ribeiro-Junior 2001).

Resultados

Independente do método de amostragem de poliembrionia, foram avaliadas 77
espécies, e as frequéncias de espécies poliembribnicas (55,84%) e monoembridnicas (44,16%)
ndo diferiram significantemente { > = 1,05; P = 0,3051; Tabela 1). Quando as freqiiéncias
foram analisadas separadamente, o método de dissecagdo de sementes mostrou maior
freqiiéncia de espécies monoembrionicas (65,85%) que poliembridnicas (34,15%) (* = 4,12;
P = 0,0423), enquanto o método de emergéncia de plantulas mostrou a mesma frequéncia de
espécies monoembridnicas (50,00%) e poliembridnicas (50,00%) ( > = 0,00; P = 1,0000;
Tabela 1).

Com a inclusdo das 75 espéecies amostradas para a presenca de poliembrionia por
Salomdo & Allem (2001), que registraram 14 espécies com poliembrionia (Tabela 2), o
namero total de espécies analisadas para poliembrionia subiu para 132 espécies. Essa inclusdo
permitiu estimar a frequiéncia final de espécies poliembriénicas em 30,30% e a predominancia
de espécies monoembridnicas (69,70%) para o bioma Cerrado (Tabela 1 e 2, ¥* = 20,48; P <
0,0001).

A partir da ordenacdo das espécies pelo percentual de sementes poliembridnicas

(PSP), para cada método de avaliacdo, as especies foram separadas em dois padrdes de
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frequiéncia de poliembrionia (Tabela 1). No primeiro padrdo ocorrem espécies com freqiiéncia
de poliembrionia alta (PSP > 5%) e no segundo ocorrem espécies com frequéncia de
poliembrionia baixa (PSP < 5%). O método de dissecacdo de sementes mostrou seis espécies
com freqiiéncia de poliembrionia maior que 5% (14,63% do levantamento) e oito com
frequiéncia de poliembrionia menor que 5% (19,51% do levantamento), enquanto o método de
emergéncia de plantulas mostrou seis espécies com freqiiéncia de poliembrionia maior que
5% (11,54% do levantamento) e 20 com freqiiéncia de poliembrionia menor que 5% (38,46%
do levantamento) (Tabela 1). Quando as 132 espécies foram ordenadas independentemente do
método de avaliacdo, sendo adotada a maior PSP registrada para cada espécie, 6,82% das
espécies mostraram PSP > 5%, 23,48% das espécies mostraram PSP < 5% e 69,70 mostraram
auséncia de poliembrionia.

As freqliéncias de espécies com monoembrionia e com poliembrionia, entre as 60 com
registro de sistema reprodutivo, foram diferentes entre as espécies apomiticas, didicas,
autocompativeis e auto-incompativieis (° = 14,01; g.l. = 3; P = 0,0029; Tabelo 3). Todas as
nove espécies apomiticas mostraram a presenca de poliembrionia, sendo que os demais
sistemas reprodutivos mostraram freqiiéncias de espécies poliembriénicas similares, na faixa
de na faixa de 30%. Quando as espécies apomiticas foram retiradas da anélise, os demais
sistemas reprodutivos mostraram a mesma freqiiéncia de espécies com monoembrionia e
poliembrionia (* = 0,18; g.l. = 2; P = 0,9130). Os sistemas reprodutivos também mostraram
diferengas na PSP (Fs..2 = 4,65; P = 0,0115), sendo que as espécies apomiticas apresentaram
0 maior valor de PSP (35,85%), e os demais sistemas reprodutivos mostraram valores muito
baixos para a PSP (média geral 1,38%, Figura 1; Tabela 3).

O numero médio de embriGes por sementes (NMES) variou amplamente entre as
espécies poliembridnicas (Fizs172 = 573,52; P < 0,0001). A espécie com maior NMES foi
Bombacopsis glabra (Pasqg.) A. Robyns com 3,91 embri&o.semente™, enquanto a com menor

foi Senna macranthera (Collad.) Irwin et Barn. (1,001 embrido.semente™). A partir da
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comparacdo de todas as médias foram formados seis grupos para 0 NMES com Grupo 1 =
3,91; Grupo 2 = 3,49; Grupo 3 = 2,17; Grupo 4 = 1,26-1,29; Grupo 5 = 1,13 e Grupo 6 =
1,00-1,02 embrido.semente™. Dentre essas espécies, a que apresentou a maior PSP foi
Bombacopsis glabra (95,76%) e a menor foi Senna macranthera (0,09%) (Tabela 1)

A ocorréncia de plantulas gemelares, pléntulas oriundas de sementes poliembribnicas,
pelo método de emergéncia de plantulas, encontrou 26 espécies com gemelaridade; com a
presenca de variacdo no NMPS entre as espécies poliembridnicas (Fas.10030 = 336,84; P <
0,0001). A espécie com maior NMPS foi Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.) Schott &
Endl., com 2,37 plantula.semente™, e a com menor foi Ouratea spectabilis Engl., com 1,001
plantula.semente™. A partir da comparacéo de todas as médias do NMPS foram formados seis
grupos com Grupo 1 = 2,37; Grupo 2 = 2,06; Grupo 3 =1,64-1,66; Grupo 4 =1,36; Grupo 5 =
1,18 e Grupo 6 = 1,00-1,03. Dentre essas espécies, a que apresentou a maior PSP foi
Eriotheca pubescens com 76,84% e a menor foi Hymenaea courbaril L. com 0,09% (Tabela
1). O maior nimero de embrides produzidos por semente foi encontrado para Bombacopsis
glabra que produziu 14 embriGes em uma Unica semente e a espécie em que emergiu 0 maior
namero de plantulas gemelares foi Eriotheca pubescens, com a emergéncia de sete plantulas a

partir de uma Unica semente.
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Tabela 1. Amostragem de poliembrionia em espécies do bioma Cerrado, avaliadas pelo

método de dissecacdo de sementes (nimero de embrides por semente) ou pelo método de

emergéncia de plantulas (namero de plantulas emergidas por semente)

Legenda: N: numero de sementes amostradas; NMS. nimero meédio por semente; EP: erro

padrdo da média; NMAX: nimero maximo de embrides ou plantulas observado por semente;

PSP: Porcentagem de sementes poliembridnicas.

! Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott. As

letras minusculas se referem a comparagdo entre 0 NMS para 0 método de embrides e as

maiusculas a comparagdo entre 0 NMS para 0 método de plantulas. Somente foram incluidas

populagOes poliembridnicas nos testes.

Familia Espécie Método N NMS SK! EP  NMAX ?’2)3

Anacardiaceae Astronium fraxinifolium Schott Embrides 253 1,000 0,000 1 0,00
Plantulas 697 1,007 F 0,003 2 0,72

Lithraea molleoides Engl. Embrides 220 1,000 0,000 1 0,00

Plantulas 1335 1,000 0,000 1 0,00

Myracrodruon urundeuva M.Allemao Embrides 250 1,012 f 0,007 2 1,20

Plantulas 486 1,010 F 0,005 2 1,03

Apocynaceae Aspidosperma cylindrocarpum Mll. Arg. Plantulas 221 1,000 0,000 1 0,00
Asteraceae Arnica ericoides Less Embrides 300 1010 f 0,005 2 1,00
Bignoniaceae Cybigtax antisyphilitica (Mart.) Mart. Plantulas 300 1,000 0,000 1 0,00
l\HAz?grsoanthus avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Plantulas 346 1,000 0,000 1 0,00

Handroanthus caraiba (Mart.) Mattos Plantulas 132 1,000 0,000 1 0,00

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos ~ Embrides 606 2,177 ¢ 0,045 7 68,32

Plantulas 563 1,660 C 0,030 5 52,04

Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos Plantulas 45 1360 D 0,070 2 3556

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose Embrides 46 1261 d 0,085 4 21,74

Plantulas 200 1175 E 0,027 2 17,50

Jacaranda cuspidifolia Mart. Plantulas 404 1,007 F 0,006 3 0,50

Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand.) Plantulas 676 1,006 F 0,003 2 0,59

Caesalpiniaceae Copaifera langsdorffii Desf. Plantulas 577 1,002 F 0,002 2 0,17
Hymenaea courbaril L. Plantulas 1173 1,000 F 0,000 2 0,09

Senna macranthera (Collad.) Irwin et Barn. Embrides 1093 1,000 f 0,000 2 0,09

Senna sylvestris (Vell.) I. & B Plantulas 346 1,003 F 0,003 2 0,29

Cecropiaceae Cecropia pachystachya Trécul Embrides 128 1,000 0,000 1 0,00
Clusiaceae Calophyllum brasiliense Cambess. Plantulas 200 1,000 0,000 1 0,00
Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc. Embrides 62 1,000 0,000 1 0,00

Kielmeyera grandiflora (Wawra) Saddi Embrides 200 1,000 0,000 1 0,00

Kielmeyera variabilis Mart. & Zucc. Embrides 50 1,000 0,000 1 0,00

Cocholospermaceae  Cocholospermum regium (Schrank) Pilger Embrides 62 1,000 0,000 1 0,00
Connaraceae Rourea induta Planch. Embrides 40 1030 F 0,030 2 2,50
Erythroxylaceae Erythroxylum daphnites Mart. Embrides 139 1,000 0,000 1 0,00
Euphorbiaceae Manihot anomala Pohl Embrides 60 1,000 0,000 1 0,00
Fabaceae Dipteryx alata Vogel Plantulas 207 1,000 0,000 1 0,00
Machaerium aculeatum Raddi. Plantulas 79 1,000 0,000 1 0,00

Machaerium acutifolium VVogel Plantulas 45 1,022 0,022 2 2,22

Ormosia arborea Harms Plantulas 403 1,000 0,000 2 0,25

Platypodium elegans Vogel Plantulas 213 1,000 0,000 1 0,00

Flaucortiaceae Casearia sylvestris Sw. Plantulas 448 1009 F 0,004 2 0,89



Hippocrateaceae

Lecytidaceae
Lythraceae
Malvaceae

Melastomataceae

Meliaceae
Mimosaceae

Moraceae
Myristicaceae
Myrtaceae

Ochnaceae
Rubiaceae

Tiliaceae
Veloziaceae
Verbenaceae
Vochysiaceae

Salacia campestris Walp.

Salacia crassifolia (Mart.) G.Don
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
Diplusodon virgatus Pohl
Bombacopsis glabra (Pasg.) A. Robyns

Chorisia speciosa A.St.-Hil.

Eriotheca candolleana (K.Schum.) A.Robyns

Eriotheca gracilipes (K.Schum.) A.Robyns

Eriotheca pubescens Schott & Endl.

Guazuma ulmifolia Lam.

Pseudobombax longiflorum (Mart. & Zucc.)
A.Robyns

Pseudobombax tomentosum (Mart. & Zucc.)
A.Robyns

Clidemia hirta D.Don
Miconia albicans (Sw.) Triana
Miconia ferruginata DC.
Cedrelafissilis Vell.

Acacia polyphylla DC.

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
Anadenanthera peregrina (L.) Speg.
Dimorphandra mollis Benth.

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong

Inga laurina (Sw.) Willd.
Inga sessilis (Vell.) Mart.
Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F.Macbr.

Plathymenia reticulata Benth.
Sryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
Brosimum gaudichaudii Trécul

Virola sebifera Aubl.

Campomanesia pubescens O. Berg

Eugenia calycina Cambess.

Eugenia heringeriana Mattos

Eugenia punicifolia (Kunth) DC.

Mircia sp

Psidium cattleyanum Weinw.

Ouratea spectabilis Engl.

Coussarea hydrangeifolia (Benth.) Mill.Arg.
Genipa americana L.

Luehea divaricata Mart.
Velloza flavicans Mart.
Aegiphila lhotziana L.
Callisthene fasciculata Mart.
Callisthene major Mart.
Qualea grandiflora Mart.
Qualea multiflora Mart.
Qualea parviflora Mart.

Plantulas
Plantulas
Plantulas
Embrides
Embrides
Plantulas
Embrides
Plantulas
Embrides
Plantulas
Embrides
Plantulas
Embrides
Plantulas
Plantulas

Embrides
Plantulas
Embribes

Plantulas
Embrides
Embrides
Embrides
Plantulas
Embrides
Plantulas
Plantulas
Plantulas
Embrides
Embrides
Plantulas
Plantulas
Plantulas
Embrides
Plantulas
Plantulas
Embrides
Plantulas
Embrides
Plantulas
Plantulas
Plantulas
Plantulas
Embrides
Plantulas
Plantulas
Embrides
Embrides
Plantulas
Plantulas
Plantulas
Embrides
Embrides
Embrides
Embrides
Embrides
Embrides

192
463
454
300
754

84
250
250
300
300

96

50

55
177
989

300
300
300

300
431
662
194
683
247
67
458
305
218
100
785
588
143
125
117
300
228
211
35
809
689
147
443
80
385
1058
50
132
1188
100
1133
200
447
176
467
393
351

1,020
1,230
1,000
1,000
3,910
2,090
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
3,491
2,370
1,010

1,000
1,000
1,000

1,000
1,130
1,020
1,294
1,000
1,000
1,015
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,642
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,010
1,030
1,000
1,000
1,000
1,001
1,000
1,020
1,000
1,000
1,000
1,000
1,002
1,006
1,000
1,000
1,000
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0,010
0,010
0,000
0,000
0,070
0,100
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,258
0,090
0,050

0,000
0,000
0,000

0,000
0,020
0,000
0,039
0,000
0,000
0,015
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,039
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,020
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,010
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,006
0,000
0,000
0,000
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2,08
1,94
0,00
0,00
95,76
70,24
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
81,82
76,84
1,21

0,00
0,00
0,00

0,00
12,53
1,51
24,74
0,00
0,00
1,49
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
41,33
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,12
1,31
3,40
0,45
0,00
0,00
0,19
0,00
1,69
0,25
0,00
0,00
0,00
0,22
0,57
0,00
0,00
0,00




Tabela 2. Espécies do bioma Cerrado amostradas por Salomdo & Allem (2001) para a

ocorréncia de poliembrionia, incluidas nas analises do presente estudo.
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Familia

Espécie

Embrionia

Porcentagem de sementes poliembridnicas (%)

Anacardiaceae

Apocynaceae

Bignoniaceae

Bixaceae
Boraginaceae
Burseraceae
Caesalpiniaceae

Chrysobalanaceae
Combretaceae

Ebenaceae
Euphorbiaceae
Fabaceae

Hippocrateaceae
Lythraceae

Malpighiaceae
Malvaceae

Mimosaceae

Monimiaceae
Myrtaceae

Polygonaceae

Rhamnaceae
Rubiaceae

Sapindaceae

Styracaceae
Tiliaceae

Schinopsis brasiliensis Engl.

Tapirira guianensis Aublt.
Aspidosperma discolor A. DC
Aspidosperma macrocarpum Mart.
Aspidosperma parvifolium A. DC
Hancornia speciosa Gomez

Cybistax antisyphilitica (Mart.) Martius.
Jacaranda brasiliana Pers.
Handroanthus impetiginosus (Mart.) Standl.
Zeyheiria p.

Bixa orellana L.

Cordia glabrata (Mart.) A. DC.
Commiphora |eptophloeos (Mart.) J.B.Gillett
Apuleia leiocarpa J.F.Macbr.

Bauhinia longifélia D.Dietr.
Chamaecrista desvauxii (Collad.) Killip
Peltogyne confertiflora Benth.
Sclerolobium paniculatum Vogel

Senna sp.

Licania sp.

Buchenavia tomentosa Eichler
Terminalia actinophylla Mart.
Terminalia argentea Mart.

Diospyros sericea A. DC.

Mabea piriri Aubl.

Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm.
Bowdichia virgilioides Kunth
Machaerium angustifolium VVogel
Ormosia fastigiata Tul.

Pterodon emarginatus Vogel

Salacia sp.

Lafoensia pacari A.St.-Hil.
Physocalymma scaberrimum Pohl
Byrsonima basiloba A.Juss.

Helicteres corylifolia Nees & Mart.
Sterculia striata A.St.-Hil. & Naudin
Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan
Enterolobium gummiferum J.F.Macbr.
Inga cylindrica (Vell.) Mart.

Inga ingoides (Rich.) Willd.

Mimosa sp.

Stryphnodendron polyphyllum Mart.
Sparuna guianensis Aublt.
Campomanesia adamantium Blume
Eugenia dysenterica DC.

Triplaris gardneriana Wedd.
Zizyphusjoazeiro Mart.

Guettarda pohliana Mull.Arg.
Palicourea rigida Kunth

Tocoyena formosa K.Schum.

Magonia pubescens A.St.-Hil.
Sapindus saponaria L.

Talisia cf. esculenta Radlk.

Styrax camporum Pohl

Apeiba tibourbou Aubl.

Monoembribnica
Poliembri6nica

Monoembribnica
Monoembribnica
Monoembriénica
Poliembri6nica

Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Poliembri6nica

Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembridnica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembribnica
Monoembriénica
Poliembriénica

Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica
Monoembriénica
Poliembri6nica

Monoembribnica
Monoembribnica
Monoembriénica
Poliembriénica

Monoembribnica
Monoembriénica
Monoembriénica
Monoembribnica

0
2,00
0
0
0
5,00
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Tabela 3. Sistema reprodutivo para algumas das espécies do Bioma Cerrado amostradas para

a presenca de poliembrionia.

Legenda: A: apomixia, D: dioicia, Al: autoincompatibilidade, AC: autocompatibilidade.

Familia

Espécie

Sistema
Reprodutivo

Fonte

Anacardiaceae

Apocynaceae

Bignoniaceae

Bixaceae
Burseraceae
Caesalpiniaceae

Clusiaceae

Cocholospermaceae
Connaraceae
Ebenaceae
Fabaceae

Flaucortiaceae
Hippocrateaceae
Malvaceae

Melastomataceae

Mimosaceae

Monimiaceae
Myristicaceae

Myrtaceae

Ochnaceae
Rhamnaceae
Rubiaceae

Styracaceae
Veloziaceae
Verbenaceae
Vochysiaceae

Astronium fraxinifolium
Myracrodruon urundeuva
Tapirira guianensis
Aspidosper ma macrocar pum
Hancornia speciosa
Cybistax anthisyphilitica
Handroanthus chysotrichus

Handroanthus ochraceus

Handroanthus caraiba
Handroanthus impetiginosus
Tabebuia roseo-alba

Bixa orellana
Commiphora |epthophloeos
Copaifera langsdorfii
Hymenaea courbaril
Sclerolobium paniculatum
Senna sylvestris
Calophyllumbrasiliense
Kielmeyera coriaceae
Kielmeyera grandiflora
Kielmeyera variabilis
Cocholospermum regium
Rourea induta

Diospyros sericea
Bowdichia virgiloides
Dipteryx alata
Platypodium elegans
Pterodon emarginatus
Casearia sylvestris
Salacia campestris
Bombacopsis glabra
Chorisia speciosa
Eriotheca candolleana
Eriotheca gracilipes
Eriotheca pubescens
Guazuma ulmifolia
Clidemia hirta

Miconia albicans

Miconia ferruginata
Anadenanthera peregrina
Dimorphandra mollis
Sryphnodendron adstringens
Sparuna guianensis
Virola sebiferae

Campomanesia pubescens

Eugenia dysenterica
Eugenia punicifolia
Ouratea spectabilis
Zizyphusjoazeiro
Coussarea hydrangeifolia
Genipa americana
Palicourea rigida
Tocoyena formosa
Styrax camporum
Velozia flavicans
Aegiphila lhotzkiana
Callisthene fasciculata
Callisthene major
Qualea grandiflora
Qualea multiflora
Qualea parviflora

A D

D

D

Al

Al

Al

A, AC, Al

A, AC, Al

Al
Al
Al
AC
D
Al
Al
Al
Al
D
Al
Al
Al
Al
Al
D
AC
Al
Al
Al
AC
Al
A, AC
Al
Al
Al
A, AC
Al
A
A
A
AC
AC
Al
D
D

AC, Al

AC
AC
Al
AC
Al
A D
Al
Al
Al
Al
D
Al
Al
Al
Al
Al

Allem 1991

Machado et al. 2006

Lenza & Oliveira 2005

Oliveira et al. 2004

Darrault & Schlindwein 2005
Bittencourt Jr. et al., 2003

Souza et al. 2005, Bittencourt Jr. & Moraes (2010)
Costa et al. 2004; Gibbs & Bianchi 1993; Bittencourt Jr. &
Moraes (2010)

Gibbs & Bianchi 1993

Bullock 1985, Bittencourt Jr. & Semir 2005
Gandolphi &Bittencourt Jr. 2010

A confirmar

Machado et al. 2006

Freitas & Oliveira 2002

Bawa 1974

Oliveira 1991

Carvalho & Oliveira 2003

P.E. Oliveira (observacgdes pessoais)
Oliveira & Silva 1993

Oliveira & Silva 1993

Barros 2002

Barbosa & Sazima 2008

Lenza et al. 2008

P.E. Oliveira (observacdes pessoais)
A confirmar

Oliveira & Sigrist 2008

Alogamia Hufford & Hamrick 2003
Alogamia Afonso 1997, Rocha 2006
Barbosa & Sazima 2008

Barbosa & Sazima 2008

Baker 1960; Duncan 1970

Gibbs & Bianchi 1993

Semir, dados néo publicados
Oliveira et al. 1992

Oliveira et al. 1992, Mendes-Rodrigues et al. 2005
Bullock 1985

Melo et al. 1999

Goldenberg & Sheperd 1998

Santos 2003

Costa et al. 2003

Abreu & Barros 2001

Ortiz et al. 2003

Bawa et al. 1985

Lenza & Oliveira 2006

Bérem et al. 2009, Torezan-Silingardi & Del-Claro 1998,
Proenca & Gibbs 1994

Proenca & Gibbs 1994

Silva & Pinheiro 2009

P.E. Oliveira (dados néo publicados)
Pinheiro et al. 1991

Pereira 2007

Crestana 1995

Barbosa & Sazima 2008

Saraiva et al. 1996

Saraiva et al. 1988

Oliveira et al. 1991

Oliveira 1995

Oliveira 1998

Oliveira 1998

Oliveira 1998

Oliveira 1998

Oliveira 1998
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Figura 1. Freqliéncia de espécies monoembridnicas e poliembridnicas; e PSP média
(Porcentagem de sementes poliembridnicas) para espécies amostradas no Bioma Cerrado
apresentando diferentes sistemas reprodutivos. Fig. 1A: Freqiiéncia de espécies
monoembridnicas e poliembridnicas (T: intervalo de confianca). Fig. 1B: PSP média (T: erro

padrdo) para espécies poliembridnicas.
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Discussao

Embora ocorra predominéncia de espécies monoembridnicas no Cerrado, a ocorréncia
de 30,30% de espécies poliembridnicas e 6,82% de espécies com poliembrionia alta (PSP >
5%) deixa claro a importancia da poliembrionia para a biologia do bioma e de suas espécies.
A porcentagem de espécies poliembridnicas encontrada nesta amostra ampliada é inclusive
superior aquela de 18,67%, amostrada anteriormente para o cerrado (Salomdo & Allem 2001)
e proxima aos 33,05% das familias de Angiospermas como um todo (Carman 1997). Estas
diferencas entre os PSP indicam que esses percentuais altos para as Angiospermas pode estar
baseado em espécies com PSP muito baixa, ou até mesmo a presenca de uma Unica semente
poliembribnica. A freqliéncia de espécies com PSP > 5% talvez dé uma idéia melhor das
espécies onde realmente a poliembrionia é parte do processo reprodutivo e ndo um evento
esporadico e andmalo em plantas normalmente monoembridnicas.

A taxa de espécies poliembribnicas proxima a 30% também foi encontrada nas
Melastomataceae, com ampla variacgdo na PSP (Capitulo 3). A grande variabilidade
encontrada para 0 NMES NMPS e PSP tem sido encontrada para outros grupos como
Dipterocarpaceae (Kaur et al. 1978) e Allium (Specht et al. 2001). E interessante que o estudo
prévio para o bioma Cerrado ndo tenha encontrado valores tdo altos de PSP quanto os
encontrados aqui, € uma variagdo muito mais restrita, entre 1 e 5% para as espécies
poliembridnicas (Salomdo & Allem 2001). Apesar dessa variacdo ser relatada em outros
estudos, seus fatores causais ainda sdo desconhecidos, podendo ser efeito da ocorréncia de
populagcBes monoembridnicas e poliembridnicas em uma mesma espécie, como Eriotheca
pubescens e Eriotheca gracilipes (Mendes-Rodrigues et al. 2005; Capitulo 5), Handroanthus
(Sampaio 2010) e Citrus (Wilms et al. 1983, Domingues et al. 1999), pode justificar as

grandes diferencas entre os estudos.
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Embora frequente entre as Angiospermas, pouco se sabe sobre o efeito da
poliembrionia nas espécies. Muitos autores acreditam que a apomixia/poliembrionia possa
servir como um processo de compensacao reprodutiva para problemas na reproducédo sexuada,
servindo como um processo de escape (Porcher & Lande 2005). Poderia funcionar como um
processo de compensacdo também da reducdo do nimero de sementes por fruto (Uma-
Shaanker & Ganeshiah 1997). A poliembrionia permitiria a coexisténcia de embrides
sexuados e assexuados em uma mesma semente, 0 que em um novo ambiente implicaria em
maiores chances de sobrevivéncia para um dos dois genoétipos (Batygina & Vinogradova
2007). A poliembrionia também conferiria vantagem para efeitos dependentes de densidade
dos individuos (Cappuccino 2004; Ladd & Cappuccino 2005) e aumento das chances de
sobrevivéncia de pelo menos uma pléntula por semente (Ladd & Cappuccino 2005),
vantagens essas geradas pela presenca de plantulas gemelares. Entre as desvantagens, séo
conhecidas as anomalias embrionéarias (Mendes-da-Gloria et al. 2001), a diminuigdo de
alocacdo de recursos para cada um dos embribes (Mendes-Rodrigues et al. 2005), a
diminuicdo da conversdo de embrides em plantulas (Uma-Shaanker & Ganeshiah 1997) e a
competicdo entre embrifes e plantulas de uma mesma semente (Mendes-Rodrigues et al.
2005, Hotchkiss et al. 2008).

A poliembrionia ¢ normalmente associada nas angiospermas a apomixia (Carman
1997, Batygina & Vinogradova 2007). Apesar de processos sexuados de reproducdo serem
interpretados como mais vantajosos pela producdo de maior variabilidade genética e com isto
maiores possibilidades de adaptacdo, as espécies apomiticas compensariam essa auséncia de
variabilidade genética com a evolucdo de genétipos mais gerais, ou seja, capazes de se
estabelecer e de se adaptarem em maior gama de ambientes (Bierzychudek 1985). Pennisetum
setaceum Forsk. Chiov., por exemplo, parece possuir um Unico genétipo apomitico com
distribuicdo global (Roux et al. 2007). Dentre as caracteristicas das espécies assexuadas que

podem propiciar maior adaptacdo ao ambientes estdo a maior capacidade de colonizagdo e a
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heterozigose associada a presenca de poliploidia nas espécies apomiticas (Bierzychudek
1985).

Muitos fatores podem estar associados a alta freqliiéncia de poliembrionia e
possivelmente a apomixia entre as espécies do cerrado. A ocorréncia de apomixia tem sido
associada a ambientes com maior imprevisibilidade (Asker & Jerling 1992); est
correlacionada a presenca de dioicia e poliploidia (Carman 1997) e a sua freqliéncia em
determinados grupos esta relacionada a fatores filogenéticos (ex. Goldenberg &Shepherd
1998). As espécies lenhosas do Cerrado estdo freqientemente expostas a limitagcGes de
disponibilidade de agua e nutrientes (Silva et al. 2008; Reatto et al. 2008), apresentam
freqiéncias relativamente elevadas de dioicia (Oliveira 1995), e existe uma alta
representatividade de grupos onde a apomixia é muito comum, tais como Melastomataceae
(Goldenberg & Sheperd 1998, Goldenberg & Varassin 2001) e Asteraceae (Werpachowski et
al. 2004), em levantamentos da flora do Cerrado (Ratter et al. 2003, Mendonca et al. 2008).
Dentre esses grupos, a familia Melastomataceae tem mostrado porcentagens de espécies
poliembri6nicas (33,96%) (Capitulo 4) comparaveis as encontradas para o cerrado.

A associagdo entre poliploidia e apomixia/poliembrionia também parece presente nas
espécies aqui amostradas. Das espécies com PSP > 5%, algumas apresentam registros de
poliploidia sendo elas Eriotheca pubescens (Oliveira et al. 1992), Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos, Handroanthus ochraceus e Handroanthus serratifolius
(vahl) S. Grose (Sampaio 2010), Inga laurina (Vahl) S. Grose (Hanson 1995) ou
paleopoliploidia como Bombacopsis glabra (Baker 1960, Duncan 1970).

Os dados de sistema reprodutivo corroboram a idéia de associacdo de apomixia com
poliembrionia, pelo menos para as espécies com frequéncias altas de poliembrionia (PSP >
5%), j& que todas apresentaram apomixia. O mesmo padrdo ndo parece ocorrer em
Melastomataceae onde, mesmo espécies com baixas taxas de poliembrionia, como Miconia

albicans (Sw.) Triana com PSP = 1,51%, apresentam apomixia. Apesar das espécies com PSP
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> 5% estarem associadas a apomixia no Bioma Cerrado, em Melastomataceae mesmo PSP <
5% sdo associadas a apomixia, ja que todas as espécies apomiticas apresentaram
poliembrionia com PSP variando de 0,18 a 28,13% (Capitulo 3). Uma das alternativas para
explicar esses resultados seria a associacdo entre apomixia esporofitica com PSP > 5%,
enguanto as espécies com PSP < 5% e apomiticas apresentam apomixia gametofitica.

A associacdo entre apomixia e poliembrionia deve ser tratada com cuidado quando as
freqiiéncias de sementes poliembriénicas sdo baixas (PSP < 5%). Nesses casos, a
poliembrionia pode ter origem sexuada, como nas Vochysiaceae (Oliveira 1998) ou
apomitica, como nas Melastomataceae (Capitulo 4). Apesar dessas ressalvas, a poliembrionia
parece ser um bom indicador de apomixia para espécies com apomixia esporofitica, uma vez
qgue as espécies com PSP > 5%, como as Bignoniaceae e Malvaceae tém apomixia
esporofitica (Baker 1960, Duncan 1970, Costa et al. 2004, Mendes-Rodrigues et al. 2005,
Souza et al. 2005, Bittencourt Jr. & Correa 2010).

No bioma Cerrado, onde a reproducdo sexuada parece predominar entre as espécies
lenhosas, 0 presente estudo mostra que a poliembrionia € uma caracteristica comum a quase
um terco das espécies amostradas. Mesmo que a associacdo da poliembrionia com a apomixia
ndo seja direta em muitos dos casos, as espécies com freqliéncias de sementes
poliembribnicas maiores que 5% sdo consistentemente apomiticas e representam mais de 6%
das espécies amostradas. Tais resultados confirmam a importancia da apomixia nesses
ambientes e a possibilidade da utilizagdo da poliembrionia como um indicador da ocorréncia
desses processos. A poliembrionia e apomixia ndo parecem ser anomalias reprodutivas, mas
parecem ser alternativas reprodutivas para certos grupos de angiospermas na regido. As
consequéncias em termos da persisténcia e distribuicdo dessas espécies podem ser importantes

para a ecologia do bioma de uma forma geral.
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Abstract

Records of polyembryony in species of different biomes have grown in recent years. Some
biomes with predominance of sexual reproduction processes tend to show higher frequency of
apomixis/polyembryony than expected. Recent studies in Cerrado, Neotropical savannas in
Central Brazil, showed high frequency of apomixis and polyembryony even in groups

predominantly known as sexual. In this study, we investigated the occurrence of
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polyembryony in 53 species of Melastomataceae, a family already known for its high
frequency of apomixis and with broad distribution in Cerrado vegetation. We collected seeds
from 69 populations of 53 species in Cerrado Biome areas, and the seeds were sown in
germination chambers. After seed germination, the presence and the number of embryos per
seed were evaluated. We encountered 18 species with polyembryony (33.96%), and
concentrated in species of the tribe Miconieae (64%) followed by Microlicieae (16.67%) and
absent in Melastomeae. Polyembryony was correlated with apomixis. Polyembryony was
more common among species with broad distribution in Cerrado. The polyembryony
associated with apomixis showed Melastomataceae as one group where asexual reproduction

could be important for establishment and survival of group in Cerrado Biome

INTRODUCTION

The production of embryos without fertilization and the asexual production of viable
seeds, called apomixis (Koltunow 1993), has been recorded widely among the angiosperms
(Carman 1997). Adventitious embryony has been the most common process of apomixis
among angiosperms and is associated with the occurrence of polyembryony (Carman 1997,
Naumova 1992). Some families have shown high frequencies of apomixis, such as Asteraceae
and Rosaceae (Czapik 1996; Werpachowski et al. 2004), Melastomataceae (Goldenberg &
Shepherd 1998; Goldenberg & Varassin 2001) and Poaceae (Savidan 1985), but the specific
apomixis process has been seldom defined.

Melastomataceae is a family of wide distribution in Tropical areas, and important
elements in the composition of Brazilian biomes like the Cerrado (Romero & Martins 2002),
showing a high number of species worldwide, ca. 4500 (Clausing & Renner 2001), and
endemism (Romero & Nakajima 1999). Its seeds are small, many with dormancy as Rhexia
mariana L. var. interior (Pennell) Kral & Bostick (Baskin et al. 1999) and Miconia

ferruginata DC. (Mendes-Rodrigues et al. 2010). Amongst the species, many can be
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considered invasive species and have been known as alien weeds in some countries, like
Clidemia hirta (L.) D. (DeWalt & Hamrick 2004) and Miconia calvescens DC. (Medeiros &
Loope 1997). Their fruits have an important role in biological interactions with frugivorous
birds (Ellison et al. 1993) and their leaves can present structures associated with mutualism
with ants (Moraes & Vasconcelos 2009).

Apomixis has been recorded for different genera of Melastomataceae, such as Aciotis
and Maieta (Renner 1989), Clidemia (Melo et al. 1999), Henriettea (Melo & Machado 1996),
Meriania (Hokche & Ramirez 2008), Miconia, Leandra and Ossaea (Goldenberg & Varassin
2001), Microlicia (Santos 2003), Pterolepis (Ramirez & Brito 1990), Rhexia (Etheridge &
Herr 1968), Sandemania (Renner 1987) and Trembleya (Souza-Silva 2000). But the types of
apomixis present in the Melastomataceae are unknown and the occurrence of polyembryony
has been seldom described. There were reports of polyembryony for the genera Melastoma,
Sonerila, Osbeckia (Carman 1997), but recent reviews in Cerrado show the occurrence also in
Clidemia and Miconia (Borges 1991; Goldenberg & Shepherd 1998, Mendes-Rodrigues et al.
2008).

In this context, the objective of this work was estimate the occurrence of
polyembryony in Melastomataceae, in Cerrado species, and try to investigate the relationships
between polyembryony and apomixis, phylogeny, species distribution, season of dispersion

and type of seed dispersal.

MATERIAL AND METHODS
Studied areas

The fruits of the studied species were collected in Cerrado natural areas and in urban
areas. The areas sampled were the Municipal Park of Sabid, Minas Gerais State — Sabia
(48°14°W and 18°54’S), National Park of Serra of Canastra, Minas Gerais State — Canastra

(46°15°W and 20°00’S), State Park of Serra de Caldas Novas, Goias State — PESCAN
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(48°40’W and 17°46°S), The Reserve of the “Clube Caga e Pesca Itoror6 de Uberlandia”,
Minas Gerais State — CCPIU (48°17'W and 18°55'S), Panga Ecological Station, Minas Gerais
State — Panga (48°23'W and 19°09'S), Bosque John Kennedy, Minas Gerais State — JK
(48°11°’W and 18°38’S), and inside urban areas of Uberlandia, Minas Gerais State -
Uberlandia (48°18°’W and 18°59°S). The sample included all species with available number of
seed for the tests, and for this reason we included some alien species occurring in the area.

The voucher specimens were included in Herbarium Uberlandense (HUFU).

Seed collection

Mature fruits were collected directly on the plant. The fruits of different individuals
were collect and pooled together for analysis. The seeds of fleshy berriers of some groups
(Miconieae) were extracted by crushing and washing the pulp in running water. The seeds
were subsequently dried on paper towels protected from direct light and maintained at room
temperature (£ 25 °C), and the residues of the pulp were removed. The capsular fruits
(Microlicieae and Melastomeae) were kept inside paper bags until dry and after releasing their
seeds. All the dried seeds were kept in paper bags, stored in plastic pots with silica gel at
room temperature, until the seed germination experiments. We collected seeds from 53
species, and for some of them we collected seeds from different populations and years, which
resulted in 69 different samples. We collected two species of Svitramia yet to be described,
treated here as Svitramia “alba” and Svitramia “granulosa”, names that will be adopted in the
taxonomic publication (Rosana Romero, personal communication). The population of
Cambessedesia regnelliana Cogn. from Serra da Canastra were divided in two distinct

samples of individuals with white or orange flowers.
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Seed germination

The seeds were sowed on filter paper inside Emanueli chambers (Figure 1a), a plastic
germination humidity chamber (Patent number 014050001201, INPI — Instituto Nacional da
Propriedade Industrial, Brazil) filled with distilled water (ca. 20 mL) and kept in a seed
germination chamber (Model MDG2000, Seedburo Company, USA) under continuous
fluorescent light and controlled temperature of £ 25 °C. Seed germination experiments were

installed along the seed collection (Table 1) and seed germination data were not showed here.

Polyembryony evaluation

The germinated seeds were transferred to new chambers of Emanueli (Figure 1b) and
evaluated under stereomicroscope to detect polyembryony and to count the number of
seedlings produced. The number of seedlings was used to calculate the percentage of
polyembryonic seeds — PPS (percentage of polyembryonic seeds = number of polyembryonic
seeds divided by the number of seeds evaluated) and to calculate the mean seedling number
per seed (MSNS). The seeds evaluated did not show apparent embryo mortality, and seedlings
could be used as a good estimate of embryo number per seed. For these frequencies we used
only the effectively germinated seeds. Due to the size of the seed and its hard testa, seed

dissection for direct embryo counting was not practical.
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Table 1. Species of Melastomataceae evaluated for the presence and the frequency of
polyembryony in Cerrado Biome; dates of collection and part of seed germination
experiments and number of collected individuals, seed dispersion season, pattern of

distribution, and type of breeding system.

Seed date of o of r Distribuiti Breeding
Specie Population ) . ) Lo season o istribuition system,
collection  experiment  individuals  dispersion range (Ploidy) @
Acisanthera alsinaefolia (DC.) Triana Sabié 21/07/2007  06/09/2007 5 Dry Ample
Cambessedesia hilariana (Kunth) DC. Canastra 27/06/2007  06/09/2007 10 Dry Ample SC (23)
PESCAN 16/07/2007  03/01/2008 4
Cambessedesia regnelliana Cogn. (Orange flower)  Canastra 05/07/2006  10/08/2006 30 Dry Restricted SC
(Orange flower) Canastra 07/08/2007  04/01/2008 5
(White flower)  Canastra 07/08/2007  04/01/2008 1
Chaetostoma pungens DC. Canastra 16/05/2007  04/07/2007 10 Dry Ample
Clidemia bullosa DC PESCAN 29/02/2008  14/05/2008 01 Wet Ample AP (30)
Clidemia capitellata (Bonpl.) D.Don PESCAN 23/03/2007  07/04/2007 10 Wet Ample AP (17)
Clidemia hirta (L.) D. Don. Uberlandia 08/03/2007  16/03/2007 1 Wet Ample AP (17)
JK 14/03/2007  16/03/2007 3
PESCAN 29/02/2008  14/05/2008 02
Desmocelis villosa (Aubl.) Naudin Sabia 03/06/2007  04/07/2007 06 Dry Ample SC (18)
Dissotis rotundifolia Triana Uberlandia 03/04/2007  13/04/2007 7 Dry Ample - (15)
Lavoisiera insignis DC. Canastra 28/06/2007  06/09/2007 20 Dry Ample
Leandra adenothrix Cogn. PESCAN 23/03/2007  07/04/2007 10 Wet Ample
Leandra aurea (Cham.) Cogn. Canastra 06/08/2007  04/01/2008 01 Wet Ample
PESCAN 30/03/2008  14/05/2008 10
Leandra coriacea Cogn. Canastra 06/08/2007  04/01/2008 06 Dry Ample
Leandra erostrata (DC.) Cogn. Sabia 02/02/2008  14/05/2008 10 Wet Ample
Canastra 29/03/2007  13/04/2007 8
Miconia albicans (Sw.) Triana Panga 05/10/2007  03/01/2008 30 Wet Ample AP (34-48)
CCPIU 07/11/2007  03/01/2008 15
PESCAN 11/12/2007  03/01/2008 15
Miconia angelana R. Romero & R. Goldenb. Canastra 17/01/2007  24/01/2007 10 Wet Restricted SC
Miconia chamissois Naudin Sabia 13/05/2007  04/07/2007 11 Dry Ample Sl
PESCAN 09/08/2007  03/01/2008 10
Miconia cuspidata Mart. ex Naudin Sabia 23/06/2007  04/07/2007 3 Dry Ample
Miconia elegans Cogn. Sabié 03/06/2007  04/07/2007 06 Dry Ample Sl
PESCAN 09/08/2007  03/01/2008 06
Miconia fallax DC. CCPIU 10/01/2007  02/02/2007 10 Wet Ample AP (34)
Panga 05/12/2007  03/01/2008 15
Miconia ferruginata DC. PESCAN 28/03/2003  05/10/2003 10 Wet Ample AP
PESCAN 16/07/2007  04/07/2007 20
Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana PESCAN 29/02/2008  14/05/2008 2 Wet Ample AP (62)
Miconia ligustroides (DC.) Naudin Canastra 27/03/2007  13/04/2007 12 Wet Ample AP
Miconia pepericarpa DC. Canastra 30/03/2007  13/04/2007 11 Wet Ample Sl
Miconia pseudonervosa Cogn. Sabié 03/06/2007  04/07/2007 06 Dry Ample
Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC. CCPIU 10/01/2007  02/02/2007 6 Wet Ample AP (50)
Canastra 30/03/2007  13/04/2007 10
Miconia sellowiana Naudin Sabia 02/02/2008  14/05/2008 01 Wet Ample AP
Miconia stenostachya DC. CCPIU 10/01/2007  02/02/2007 1 Wet Ample AP (26)
PESCAN 11/12/2007  03/01/2008 11
Miconia theaezans (Bonpl.) Cogn. Canastra 29/03/2007  13/04/2007 15 Wet Ample Sl (17,34)
Panga 08/03/2007  16/03/2007 6
Microlicia canastrensis Naudin Canastra 28/06/2007  06/09/2007 15 Dry Restricted
Microlicia helvola (Spreng,) Triana PESCAN 23/03/2007  07/04/2007 10 Dry Ample
Microlicia inquinans Naudin Canastra 05/07/2006  10/08/2006 12 Dry Restricted SC
Microliciaisophylla DC. Canastra 16/05/2007  03/01/2008 10 Dry Ample
Ossaea congestiflora (Naudin) Cogn. PESCAN 29/02/2008  14/05/2008 5 Wet Ample
Ossaea humilis Cogn. Canastra 07/08/2007  04/01/2008 03 Dry Ample
Pterolepis repanda (DC.) Triana Canastra 16/05/2007  04/07/2007 9 Dry Ample
Rhynchanthera dichotoma (Desr.) DC. Sabié 23/06/2007  06/09/2007 8 Dry Ample SC
Rhynchanthera grandiflora (Aubl.) DC. Sabia 03/06/2007  04/07/2007 14 Dry Ample SC (20)
Svitramia sp. nov. “alba” Canastra 07/08/2007  23/11/2007 15 Dry Restricted SC
Svitramia sp. nov. “ granulosa” Canastra 27/06/2007  03/01/2008 10 Dry Restricted
Svitramia hatschbachii Wurdack Canastra 05/07/2006  10/08/2006 23 Dry Restricted SC
Svitramia minor R. Romero & A. B. Martins Canastra 05/07/2006  10/08/2006 20 Dry Restricted SC
Svitramia wurdachkiana R.Romero & A.B.Martins ~ Canastra 07/08/2007  04/01/2008 1 Dry Restricted
:'egg:gg:r? aegopogon (Naudin) Cogn. var. Canastra 26/03/2007  13/04/2007 10 Wet Ample S|
Tibouchina frigidula (DC.) Cogn. Canastra 28/06/2007  06/09/2007 2 Dry Ample
Tibouchina gracilis (Bonpl.) Cogn. Canastra 29/03/2007  13/04/2007 10 Wet Ample SC
Tibouchina granulosa Cogn. Uberlandia 19/03/2007  07/04/2007 2 Wet Ample
Tibouchina heteromalla (D. Don) Cogn. Canastra 28/03/2007  13/04/2007 2 Wet Ample
Tibouchina pulchra Cogn. Uberlandia 23/06/2007  06/09/2007 1 Dry Ample
Tibouchina villosissima Cogn. PESCAN 16/07/2007  03/01/2008 10 Dry Restricted SC
Tococa guianensis Aubl. Sabié 26/10/2007  03/01/2008 16 Wet Ample SI (34)
Trembleya parviflora (D. Don) Cogn. Canastra 16/05/2007  04/07/2007 10 Dry Ample AP (22)
Trembleya phlogiformis DC. Sabié 31/08/2007  06/09/2007 8 Dry Ample

(1) Population code: PESCAN: Parque Estadual da Serra de Caldas Novas (48°39'W; 17°46°S); CCPIU: Reserva Particular do Patrimonio Natural Clube Caca e
Pesca Itororé de Uberlandia (48°17'W; 18°55'S); Canastra: Parque Nacional da Serra da Canastra (46° 15’W; 20° 00°S); Panga: Estacdo Ecoldgica Panga
(48°23'W; 19°09'S); Sabia: Parque Municipal do Sabia (48°14’W; 18°54°S); JK, Parque Municipal John Kennedy (48° 11"W; 18° 38’S) and Uberlandia, cite of

Uberlandia, (48°18’W; 18°59°S).

(2) Breeding system: SC: self-compatibility; SI: Self-incompatibility; AP: apomixis; Sour ces: Ramirez & Brito 1990, Borges 1991, Saraiva 1996, Guimarées &
Ranga 1997, Goldenberg & Shepherd 1998, Melo et al. 1999, Souza-Silva 2000, Santos 2003, Fracasso & Sazima 2004, Franco 2007, Hokche & Ramirez 2008,

Santos 2008.
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Species biology

In the attempt to relate the presence of polyembryony with species biology, we carried
out a literature survey and searched for information on breeding system, ploidy, pattern of
distribution time and kind of seed dispersal. Each species was defined, based on the collection
date, as dispersed during the dry season (seeds collected from April to August) or during the
wet season (seeds collected from September to March). The areas were included in climate
region characterized as Aw according to the Koppen system, a tropical humid climate with a
dry winter (April to August) and rainy summer (September to March) (Rosa et al. 1991). The
species were classified as anemochorous (Microlicieae and Melastomeae) with dry wind-
dispersed seeds and zoochorous (Miconieae) with fresh fruits (berries) dispersed by animals
(Table 1). The species were classified in two patterns of distribution as ample (populations at
least 1000 Km distant from each other) and restricted (populations restricted to an area of

1000 Km) criterion adopted from Santos (2008).

Statistical Analyses

The MSNS was compared with one-way ANOVA and Scott-Knott test for post-hoc
comparisons between means using the program SAEG (Ribeiro Junior 2001); for these
analyses we included only polyembryonic populations. The frequency of polyembryonic
species in different classifications was compared with Chi-square statistics using the program

BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007). For all tests was adopted 0.05 of significance.

RESULTS

Among the 53 species analyzed, 18 (33.96%) showed seeds with polyembryony.
These species were distributed in six genera (Chaetostoma, Clidemia, Leandra, Miconia,
Microlicia and Ossaea), representing 35.29% of the genera analyzed (Tables 2 and 3, Figures

1c-1p). The percentage of polyembryonic seeds (PPS) ranged from 0.18% in Leandra
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erostrata (DC.) Cogn. to 28.13% in Miconia ibaguensis (Bonpl.) Triana and the mean
seedling number per seed (MSNS) ranged from 1.002 in Leandra erostrata to 1.346 in
Miconia cuspidata Naud. (Table 2). The MSNS were different between populations in
Clidemia hirta, Miconia elegans Cogn., Miconia fallax DC., Miconia rubiginosa (Bonpl.)
DC., Miconia stenostachya DC.; and between years in Clidemia hirta and Miconia
ferruginata. The population of Leandra erostrata collected in the Serra da Canastra showed
seeds with only monoembryonic seeds which differed from the polyembryonic Sabia
population.

We found different patterns of seedling size emerged from the same seed (although
not measured) and no indication of mortality of seedlings in the stages of development
analyzed here. It was possible to find a relatively larger seedling associated with a very small
seedling (Figure 1c), a relatively larger seedling associated with a medium size seedling
(Figure 1d), two seedlings of the same size (Figure 1 l,0,p), a larger seedling associated with
several small seedlings (Figure 1i), but their frequency or occurrence was not quantified
between species and populations. Associated with these differences in seedlings, we found
anomalies as the presence of one or three cotyledons, fused seedlings and higher frequency of
very small seedlings as the seedling number per seed increased. The seed frequency with one
to five seedlings varied between populations (x* = 1313.61, d.f. 112, P < 0.0001; Table 4),
with the mean seed frequency per population of 87.80 (Range 71.87 to 99.82), 10.65 (Range
0.18 to 24.55), 1.45 (Range 0 to 5.56), 0.08 (Range 0 to 1.15) and 0.01% (Range 0 to 0.33),
respectively.

The presence of polyembryony was phylogenetically dependent (y* = 19.89, df. 2, P =
0.0001) with a concentration in the tribe Miconieae where 64% of species were
polyembryonic (Figure 2). The frequency of polyembryony in zoochoric species was 64% and
for anemochoric species was 7.14% with clear differences for the dispersal type (Xz =19.037,

d.f. 1, P<0.0001). The frequency of polyembryony in species with fruits dispersed during dry



89

season was 13.33% while for species with fruits dispersed in wet season was 60.87% (y° =
13.117, d.f. 1, P = 0.0003). All species with restricted distribution were monoembryonic and
58.14% of species with ample distribution were polyembryonic (x* = 6.34, d.f. 1, P = 0.0118).

Among the 53 species sampled, 22.64% were apomictic, 26.42% were self-
compatible, 11.32% were self-incompatible and 36.62% had unknown breeding system (Table
1). The frequency of polyembryony was dependent on breeding system (x> = 26.09, d.f. 3, P <
0.0001), even when the species without information for the breeding system were excluded of
the analyses (x° = 24.53, df. 2, P < 0.0001). All self-compatible species were
monoembryonic, 16.67% of the self-incompatible species were polyembryonic, 91.67% of the
apomictic species were polyembryonic and 28.57% of the species without information for

breeding system were polyembryonic.
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Table 2. Mean seedling number per seed for polyembryonic species of Melastomataceae and
the percentage of seeds with polyembryony sampled from 53 species collected in different
populations and years in Cerrado Biome, Neotropical savannas, Brazil.

Abbreviations: MSNS: mean seedling number per seed; SK: results for comparisons between
MSNS by Scott-Knott test, means followed by the different letter in column are different

based on the test; o = 0.05; SD: standard deviation; PPS. percentage of polyembryonic seeds.

Specie Population Year Seed number MSNS SK SD PPS (%)
Chaetostoma pungens  Canastra 2007 136 1.044 d 024 3.68
Clidemia biserrata PESCAN 2008 689 1179 b 041 16.98
Clidemia capitellata PESCAN 2007 273 1.088 ¢ 0.28 8.79
Clidemia hirta Uberlandia 2005 839 1.039 d 019 393
Uberlandia 2007 431 1135 ¢ 037 1253
PESCAN 2008 835 1.098 ¢ 031 958
JK 2007 382 1264 a 049 24.08
Leandra aurea PESCAN 2008 310 1016 d 015 1.29
Leandra erostrata Sabia 2008 549 1.002 d 0.04 0.18
Canastra 2007 132 1.000 0.00 0.00
Miconia albicans CCPIU 2007 662 1.015 d 012 151
Panga 2007 829 1018 d 013 181
PESCAN 2007 397 1.028 d 0.16 2.77
Miconia cuspidata Sabia 2007 523 1346 a 0.62 28.11
Miconia el egans PESCAN 2007 337 1059 d 025 564
Sabia 2007 18 1222 b 055 16.67
Miconia fallax Panga 2007 86 1.035 d 018 349
CCPIU 2007 101 1267 a 051 23.76
Miconia ferruginata PESCAN 2004 60 1.117 ¢ 032 11.67
PESCAN 2003 194 1294 a 055 24.74
PESCAN 2007 419 1320 a 0.61 25.06
Miconia ibaguensis PESCAN 2008 615 1311 a 054 2813
Miconia ligustroides Canastra 2007 48 1.208 b 046 1875
Miconia rubiginosa CCPIU 2007 215 1228 b 049 19.53
Canastra 2007 146 1274 a 052 2397
Miconia selowiana Sabia 2008 425 1.007 d 0.08 0.71
Miconia stenostachya PESCAN 2007 347 1115 ¢ 033 11.24
CCPIU 2007 172 1198 b 044 18.02
Microlicia helvola PESCAN 2007 325 1.065 d 0.26 6.15
Ossaea congestiflora PESCAN 2008 790 1.009 d 0.09 0.89

Population code: PESCAN: Parque Estadual da Serra de Caldas Novas (048°39’W;
17°46°S); CCPIU: Reserva Particular do Patrimdnio Natural Clube Caga e Pesca Itoror6 de
Uberlandia (48°17'W; 18°55'S); Canastra: Parque Nacional da Serra da Canastra (46°15’W,
20°00’S); Panga: Estacdo Ecoldgica Panga (48°23'W; 19°09'S); Sabia: Parque Municipal do
Sabia (48°14’W; 18°54’S); JK, Parque Municipal John Kennedy (48°11’W; 18°38’S);
Uberlandia, cite of Uberlandia (48°18°W; 18°59’S).
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Table 3. Monoembryonic species of Melastomataceae sampled from 53 species collected in

different populations and years in Cerrado Biome, Neotropical savannas, Brazil.

Specie Population Year  Seed number
Acisanthera alsinaefolia Sabia 2007 429
Cambessedesia hilariana Canastra 2007 548
PESCAN 2007 800
Cambessedesia regnelliana (orange flower) Canastra 2006 137
(orange flower) Canastra 2007 176
(white flower)  Canastra 2007 100
Desmoscelis vilosa Sabia 2007 393
Dissotis rotundifolia Uberlandia 2007 397
Lavoisierainsignis Canastra 2007 232
Leandra adenothrix PESCAN 2007 364
Leandra aurea Canastra 2007 81
Leandra coriacea Canastra 2007 808
Miconia angelana Canastra 2006 294
Miconia chamissois PESCAN 2007 712
Sabia 2007 642
Miconia pepericarpa Canastra 2007 340
Miconia pseudonervosa Sabia 2007 749
Miconia theaezans Canastra 2007 441
Panga 2007 257
Microlicia canastrensis Canastra 2007 263
Microlicia inquinans Canastra 2006 61
Microlicia isophyla Canastra 2007 398
Ossaea humilis Canastra 2007 77
Pterolepis repanda Canastra 2007 565
Rhynchanthera dicothoma Sabia 2007 381
Rhynchanthera grandiflora Sabia 2007 445
Svitramia sp. nov. “ granulosa” Canastra 2007 302
Svitramia hatschbachii Canastra 2006 86
Svitramia sp. nov. “ alba” Canastra 2006 85
Svitramia wurdackiana Canastra 2007 50
Tibouchina aegopogon Canastra 2007 100
Tibouchina frigidula Canastra 2007 437
Tibouchina gracilis Canastra 2007 470
Tibouchina granulosa Uberlandia 2007 26
Tibouchina heteromalla Canastra 2007 236
Tibouchina pulchra Uberlandia 2007 99
Tibouchina vilosissima PESCAN 2007 477
Tococa guianensis Sabia 2007 545
Trembleya parviflora Canastra 2007 216
Trembleya phlogiformis Sabia 2007 317

Population code: PESCAN: Parque Estadual da Serra de Caldas Novas (48°39°W; 17°46°S);
Canastra: Parque Nacional da Serra da Canastra (46°15°W; 20°00’S); Panga: Estacao
Ecoldgica Panga (48°23'W; 19°09'S); Sabia: Parque Municipal do Sabia (48°14’W; 18°54’S);
Uberlandia, cite of Uberlandia (48°18°W; 18°59°S).
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Table 4. Relative frequency (%) of seeds with different number of seedling per seed, for

polyembryonic species of Melastomataceae sampled from 53 species collected in different

populations and years in Cerrado Biome, Neotropical savannas, Brazil.

Embryonic class
(seedling number per seed)

. . Singlet Doublet Triplet Tetraplet Pentaplet
Specie Population Year "o " o) (three)  (four)  (five)
Chaetostoma pungens Canastra 2007 96.32 2.94 0.74 - -
Clidemia biserrata PESCAN 2008 83.02 16.11 0.87 - -
Clidemia capitellata PESCAN 2007 91.21 8.79 - - -
Clidemia hirta Araguari 2007 75.92 21.73 2.36 - -

Uberlandia 2005 96.07 3.93 - - -
Uberlandia 2007 87.47 11.83 0.46 0.23 -
PESCAN 2008 90.42 9.34 0.24 - -
Leandra aurea PESCAN 2008 98.71 0.97 0.32 - -
Leandra erostrata Sabia 2008 99.82 0.18 - - -
Miconia albicans CCPIU 2007 98.49 151 - - -
Panga 2007 98.19 1.81 - - -
PESCAN 2007 97.23 2.77 - - -
Miconia cuspidata Sabia 2007 71.89 22.75 4.21 1.15 -
Miconia elegans PESCAN 2007 94.36 5.34 0.30 - -
Sabia 2007 83.33 11.11 5.56 - -
Miconia fallax CCPIU 2007 76.24 20.79 2.97 - -
Panga 2007 96.51 3.49 - - -
Miconiaferruginata PESCAN 2003 75.26 20.10 4.64 - -
PESCAN 2004 88.33 11.67 - - -
PESCAN 2007 74.94 18.85 5.49 0.72 -
Miconiaibaguensis PESCAN 2008 71.87 24.55 2.93 0.33 0.33
Miconialigustroides  Canastra 2007 81.25 16.67 2.08 - -
Miconiarubiginosa  Canastra 2007 76.03 20.55 3.42 - -
CCPIU 2007 80.47 16.28 3.26 - -
Miconiasdlowiana  Sabia 2008 99.29 0.71 - - -
Miconia stenostachya CCPIU 2007 81.98 16.28 1.74 - -
PESCAN 2007 88.76 10.95 0.29 - -
Microlicia helvola PESCAN 2007 93.85 5.85 0.31 - -
Ossaea congestifiora  PESCAN 2008 99.11 0.89 - - -

Population code: PESCAN: Parque Estadual da Serra de Caldas Novas (48°39’W; 17°46’S);

CCPIU: Reserva Particular do Patrimdnio Natural Clube Caca e Pesca Itorord de Uberlandia

(48°17'W; 18°55'S); Canastra: Parque Nacional da Serra da Canastra (46°15°W; 20°00°S);

Panga: Estacdo Ecoldgica Panga (48°23'W; 19°09'S); Sabia: Parque Municipal do Sabia

(48°14°W; 18°54’S); JK, Parque Municipal John Kennedy (48°11°W; 18°38’S); Uberlandia,

cite of Uberlandia (48°18°W; 18°59°S).
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Figure 1. Some seedlings found in survey analyses for polyembryony in Melastomataceae
from Cerrado , Brazil. Legend: a: Emanueli chamber used in seed germination experiments, b:
disposition of seedlings in Emanueli chamber, c-p: seedlings from some polyembryonic
species of Melastomataceae; c: Chaetostoma pungens, d: Clidemia capitellata, e: Clidemia
hirta, f: Leandra aurea, g: Leandra erostrata, h: Miconia albicans, i: Miconia cuspidata, j:
Miconia elegans, k: Miconia ferruginata, |: Miconia fallax, m: Miconia ligustroides, n:

Miconia rubiginosa, o: Miconia stenostachya, p: Microlicia helvola.
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Figure 2. Frequencies of polyembryonic and monoembryonic species of Melastomataceae
sampled in the Cerrado biome, Brazil. The 53 species analyzed were classified in different
categories. Legend: black bars: monoembryonic species and grey bars: polyembryonic

species.

DISCUSSION

Melastomataceae showed a percentage of polyembryonic species of 33.96% higher
than the observed for the Cerrado Biome communities, with 18.67-30.30% (Salom&o & Allem
2001, Clesnan Mendes-Rodrigues, unpublished results) and Allium, with 26.26% (Specht et
al. 2001) and lower than Malaisyan Dipterocarpaceae, with 77.42% (Kaur et al. 1978). The
variation in polyembryony levels found in Melastomataceae was similar to the observed for
other polyembryonic species in the Cerrado and elsewhere. Variation in the mean embryo
number per seed were found for different individuals (Mendes-Rodrigues et al. 2005), years
(Schmidt & Antlfinger 1992) and taxa (Moreira et al. 1947). The PPS for Allium species also
varied from 0.075 to 32% (Specht et al. 2001) and from 2 to 98% for the Dipterocarpaceae

species (Kaur et al. 1978).
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The seedling size asymmetry found in Melastomataceae is common in other
polyembryonic groups, e.g. Hieracium (Koltunow et al. 1998), and can reflect the embryo
size asymmetry and anomalies in polyembryonic seeds (Mendes-da-Gloéria et al. 2001,
Mendes-Rodrigues et al. 2005). The number up to five seedlings per seed found here is higher
than previously reported for other species of the group (Borges 1991), but comparable with
Dipterocarpaceae (up to 18 seedlings per seed; Kaur et al. 1978) and species as Ophiopogon
japonicus (L.f.) Ker-Gawl (up to 3 seedlings per seed; Fukai et al. 2000), Eriotheca pubescens
(up to 7 seedlings per seed; Mendes-Rodrigues et al. 2005) and Vincetoxicum rossicum (up to
3 seedlings per seed; Ladd & Cappuccino 2005).

The high frequency of polyembryony in Melastomataceae reinforces the idea that the
the family is an apomictic prone group, as showed by previous reproductive studies (ex.:
Renner 1989; Goldenberg & Sheperd 1998; Goldenberg & Varassin 2001). The occurrence of
polyembryony originated by sexual process is rare in nature (Naumova 1992) and in some
Melastomataceae the apomixis is non-pseudogamic, with autonomous fruit formation from
emasculated flowers (Goldenberg & Sheperd 1998), which facilitates the correlation between
apomixis and polyembryony presented here. The cases of polyembryony observed here
elevated to nine the number of genera with this character in the Melastomataceae and clearly
support the phylogenetic trend which associates apomixis with the tribe Miconieae
(Goldenberg & Sheperd 1998), since apomixis and polyembryony commonly appear together
(Carman 1997).

But discrepant results were found in Miconia elegans, that showed polyembryony in
this study while a previous work had showed monoembryony and self-incompatibility
(Borges 1991). But this species was misidentified, with correct name of Miconia chamissois
(Renato Goldenberg, Universidade Federal do Parand, personal communication).
Discrepancies were also found in Trembleya parviflora (D. Don) Cogn., which had showed

autonomous apomixis (Sousa-Silva 2000), but the population studied here presented only
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monoembryonic seeds. Probably these species can show populations with different breeding
system or embryonic patterns (monoembryonic or polyembryonic populations). Pollination
treatments in Trembleya parviflora plants in the Serra da Canastra did not confirm apomixis
(Ana Paula Milla dos Santos, unpublished results) and a populations of Miconia elegans in the
Park of Sabia found low pollen viability (Daniela Guimardes Simdo et al. unpublished
results), an indirect signal of apomixis (Goldenberg & Varassin 2001). These results reinforce
the presence of different breeding systems for both species.

Different populations of Melastomataceae showing variations in breeding systems are
common, as in Rhexia mariana L. which presents both apomixis (Etheridge & Herr 1968) and
self-incompatibility (Kral & Bostick 1969), in Rhexia virginica L. with self-compatibility
(Larson & Barret 1999) and self-incompatibility (Kral & Bostick 1969), in Miconia alata
(Aubl.) DC. with apomixis (Renner 1984) and self-compatibility (Hokche & Ramirez 2008),
in Miconia ciliata DC. with apomixis (Hokche & Ramirez 2008) and self-incompatibility
(Melo & Machado 1998), in Miconia laevigata (L.) D. Don with apomixis (Dent-Acosta &
Breckon 1991) and self-incompatibility (Sobrevila & Arroyo 1982), in Miconia langsdorffii
Cogn. with apomixis (Saraiva 1994) and self-incompatibility (Goldenberg & Shepherd 1998).
The occurrence of apomictic species with sexual populations is found for many gametophitic
apomicts (Asker & Jerling 1992) and recently for sporophytic species as Eriotheca pubescens
(Mart. and Zucc.) Schott et Endl. (Mendes-Rodrigues et al. 2005) and Handroanthus
ochraceus (Cham.) Mattos (Gibbs & Bianchi 1993, Costa et al. 2004).

The association between polyembryony with species broadly distributed was coherent,
since apomictic populations are more frequent in species with ample distribution than in
species showing self-incompatibility or self-compatibility (Santos 2008) and most part of the
polyembryonic species sampled here were apomictic. Higher frequency of polyembryony in
zoochoric species dispersed in wet season is probably related to phylogeny, since the tribe

Miconieae have zoochoric fruits (Santos 2008), are more commonly dispersed during the wet
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season, when faunal activity appears to be higher in the Cerrado region (Oliveira 2008,
Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006). In order to test these associations, probably
will be necessary to include more tribes of the Melastomataceae and contrast these results
with the obtained for other families. The polyembryony had been also described in families
with anemochoric fruits, dispersed during the dry season, as Bignoniaceae (Costa et al. 2004)
and Malvaceae (Mendes-Rodrigues et al. 2005), so that polyembryony may be not triggered
by ecological factors.

The polyembryony/apomixis may be associated with polyploidy in tribe Miconieae.
Solt & Wurdack (1980) found polyploidy in populations of polyembryonics and apomictics
species of Miconia albicans (Sw.) Triana (2n=48), Miconia ibaguensis (2n=62); Miconia
rubiginosa (2n=50), while other monoembryonic/sexual species were diploid as Miconia
theaezans (Bonpl.) Cogn. presented 2n=17. Other apomicts species of Miconia also had
polyploid populations as Miconia dodecandra (Desr.) Cogn. in Mart., 2n=68 (Sobrevila &
Arroyo 1982); Miconia laevigata , 2n=24 (Sobrevila & Arroyo 1982); Miconia minutiflora
(Bonpl.) DC., 2n=34 (Renner 1984); Miconia tomentosa (Rich.) DC., 2n=34 (Renner 1984),
but without reference of polyembryony. These contrast with the sexual species such as
Miconia araguensis Wurdack. SC. (Sobrevila & Arroyo 1982), Miconia ciliata (Melo &
Machado 1998), Miconia macrodon (Naudin) Wurdack (Ziegler 1925), Miconia tuberculata
(Naudin) Triana (Arroyo & Cabrera 1977), which presented diploid populations. The relation
of polyploidy and apomixis is common for species with gametophitic apomixis (Asker &
Jerling 1977; Carman 1997, Hoérandl 2010) and recently had been found for sporophytic
apomixis (Mendes-Rodrigues et al. 2005; Costa et al. 2004), contradicting previous
assumptions from different authors (Horandl 2010). Melastomataceae appears to be another
group to support this relationship. Although apomixis is more related to self-incompatible
groups (Horandl 2010), this is not true for Miconia and the Melastomataceae as a whole,

where self-compatibility is predominant in sexual species (Goldenberg & Shepherd 1994,
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Santos 2008). Generic generalizations are difficult in Melatomataceae, as many genres as
Miconia appear to be paraphyletic (Goldenberg et al. 2008)

Embryological studies in apomictics were unclear, but Borges (1991) in Leandra
australis (Cham.) Cogn. found that embryos could be originated by unreduced embryo-sacs,
in a possibly diplosporic apomixis process, concomitant with adventitious embryos originated
elsewhere in the ovule (Borges 1991). Her results for Miconia discolor showed that
adventitious embryos could occur in the vicinity of the megaspore mother cell, in a species
which was possibly aposporous, with the formation of up to three embryos per ovule.
Adventitious embryos formed from nucellus or suspensor cells have been reported from other
Melastomataceae as Osbeckia hispidisissima Wight, Sonerila wallichii Benn., and Melastoma
malabathricum L. (Subramanyam 1942; 1944; 1948). Probably groups with low PPS were
diplosporics as Leandra (PPS 0-1.29%) and genus with high PPS were aposporic or have
adventitious embryony as Miconia and Clidemia (PPS0.71-28.13%), although embryological
data for Clidemia is missing. This relation of high PPSand sporophytic apomixis were found
among Cerrado species (Clesnan Mendes-Rodrigues, unpublished results)

The origin of polyembryony and apomixis in Melastomataceae are unclear, but high
correlation between polyembryony and apomixis found here tend to show that polyembryony
can be originated from apospory or adventitious embryony in Melastomataceae. These results
can be reinforced for the few embryological results and high correlation found between
adventitious embryony and polyembryony (Carman 1997; Naumova 1992) and the difficulty
of polyembryony to originate either from diplosporic or sexual embryo sac.

There are many questions remaining about the occurrence of apomixis/polyembryony
in seeds of Melastomataceae. We need to understand how in such small seed, many with
dormancy, is possible the coexistence of more than one embryo and if this character could
differentiate the seed and seedling biology of one of the most important families for

Neotropical biomes as the Cerrado. Perhaps, these asexual reproduction alternative could
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explain the success of the family with ca. 4500 species.; and reinforce their presence in a
biome that is suffering increasing pressures of agriculture and human development.

We found that species of Melastomataceae presented in Cerrado biome showed high
frequency of species with polyembryony associated with occurrence of apomixis. The
polyembryony was concentrated in Miconieae, in species with ample distribution and
associated with polyploidy. The presence of extra embryos in one seed could be used as one
indication of asexual reproduction in this group until in species with low percentage of

polyembryonic seeds in populations.
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Capitulo 4

M osaicos reprodutivos em duas especies de Eriotheca

(Bombacoideae, M alvaceae): reproducdo sexual versus apomixia

Resumo: A ocorréncia de mosaicos reprodutivos tem sido caracterizada em varios grupos
vegetais. Muitas dessas variagdes, no sistema reprodutivo, sdo associadas a variacfes na
ploidia. Espécies sexuadas tendem a apresentar diploidia, enquanto as apomiticas sao
comumente polipldides, com fortes diferengas nas caracteristicas morfoldgicas, quimicas e
ecoldgicas entre os grupos. O objetivo do trabalho foi verificar a ocorréncia de variaces no
sistema reprodutivo em populagdes de espécies de Eriotheca pubescens e Eriotheca gracilipes
(Bombacoideae, Malvaceae), caracterizando os mosaicos reprodutivos quanto ao sistema
reprodutivo, padrao de distribuicdo geografica, aspectos morfoldgicos e citogenéticos. Tanto
Eriotheca pubescens (EP) quanto Eriotheca gracilipes (EG) mostraram populagfes com dois
padrdes de embrionia, um com individuos estritamente monoembriénicos (PM) e outro com
poliembribnicos (PP). O padrdo de distribuicdo dos individuos poliembriénicos foi
contrastante entre as duas espécies com o0s de EP na periferia e os de EG no centro. Os frutos
tenderam a serem maiores em EP e maiores para os individuos poliembridnicos; com maior
similaridade entre EG-PP e EG-PM, seguida de EP-PM e de EP-PP. A maior capacidade de
dispersdo de EP-PP pode estar relacionada ao maior nimero de sementes por fruto e pela
possibilidade de ocorréncia de gendtipos com maior adaptabilidade, evidenciada pelos
menores valores de coeficiente de variagdo. Os testes de sistema reprodutivo nos individuos
tetraploides de EP-PM mostraram que 0s mesmos sdo sexuados e apresentam auto-
incompatibilidade, além de suas progénies apresentarem maior variabilidade genética que as

de EP-PP. Embora muitas das generalizacbes para espécies com apomixia gametofitica
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tenham sido encontradas em Bombacoideae, a apomixia esporofitica no grupo mostrou varias
caracteristicas distintas dos padrdes gerais. Uma delas foi a ocorréncia de polipldides auto-
incompativeis e sexuados em EP-PM, embora todos os individuos poliembriénicos em
Eriotheca gracilipes e Eriotheca pubescens tenham sido hexapldides. Embora com presenca
de variacdo, foi observado que muitas das caracteristicas anteriormente relacionadas a
espécies com apomixia gametofitica também sdo associadas a espécies com apomixia

esporofitica.

Palavras chave: poliembrionia, monoembrionia, apomixia, sistema reprodutivo, citogenética,

biometria de frutos, RAPD, partenogénese geografica, Cerrado, Bombacaceae.

Introducao

Mosaicos reprodutivos sdo comuns em diversos grupos vegetais, sendo as variagdes
mais comuns a ocorréncia de espécies autocompativeis e auto-incompativeis ou a presenca de
espécies sexuadas e assexuadas num mesmo grupo (Richards 1986, Asker & Jerling 1992,
Horandl 2010). Muitas destas variacbes no padrdo de reproducdo tém sido associadas a
diferengas citogenéticas. Geralmente citotipos dipldides tém sido relacionados a espécies com
reproducdo sexuada e autoesterilidade, enquanto citotipos polipléides sdo relacionados com a
reproducdo assexuada via apomixia gametofitica e autofertilidade (Asker & Jerling 1992,
Carman 1997, Horandl 2010,). Por sua vez, a ocorréncia de citotipos também é relacionada
com diferencas na expressdo de fatores como composicdo quimica (Berkov 2001),
caracteristicas reprodutivas, vegetativas (Jaskani et al. 2005; Scott et al. 1998), padrdo de
germinacdo das sementes (Scioli 1981), distribuicdo geografica (Asker & Jerling 1992) e

respostas a herbivoros (Nuismer & Thompson 2009).
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Muitos dos estudos de espécies com mosaicos reprodutivos tém sido essencialmente
focados em espécies que apresentam populacdes sexuadas e apomiticas (Asker & Jerling
1992). A apomixia é caracterizada pela formagdo autbnoma de embrifes sem a ocorréncia de
fecundacdo (Koltunow 1993). A maioria dos estudos com popula¢bes apomiticas tém
envolvido espécies com apomixia gametofitica em ambientes temperados (Horandl 2010),
enquanto estudos para espécies com apomixia esporofitica e para regides tropicais sdo ainda
raros. A poliembrionia, ocorréncia de mais de um embrido por semente, tem sido fortemente
correlacionada a apomixia (Carman 1997, Naumova 1992), e existem registros de espécies
com individuos e/ou popula¢cBes monoembribnicas ou poliembridnicas para Citrus limon (L.)
Burm. (Wilms et al. 1983), Citrus sinensis (L.) Osbeck (Domingues et al. 1999) e Eriotheca
pubescens (Mart. & Zucc.) Schott. & Endl. (Mendes-Rodrigues et al. 2005).

Eriotheca (Malvaceae-Bombacoideae) é um género de arvores tropicais, representado
por algumas espécies na regido dos Cerrados brasileiros. Embora a maioria das espécies nesta
subfamilia seja autoestéril e apresente auto-incompatibilidade de acdo tardia (Gibbs &
Bianchi 1993, Gribel et al. 1999, Gribel & Gibbs 2002), ha registros de espécies com
autofertilidade, apomixia e poliembrionia (Robyns 1959, Baker 1960, Duncan 1970, Oliveira
et al. 1992; Mendes-Rodrigues et al. 2005). Neste cenario, Eriotheca mostra-se um grupo
diversificado, pela presenca de auto-incompatibilidade e diploidia em Eriotheca gracilipes
(K. Schum.) A. Robyns e autocompatibilidade, poliploidia e apomixia em Eriotheca
pubescens, espécies simpatricas e comumente encontradas no Bioma Cerrado (Oliveira et al.
1992).

Esse grupo permite testar a associacdo de variacGes na ploidia com a ocorréncia de
diferentes sistemas reprodutivos. E ainda é possivel testar se essas diferencas citoldgicas
também estdo associadas a diferencas morfoldgicas, ao padrdo de distribuicdo das espécies

como é observado para algumas espécies com apomixia gametofitica (Asker & Jerling 1992),
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uma vez que alguns autores ndo acreditam na associacdo de poliploidia com apomixia
esporofitica (Ramsey & Schemske 1998, Horandl 2010).

O objetivo do trabalho foi verificar a ocorréncia de variagdes no sistema reprodutivo
em populacdes de espécies de Eriotheca, com especial referéncia a Eriotheca pubescens e
Eriotheca gracilipes, caracterizando os mosaicos reprodutivos quanto ao sistema reprodutivo,
padrdo de distribuicdo geogréfica, aspectos morfoldgicos e citogenéticos. Também objetivou-
se testar se ocorrem polipldides em outras espécies de Bombacoideae e se essa ocorréncia esta

associada a poliembrionia.

Material e M é&odos

Espécies e populagdes amostradas - Eriotheca pubescens e Eriotheca gracilipes sdo arvores
com até 12 m de altura, comuns em &reas de cerrado no Brasil Central, ocorrendo do estado
do Maranhdo até o norte de Séo Paulo, e da Bahia até o Mato Grosso. Elas florescem de maio
até setembro e produzem frutos que amadurecem de setembro a outubro. Os frutos sdo
capsulas que expdem as sementes em tufos de plumas dispersas pelo vento (Oliveira et al.
1992). As populagbes das duas espécies foram amostradas no estado de Minas Gerais,
municipio de Uberlandia, e ao longo das BRO50 ligando Uberlandia e Brasilia, BR452 -
BR262 que liga Uberléandia a Belo Horizonte e também foram incluidos individuos
amostrados nos municipios de Varjdo de Minas, estado de Minas Gerais; de Caldas Novas e
de Cristalina, estado de Goias.

Outras espécies de Bombacoideae ocorrentes na regido foram incluidas somente como
grupos externos para a analise de agrupamento da biometria de frutos e da citogenética.
Eriotheca candolleana (K. Schum.) A. Robyns é uma espécie predominantemente florestal
gue apresenta 0 mesmo padrao fenoldgico das espécies anteriores de Eriotheca. Bombacopsis

glabra (Pasg.) A. Robyns foi coletada no campus da Universidade Federal de Uberléandia,
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onde é cultivada como arborizagéo; Pseudobombax longiflorum (Mart. & Zucc.) A. Robyns e
Pseudobombax tomentosum (Mart. & Zucc.) A. Robyns. foram coletadas nas mesmas areas
amostradas para Eriotheca.

Os materiais testemunha das espécies foram incluidos no Herbarium Uberlandense:
Eriotheca pubescens, individuos monoembridnicos (HUFU50731) e individuos
poliembriénicos (HUFU25854); Eriotheca gracilipes, individuos monoembridnicos
(HUFU25856) e individuos poliembridnicos (HUFU50733); Eriotheca candolleana
(HUFU50730); Bombacopsis glabra (HUFU52182), Pseudobombax longiflorum

(C.M.Rodrigues 75).

Ocorréncia de poliembrionia — Como os individuos com diferentes padrdes de embrionia
(individuos monoembriénicos e poliembriénicos) sdo indistinguiveis vegetativamente, as
sementes foram coletadas e amostradas separadamente por individuo. Para a avaliacdo da
poliembrionia as sementes fora dissecadas e 0 nimero de embrides por semente foi contado.
Para Eriotheca pubescens e Eriotheca gracilipes, as populacdes foram georeferenciadas
utilizando-se GPS para a determinacdo do padrdo de distribuicdo geogréafica. Foi anotada
ainda a altitude aproximada do local de coleta de cada um dos individuos.

Para a avaliacdo da variacdo anual e intra-especifica na freqliéncia de poliembrionia
em individuos poliembridnicos de Eriotheca gracilipes e Eriotheca pubescens, as sementes
foram coletadas separadamente por individuo e para diversos anos. Para Eriotheca pubescens,
padrdo poliembrioénico (EP-PP), as coletas foram realizadas em 33 individuos em 2003;
guatro em 2005; trés em 2006; dois em 2007 e cinco em 2008. Para Eriotheca gracilipes,
padrdo poliembridnico (EG-PP), foram coletados dois individuos em 2006, dois em 2007 e
sete em 2008. Para os individuos monoembridnicos foram amostrados trés em 2007 e 31 em
2009 para Eriotheca gracilipes (EG-PM), cinco em 2005, trés em 2006, seis em 2007 e 2009

para Eriotheca pubescens (EP-PM). O baixo nimero de individuos amostrados em alguns dos
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anos foi relacionado a fortes diferencas no padréo de frutificacéo e predacédo de frutos entre os
anos. A altitude onde os individuos de EP-PP e EP-PM se encontravam foi registrada somente
para alguns dos individuos durante os anos de 2003, 2005 e 2008 (n em 2003: EP-PM =5 ¢
EP-PP = 33; n em 2005: EP-PM = 10 e EP-PP = 5; n em 2008: EP-PM = 7 e EP-PP = 17).
Para os individuos de EP-PP amostrados em 2003 a altitude foi correlacionada com o nimero
médio de embrides por semente.

A amostragem do nimero de embrides por semente para os diferentes anos e
individuos foi variada. Desta maneira, a freqliéncia relativa das sementes coletadas por
diferente classe embridnica (definida pelo nimero de embrides por semente) foi corrigida.
Para isto, a contribui¢do de cada semente na amostra foi balanceado em fungdo do nimero de
sementes amostradas no ano e do nimero de anos amostrados a partir da equacdo FRC sem =
100/ na/ nia;/ nsi j5; onde FRC sem: Freqliéncia relativa corrigida por semente, na= nimero
de anos amostrados, nia; = nimero de individuos amostrados no i ano, nsiiz = nlimero de
sementes amostradas no i individuo no i™ ano. A FRC de cada classe embridnica foi obtida

pelo somatorio da contribuicdo de cada semente.

Biometria — Para a avaliagdo da similaridade morfoldgica dos frutos entre as espécies, foi
realizada coleta de frutos entre 2003 e 2009. Para Eriotheca gracilipes foram amostrados sete
individuos de EG-PP em 2008 e 31 de EG-PM em 2009. Para Eriotheca pubescens foram
amostrados 33 individuos de EP-PP em 2003, cinco em 2003 e 31 em 2009 de EP-PM. Foram
amostrados um individuo de Pseudobombax tomentosum em 2009, um em 2003 para
Pseudobombax longiflorum, e sete em 2003 para Bombacopsis glabra. Nao foi possivel
realizar a biometria de frutos de Eriotheca candolleana.

Para todas as espécies, os frutos foram medidos separadamente por individuo (de trés a
61 frutos por individuo), com o auxilio de paquimetro digital (Stainless Worker®; 0,01 mm).

Foram aferidos o comprimento do fruto, a maior largura do fruto, o comprimento do
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pedunculo, o nimero de sementes mal-formadas e 0 nimero total de sementes por fruto. Foi
realizada analise de agrupamento utilizando-se o método de UPGMA, a partir de distancia
euclidiana simples, com o uso do programa Fitopac 1.6.4 (Shepherd 2006), para a qual se
utilizou os valores médios das medidas dos frutos, independente do individuo. Os valores
médios das medidas foram comparados entre os padrdes embridnicos de Eriotheca pubescens
e Eriotheca gracilipes, sendo que os dados das demais espécies ndo foram incluidos nessa

andlise, servindo somente como grupos externos na analise de agrupamento.

Embriologia - Foram coletados botdes florais, flores e frutos em diferentes fases de
desenvolvimento em individuos monoembridnicos de Eriotheca pubescens, populacdo de
Cristalina em 04/08/2007, com objetivo de identificar a origem dos embrides nas sementes
monoembridnicas. Os diferentes estagios foram fixados em FAA modificado (Lersten &
Curtis 1988) ou em solugéo de glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampdo fosfato (pH 7,2
- 0,1 M) (McDowel & Trump 1976). Em seguida foram tratados como referido para cada
técnica e estocados em alcool etilico 70% (Jensen 1962). O material foi incluido em Paraplast
(Sass 1951) ap6s desidratacdo em série butilica (Kraus & Arduin, 1997) e seccionado
transversal e longitudinalmente em micrétomo rotativo. As secc¢fes de une f8r am
submetidas a dupla coloragdo com azul de astra e fucsina basica (Kraus & Arduin1997). Os
resultados foram registrados por meio de imagens obtidas em fotomicroscopio Zeiss

Axioplan, utilizando-se camera digital Sony DSC-W30 e o programa DPController.

Sistema de reproducdo — O sistema reprodutivo de EP-PM foi estudado a partir de
tratamentos de polinizacdo controlada realizados na populacéo de Cristalina, estado de Goias,
em Junho de 2009. Foram utilizados apenas individuos que produziram exclusivamente
sementes monoembridnicas. Para o tratamento de autopolinizacdo, as flores em pré-antese

foram emasculadas e polinizadas com pélen de flores de primeiro dia de abertura obtidas do



113

mesmo individuo. Para o tratamento de polinizacdo cruzada flores abertas de primeiro ou
segundo dia foram polinizadas com poélen oriundo de outros individuos. Nos dois tratamentos
as flores foram mantidas ensacadas até a avaliagdo da formacéo de frutos. Para o tratamento
controle foram utilizadas flores de 1° dia que foram apenas marcadas e expostas a polinizagdo
natural. Todos os tratamentos foram marcados com auxilio de linha colorida e a formagéo de
frutos foi avaliada 27 dias ap0s a polinizac¢do (03/07/2009). Os resultados foram comparados
aos dados de frutificacdo de EG-PM obtidos por Oliveira et al. (1992) e Rodrigues (2001) e

de EP-PP obtidos por Oliveira et al. (1992) e Mendes-Rodrigues et al. (2005).

Citogenética — Para a determinagdo do numero cromossdmico das espécies foram coletadas
sementes separadas por individuo, nas mesmas populacGes avaliadas para poliembrionia, nos
anos de 2007, 2008 e 2009. As sementes foram semeadas sobre vermiculita, umedecida com
agua destilada, sendo mantidas em caixas de germinacao transparentes (gerbox) em cadmara de
germinacdo (Modelo MDG2000, Seedburo Company, £ 25 °C). ApOs a germinacdo, as
radiculas das plantulas foram coletadas (2-5 mm da ponta) e tratadas em paradiclorobenzeno
por 4 h a temperatura de 16-18 °C ou com 8-hidroxiquinoleina por 4 h, entre 16-18 °C ou por
24 h a 4 °C. Em seguida as mesmas foram fixadas em solucdo Carnoy (etanol:acido acético,
3:1, mL/mL) por 48 h e estocadas em etanol 70%, a 4 °C. Para visualizacdo das metafases
mitdticas as raizes passaram por trés lavagens seguidas, em agua destilada, com duracéo de
cinco minutos cada. Posteriormente, foram hidrolisadas em HCI 5N a temperatura ambiente,
por 10-20 minutos, repetidas as trés lavagens em agua destilada e em seguida maceradas em
acido acético 45%. Para montagem e coloragdo das laminas foi realizada a técnica de

esmagamento e coloracdo com Giemsa a 2% (Guerra, 1983).

Variabilidade genética entre progénies - Para a avaliacdo da variabilidade genética entre as

progénies de Eriotheca gracilipes e Eriotheca pubescens as sementes de quatro individuos
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monoembridnicos de EP-PP, um de EGP-PM e quatro individuos poliembriénicos de EP-PP;
todas coletadas no ano de 2003 foram cultivadas para obtengdo de plantulas. As sementes
foram semeadas em bandejas de isopor multicelulares com substrato comercial (Plantmax®) e
cultivadas em estufa por aproximadamente seis meses. Foram coletadas cinco progénies para
cada individuo de EP-PP e EP-PM e quatro para EG-PM. A parte aérea das plantulas foi
coletada e armazenada em freezer a - 70 °C. O DNA gendémico foi extraido seguindo
protocolos de CTAB (Doyle & Doyle 1986), com modifica¢bes. A partir do DNA gendmico
foram utilizados primers arbitrarios tipo RAPD (Operon Technologies: OPJ19, OPMO05,
OPNO02, OPNO03, OPNO5, OPN10, OPP18) para amplificagdo e os fragmentos foram
visualizados em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etideo, visualizados com luz
ultravioleta e fotografados. O padrdo de bandas foi comparado com o uso de analise de
agrupamento, utilizando-se o método de UPGMA a partir de distancia euclidiana simples,

com o uso do programa Fitopac 1.6.4 (Shepherd 2006).

Andlise Estatistica — O NMES (nimero médio de embriGes por semente) dos individuos
poliembridnicos de Eriotheca foi testado com o uso de Nested ANOVA. Foram realizadas
duas analises, uma para a comparagdo das espécies, onde os individuos foram aninhados
dentro de anos e 0s anos aninhados dentro de cada espécie. Na segunda analise, realizada para
a comparagdo dos anos isoladamente para cada espécie, os individuos foram aninhados dentro
de cada ano. Os NMES por ano ou por espécie, foram comparados par a par com 0 uso do
teste de Tukey. Os dados de biometria dos frutos dos padrdes de embrionia de Eriotheca
pubescens e Eriotheca gracilipes também foram comparados com uso de Nested ANOVA,
com os individuos aninhados dentro de cada padrdo de embrionia, sendo que as médias foram
comparadas com o uso do teste de Scott-Knott, para a formacdo de grupos independentes. O
uso de Nested ANOVA também permitiu a decomposi¢do da variancia com o objetivo de

definir a proporcédo da variacdo explicada para cada fator envolvido na analise. As analises do
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Nested ANOVA foram realizadas no programa SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas e
Geneéticas (Ribeiro Junior, 2001). A correlacdo entre 0 NMES e a altitude foi testada com o
teste t de Student e a comparacdo entre altitudes de ocorréncia dos individuos foi testada com
0 uso de ANOVA para dois fatores (ano de amostragem e padrao de embrionia). Para todas as

andlises a significancia adotada foi de 0,05.

Resultados

Padrdes de embrionia - Foram encontrados individuos monoembridnicos para Eriotheca
candolleana, Eriotheca pubescens (Figuras 1A, 1E), Eriotheca gracilipes (Figuras 1C, 1G),
Pseudobombax longiflorum e Pseudobombax tomentosum; e individuos poliembridnicos para
Bombacopsis glabra, Eriotheca pubescens (Figuras 1B, 1F), e Eriotheca gracilipes (Figuras
1D, 1H),. Os mosaicos reprodutivos foram presentes somente para Eriotheca pubescens e

Eriotheca gracilipes.

Caracterizacdo da poliembrionia em Eriotheca - Os individuos de EG-PP mostraram tanto
a formacdo de sementes monoembridnicas como poliembridnicas para todos 0s anos com
forte variabilidade entre os individuos (Figura 2) e com predominancia de sementes
poliembribnicas (PSP = 95,35%, Figura 3), com a formac&o de até 10 embrides por semente.
Em EP-PP também se encontrou sementes monoembridnicas e poliembribnicas (Figura 3)
para todos os anos, com variabilidade entre os individuos (Figura 2) e predominancia das
sementes poliembridnicas (PSP = 87,35%, Figura 3), com a formacao de até 15 embriGes por
semente. O nimero médio de embrides por semente (NMES) deferiu entre as duas espécies,
com Eriotheca pubescens mostrando o maior NMES sendo que a variagdo foi explicada
principalmente pelo fator individuo (34,19%), em comparacdo com a variagdo entre anos de

amostragem (0%). O NMES também variou entre 0s anos de amostragem para as duas
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espécies, quando as espécies foram analisadas independentemente, sendo que os fatores ndo
controlados foram mais importantes para explicar a variabilidade no NMES embora o fator
individuo para EP-PP tenha explicado 39,27% da variancia (Tabela 1). Os padrdes
poliembribnicos das duas espécies de Eriotheca mostraram variabilidade entre individuos
para 0 nimero médio de embrides, sendo que em EP-PP foi encontrada variagdo de 1,27 a
6,71 embrides por semente e em EG-PP foi encontrada variagéo de 2,55 a 3,90 embrides por
semente (Figura 2).

O NMESpara EP-PP em 2003 foi correlacionado a altitude dos individuos (r = 0,4184;
t = 2,56; P = 0,0153). A altitude de localizagdo dos individuos amostrados de Eriotheca
pubescens variou para 0s dois padrdes de embrionia (F1.71 = 22,02; P < 0,0000) com EP-PM =
1059,36 + 22,52 e EP-PP = 941,51 = 13,03, e ndo ocorreu interagdo entre o ano de

amostragem e o padréo de embrionia (F2.71 = 2,19; P = 1,0000).
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Figura 1. Caracterizacdo de espécies de Eriotheca (Bombacoideae, Malvaceae). com
diferentes padrbes de poliembrionia. Legenda: EG: Eriotheca gracilipes, EP: Eriotheca
pubescens — PM: Padrdo Mono, individuos com sementes exclusivamente monoembrifnicas,
PP: Padrdo Poli, individuos com sementes poliembridnicas. Escalas 1 cm.

Fig. 1A-D: Individuos em fase de frutificacdo no campo. Fig. 1A: EP-PM, Fig. 1B: EP-PP,
Fig. 1C: EG-PM, Fig. 1D: EG-PP; Fig. 1E-H: Sementes com embrides dissecados logo apos
a germinacédo das sementes. Fig. 1E: EP-PM, Fig. 1F: EP-PP, Fig. 1G: EG-PM, Fig. 1H: EG-
PP; Fig. 11-L: Embriogénese de embrides sexuados e assexuados. Fig. 11: EP-PM, Fig. 1J:
EP-PP, Fig. 1K: EG-PM, Fig. 1L: EG-PP, desconhecida; Fig. IM-P: Frutos maduros. Fig.

1M: EP-PM, Fig. IN: EP-PP, Fig. 10: EG-PM, Fig. 1P: EG-PP.
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Tabela 1. Avaliacdo do nimero de embriGes por semente, em espécies poliembridnicas de
Eriotheca (Bombacoideae, Malvaceae), em funcdo da espécie e do ano de coleta. Médias
seguidas pela mesma letra, em cada comparacdo, ndo sdo diferentes baseadas no teste de
Tukey.

Legenda: NMES Numero médio de embrides por semente, PSP: Porcentagem de sementes

poliembribnicas, F: estatistica F de Snedecor para o teste de Nested ANOVA, **: P <0,0001;
cszsp: variancia para o efeito espécie, c%no (cszsp): variancia para o efeito ano aninhado em

espécie, o%ing (0%no): Variancia para o efeito individuo aninhado em ano e c%xo: Variancia para

o efeito ano.

Espécie Ano ) r_]o de " de NMES =T PSP (%) Minir-no _
individuos sementes Padréo Maximo

E. gracilipes  Todos Todos 1418 363b 0,04 95,35 1-10

E. pubescens  Todos Todos 3083 386a 0,04 87,35 1-15

F (espécie) 17,83 **; 6%, 0,00%
F ano (espécie): 36,27 **; %o (6%p): 0,00%
F individuo (ano): 39,97 **; 6%ing (6%no): 34,19%

E. gracilipes Ano 2006 2 85 3,36 b 0,16 91,76 1-7

Ano 2007 2 625 385a 0,06 96,96 1-10

Ano 2008 7 708 348b 0,06 94,35 1-10

F (ano): 11,95 **; 6%uo: 1,41%

F individuo (ano): 5,26 **; 6%ng (6%no): 3,46%

E. pubescens Ano 2003 33 1650 4,05b 0,05 91,94 1-13

Ano 2005 4 203 3,93bc 0,11 94,58 1-9

Ano 2006 3 354 3,57¢ 0,09 88,42 1-8

Ano 2007 2 182 490a 0,21 83,52 1-15

Ano 2008 5 694 3,26d 0,09 74,78 1-15

F (ano): 45,76 **: 6%n0: 0,00%
F individuo (ano): 39,92 **: 6%nq (6%n0): 39,27%
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Figura 2. Padrdo de variabilidade intra-especifica no nimero médio de embrides por semente
(T: erro padrdo) de duas espécies poliembridnicas de Eriotheca (Bombacoideae, Malvaceae),
para diferentes anos de amostragem. Legenda: Os numeros se referem ao individuo de coleta;
em ordem crescente de nimero médio de embrides por semente, para cada um dos anos

amostrados.



120

Tabela 2. Numero de sementes avaliadas para analise de poliembrionia em espécies de
Bombacoideae (Malvaceae), com padrdo monoembribnico, em funcdo da espécie e do ano de
coleta.

Legenda: NMES. Numero médio de embrides por semente, PSM: Porcentagem de sementes

monoembridnicas.

Espécie Ano _ ,?o de " de NMES PSM (%)
individuos sementes

Eriotheca candolleana 2007 2 417 1,00 100,00
Eriotheca gracilipes 2007 3 34 1,00 100,00
2009 31 285 1,00 100,00

Todos - 319 1,00 100,00

Eriotheca pubescens 2003 5 250 1,00 100,00
2006 3 111 1,00 100,00

2007 6 640 1,00 100,00

2008 6 1408 1,00 100,00

Todos - 2409 1,00 100,00

Pseudobombax tomentosum 2003 3 100 1,00 100,00
2008 5 3097 1,00 100,00

Todos - 3197 1,00 100,00

Pseudobombax longiflorum 2003 3 100 1,00 100,00
2008 9 1409 1,00 100,00

Todos - 1509 1,00 100,00
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Figura 3. Freqliéncia Relativa Corrigida (FRC em %) do nimero de sementes com diferentes
numeros de embrides por semente em individuos poliembriénicos de Eriotheca pubescens e

Eriotheca gracilipes (Bombacoideae, Malvaceae), independente do individuo e do ano de

coleta.
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I ndividuosmonoembribénicos Individuospoliembridnicos
Eriothecagracilipes

Individuosmonoembridnicos  Individuospoliembrionicos
Eriotheca pubescens

Figura 4. Padrdo de distribuicdo geografica de individuos monoembribnicos e
poliembridnicos de duas espécies de Eriotheca (Bombacoideae, Malvaceae).

Legenda: Fig. 4A: Individuos monoembridnicos de Eriotheca gracilipes, Fig. 4B: Individuos
poliembribnicos de Eriotheca gracilipes, Fig. 4C: Individuos monoembridnicos de Eriotheca

pubescens e Fig. 4D: Individuos poliembridnicos de Eriotheca pubescens.
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Biometria - Todos os frutos de Eriotheca sdo capsulas oblongas (com comprimento maior
que a largura), loculicidas, com cinco léculos que, ao abrir, expdem suas sementes em tufos
de plumas (Figura 1M-P). A principal diferenca entre os frutos é que os de EP-PM e EP-PP
sdo pilosos (Figura 1M-N) e os de EG-PM e EG-PP sdo glabrecentes, com tricomas
ferrugineos esparsos (Figura 10-P). O comprimento, a largura e o nimero de sementes dos
frutos foram maiores para EP-PP, enquanto o numero de sementes mal-formadas por fruto foi
maior para EP-PM (Tabela 3). As menores medidas dos frutos foram encontradas em
Eriotheca gracilipes (EG-PM), que apresentaram os menores valores da largura do fruto e
namero de sementes mal-formadas. Os frutos de EG-PP apresentaram os menores valores do
comprimento do fruto e o nimero de sementes por fruto ndo variou entre os dois padrdes.

Os individuos de EP-PP mostraram menor variabilidade, medida pelo coeficiente de
variacdo, para o comprimento, largura e nimero de sementes dos frutos, com 0s outros
padrdes sem diferencas quanto a variabilidade. O comprimento do pedinculo ndo apresentou
diferencas entre os padrdes testados e a maior variabilidade para o niumero de sementes mal-
formadas foi encontrada para EG-PP, sem diferencas entre as demais padroes (Tabela 1).

A andlise de agrupamento mostrou que os dois padrdes de embrionia de Eriotheca
gracilipes foram muito similares quanto a morfologia do fruto, sendo mais distantes dos
padrées EP-PM e EP-PP. Os grupos externos diferiram de Eriotheca, sendo que
Pseudobombax formou um grupo mais externo e Bombacopsis glabra foi mais similar aos

padrdes de Eriotheca do que de Pseudobombax (Figura 5).
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Tabela 3. Biometria de frutos de Eriotheca pubescens e Eriotheca gracilipes (Bombacoideae,
Malvaceae) com diferentes padrbes de embrionia (PM: individuos com sementes
monoembridnicas e PP: individuos com sementes poliembridnicas). Médias seguidas pela
mesma letra em cada coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott.

Legenda: F: estatistica F de Snedecor para o teste de Nested ANOVA, **: P < 0,0001; czsp:
variancia para o efeito espécie, o%ng (czsp): variancia para o efeito individuo aninhado em

espécie, CV: Coeficiente de variacao.

Caracteristica (unidade)  Espécie Padrédo Média ErroPadrdo  Minimo  Maximo  CVgio (%)
E:n:’nr:;’“me”to dofruto e oacilipes  PM 52,40 055 2426 92,87 13222
PP 42,71d 0,60 27,49 63,48 12,61 a
E. pubescens PM 67,20 b 2,06 40,40 127,21 11,66 a
PP 72,85 a 0,92 46,90 109,10 8,23 b

F (espécie) 647,80 **; o°,: 46,47%
F individuo (espécie): 29,17 **; 6%ng (6%): 38,33%

Largura do fruto (mm) E. gracilipes PM 32,41d 0,21 16,20 46,09 9,09 a
PP 33,59¢ 0,49 21,61 56,01 10,01 a
E. pubescens PM 39,35b 0,52 27,40 53,60 8,79 a
PP 49,56 a 0,33 37,40 61,60 5,83 b

F (espécie) 1316,68 **; czsp: 73,73%
F individuo (espécie): 15,71 **; 6%ng (6%p): 14,94%

Comprimento do

, E. gracilipes PM 18,30 ¢ 0,21 9,86 42,98 16,76 a
pedinculo (mm)

PP 2131a 0,35 13,27 36,14 12,28 a

E. pubescens PM 15,29d 0,51 7,26 28,80 16,16 a

PP 20,90 b 0,29 11,70 31,00 14,10 a

F (espécie) 119,52 **; o, 17,09%
F individuo (espécie): 16,48 **; 6%ng (c%): 48,17%

N° de sementes mal-

E. gracilipes PM 0,21c 0,03 0,00 5,00 179,48 b
formadas por fruto
PP 0,40 b 0,08 0,00 6,00 298,96 a
E. pubescens PM 0,92 a 0,17 0,00 10,00 165,34 b
PP 0,41b 0,07 0,00 5,00 113,53 b

F (espécie) 21,82 **; o’ 5,75%
F individuo (espécie): 4,59 **; 6% (6%y): 22,92%

Nimero de sementes

por fruto E. gracilipes PM 1341c 0,34 2,00 43,00 36,62 a
PP 12,95¢ 0,35 4,00 23,00 31,02 a

E. pubescens PM 15,73 b 0,64 4,00 37,00 34,87 a

PP 18,87 a 0,46 6,00 41,00 24,90 b

F (espécie) 55,77 **; %, 12,31%
F individuo (espécie): 7,99 **; 6%q (6%): 33,78%
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Figura 5. Andlise de agrupamento pelo método UPGMA (ligacdo de grupos ndo-ponderados
por média aritmética) de espécies de Bombacoideae (Malvaceae), com diferentes padrdes de
embrionia, em funcdo da morfologia do fruto. Medidas adotadas para o agrupamento:
comprimento e largura do fruto, comprimento do peddnculo, nimero de sementes mal-
formadas por fruto e nimero de sementes por fruto.

L egenda: Padrdo Mono: individuos com sementes exclusivamente monoembridnicas, Padréo

Poli: individuos com sementes poliembridnicas.

Embriologia - As analises embrioldgicas de sementes monoembriénicas (EP-PM) mostraram
a formacdo de um saco embrionario do tipo Polygonum na fase de antese e a formagdo de um
unico zigoto em cada semente (Figura 11). Ndo foram observadas indicacGes ou sinais da
formacdo de embrides adventicios de origem assexuada, confirmando a origem sexuada dos
embrides nesse padrdo. As analises comparativas mostraram também a formacao de um Unico
zigoto e embrifes sexuados para Eriotheca candolleana e para sementes monoembridnicas de
Eriotheca gracilipes (EG-PM) (Figura 1K). Estes resultados contrastam com a formacéo de
embrides adventicios a partir do nucelo nas sementes poliembridnicas de Eriotheca pubescens

(EP-PP) (Figura 1J, mas ver detalnes em Mendes-Rodrigues et al. 2005). A origem dos
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embrides de EG-PP nédo pode ser determinada, embora a posicdo dos embrides dentro da

semente também indique a origem a partir de células do nucelo, pela similaridade com EP-PP,

Sistema de reproducdo - Todos os individuos utilizados nos tratamentos somente
produziram progénies com 2n=4x=184, conforme as avalia¢fes citogenéticas feitas para o ano
de 2008. N&o foi possivel avaliar os individuos com 2n=3x=138, por auséncia de floracdo
suficiente para a realizagdo dos tratamentos. Os cruzamentos controlados mostraram que 0S
individuos de Eriotheca pubescens com sementes monoembridnicas (EP-PM) sdo auto-
incompativeis e as taxas de frutificacdo para polinizacdo cruzada e natural foram semelhantes
aos resultados de outros estudos com Eriotheca (Tabela 4). Para Eriotheca gracilipes padrao

poliembriénico (EG-PP) ndo foi possivel a execugdo dos cruzamentos.

Tabela 4. Porcentagem de formacéo de frutos para tratamentos de polinizacdo em Eriotheca
spp. (Bombacoideae, Malvaceae) com padrbes embridnicos contrastantes (Padrdo Mono:
individuos com sementes monoembridnicas e Padrdo Poli: individuos com sementes

poliembridnicas).

Espécies (padrdo embribnico), Referéncia

% de frutos formados (n° de flores tratadas)

E. pubescens (Mono) E. pubescens (Poli) E. gracilipes (Mono)
Mendes-
Oliveira et Oliveira et Rodrigues
Tratamento Este estudo Rodrigues
al. (1992) al. (1992) (2000)
(2005)
Autopolinizagéo 0,00 (37) 15,00 (68) 13,24 (204) 0,00 (170) 0,00 (103)
Polinizacdo cruzada 17,24 (29) 10,00 (67) 7,92 (101) 19,40 (185) 1,78 (56)

Polinizacdo natural 7,50 (40) 6,00 (83) 33,33 (66) 9,62 (291) 1,01 (99)
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Variabilidade genética entre progénies — As analises genéticas das progénies de EP-PM,
EP-PP e EG-PM mostraram resultados de dificil interpretacdo e ainda incapazes de
demonstrar a formacdo de embrides sexuados e assexuados no grupo (Figura 6). Foram
encontrados padrdes clonais diferentes em um mesmo individuos (individuos 7, 16 e 17 de
EP-PP), a formac&o de clones em individuos presumivelmente sexuados de EG-PM e EP-PM
(individuo2) e plantulas aparentemente idénticas entre as progénies de dois individuos

monoembridnicos diferentes (individuos 11 e 10 de EP-PM).

Figura 6. Andlise de agrupamento pelo método UPGMA (ligacdo de grupos ndo-ponderados
por média aritmética) a partir do Indice de Jaccard, para progénies de Eriotheca gracilipes e
Eriotheca pubescens (Bombacoideae, Malvaceae), com diferentes padrées de embrionia, em
funcdo de marcadores moleculares tipo RAPD.

Legenda: EG: progénies monoembridnicas obtidas de individuos monoembriénicos de
Eriotheca gracilipes; EPM: progénies monoembridnicas obtidas de individuos
monoembridnicos de Eriotheca pubescens, EPP: progénies poliembrionicas obtidas de
individuos poliembridnicas de Eriotheca pubescens; nimero do individuo avaliado ao lado da

sigla da espécie.
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Citogenética - As espécies de Bombacoideae e o0s padrbes de embrionia Eriotheca
apresentaram diferencas citotipicas marcadas (Tabela 5, Figura 7). Os individuos de Eriotheca
candolleana foram dipléides com 2n=2x=92 (Figura 7B) e os de Bombacopsis glabra foram
dipléides com 2n=2x=88 (Figura 7A). Os individuos de Eriotheca gracilipes padrdo
monoembridnico (EG-PM) foram dipléides com 2n=2x=92 (Figura 7C) enquanto 0s
individuos poliembridnicos (EG-PP) foram hexaploides com 2n=6x=276 (Figura 7D). Os
individuos monoembridnicos de Eriotheca pubescens (EP-PM) mostraram dois citotipos, um
aparentemente tripldide com 2n=3x=138 (Figura 7E) e outro tetrapldide com 2n=4x=184
(Figura 7F). Nesta espécie, os individuos poliembriénicos (EP-PP) mostraram-se hexaploides
com 2n=6x=276 (Figura 7G). Finalmente, os individuos de Pseudobombax longiflorum e de

Pseudobombax tomentosum foram dipléides com 2n=2x=92 (Figuras 7H e 71).

Tabela 5. Numeros cromossdmicos obtidos a partir de metafases em ponta de radiculas para
espécies de Bombacoideae (Malvaceae) com diferentes padrbes de embrionia
(Monoembribnico: individuos com sementes exclusivamente  monoembribnicas,

Poliembridnico: individuos com sementes predominantemente poliembridnicas).

N° de N° de N° de

Ano de

Espécie Padrao de Embrionia individuos células progénies 2n
Coleta

amostrados contadas avaliadas

Bombacopsis glabra Poliembridnico 2008 1 20 6 88

Eriotheca candolleana Monoembridnico 2007 2 20 2 92

Eriotheca gracilipes Monoembridnico 2007 3 20 5 92

Poliembridnico 2008 5 25 11 276

Eriotheca pubescens Monoembridnico 2007 2 16 7 138

2007 1 2 1 184

2008 4 27 10 184

2009 2 8 2 184

Poliembridnico 2008 5 22 12 276

Pseudobombax longiflorum Monoembridnico 2008 3 22 8 88

Pseudobombax tomentosum Monoembriénico 2008 6 20 10 88
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Figura 7. Placas metafasicas mitoticas obtidas a partir de ponta de radiculas de espécies de
Bombacoideae (Malvaceae) com diferentes padrées de embrionia. As placas foram obtidas
pelo método de esmagamento e coloragdo com Giemsa.

Legenda: Padrbes de embrionia observados: PM - individuos com sementes exclusivamente
monoembridnicas e PP - individuos com sementes poliembridnicas.

Fig. 7A: Bombacopsis glabra - PP - 2n=2x=88; Fig. 7B: Eriotheca candolleana - PM -
2n=2x=92; Fig. 7C: Eriotheca gracilipes - PM - 2n=2x=92; Fig. 7D: Eriotheca gracilipes -
PP - 2n=6x=276; Fig. 7E: Eriotheca pubescens - PM - 2n=3x=138; ; Fig. 7F: Eriotheca
pubescens - PM - 2n=4x=184; Fig. 7G: Eriotheca pubescens - PP - 2n=6x=276; Fig. 7H:
Pseudobombax longiflorum - PM - 2n=2x=88 e Fig. 7I: Pseudobombax tomentosum - PM -
2n=2x=88. Escalas 10 pm.
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Discussao

Ocorréncia de poliembrionia — O nivel de poliembrionia foi varidvel entre Eriotheca
gracilipes e Eriotheca pubescens. Em Eriotheca pubescens foram observadas diferencas em
relagdo a outros estudos como o percentual de sementes poliembridnicas PSP = 75% (Oliveira
et al. 1992) e a formacdo de 2 a 6 plantulas por semente e PSP = 3% (Salomdo & Allem
2001) e de 1 a 28 embrides por semente, NMES = 3,43 e PSP = 78% (Mendes-Rodrigues et
al. 2005). O NMESnessa espécie varia em funcdo dos frutos, individuos, populagdes, fonte de
polen utilizado no cruzamento e densidade de individuos no campo (Mendes-Rodrigues et al.
2005). Esses resultados sdo similares a outras espécies do grupo como Bombacopsis glabra
com 1 a 5 embrides por semente (Baker 1960) e Bombax kimuenzae De Wildeman & T.
Durand. com 1 a 4 plantulas por semente (Robyns 1959). A ocorréncia de poliembrionia é
rara, mas também presente em outros grupos de Malvaceae, tais como Gossypium hirsutum L.
(Blank & Allison 1963), Corchorus (Carman 1997) e Theobroma cacao L. (Martinson 1972).

As relagOes entre os padrGes de embrionia e as caracteristicas ambientais encontradas
ainda carecem de explicagcdes mais claras. A relacdo entre altitude e poliembrionia em EP-PP
pode ser gerada pela capacidade nutritiva do solo ou outro fator correlacionado a altitude e
ainda desconhecido. Fatores ambientais, e.g. fotoperiodo (Knox 1967), tém sido relacionados
com a expressdao de reproducdo assexuada. Estudos tém demonstrado que populagdes
assexuadas ocupam maiores altitudes e latitudes, e frequientemente estdo em areas periféricas
em relacdo a populacdes sexuadas (Glesener & Tilman 1978, Bierzychudek 1985, 1989).
Gradientes quanto a caracteristicas quimicas de solo correlacionados com altitude séo
encontrados no cerrado e parecem capazes de afetar a biologia de sementes (Mendes-
Rodrigues et al. 2010).

O dUnico fator testado para a variacdo da poliembrionia em EG-PP foi o fator

individuo, o que dificulta determinar se a poliembrionia nesta espécie tem 0 mesmo padréo de



131

variacdo que EP-PP, embora os resultados para esse fator sejam muito similares entre as duas
espécies. Em outros estudos demonstrando diferentes fontes de varia¢do para a poliembrionia
o fator individuo que tem forte efeito sobre a variacdo no NMES, explicando até 51% da
variancia entre tratamentos de polinizacdo (Schmidt & Antlfinger 1992). A variagéo intra-
especifica no NMES é comum para outras espécies poliembridnicas como Inga laurina (Sw.)
Willd (Mendes-Rodrigues et al. 2008b), sendo descrita variagdo populacional em Clidemia
hirta (L.) D. Don. (Mendes-Rodrigues et al. 2008a) e variagdo anual em Spiranthes cernua
(L.) Rich. (Schmidt & Antlfinger 1992).

Como encontrado para Eriotheca pubescens (EP-PP), a distribuicdo geogréfica mais
ampla dos individuos apomiticos € comum para outras espécies apomiticas quando
comparadas as espécies congenéricas sexuadas (Asker & Jerling 1992). Os dados de EG-PP
ainda sdo insuficientes para afirmar que os individuos poliembridnicos nesse grupo sdo mais
restritos, devido a amostragem de uma pequena area, mas de qualquer forma as espécies de
Eriotheca parecem ter distribui¢fes contrastantes quanto ao padréo de embrionia. Distribuicéo
ampla para espécies e populacdes assexuadas € mais comumente descrita para apomiticos
gametofiticos como Taraxacum officinale s.l. (Verduijn et al. 2004) e Paspalum simplex
Morong ex Britton (Urbani et al. 2002). Este padrdo geral parece ser consistente quando sdo
comparadas espécies sexuadas e assexuadas, como descrito para Crepis e Taraxacum
(Richards 1986), Melastomataceae (Goldenberg & Shepherd 1998) e Poaceae (Savidan 1985)
e para outros taxa diversos (Mogie 1992).

As espécies de Eriotheca parecem mostrar 0s dois extremos de comportamento de
distribuicdo de espécies apomiticas. O primeiro padréo de distribuicdo apresenta os individuos
sexuados ocupando o centro da distribuicdo dos individuos assexuados, como em Eriotheca
pubescens, padrdo mais comum e descrito para Crepis (Babcock & Stebbins 1938),
Eupatorium (Sullivan 1976), Parthenium (Rollins 1949) e Townsendia (Beaman 1957). Um

segundo padrdo apresenta os individuos assexuados ocupando o centro de distribuicdo dos
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individuos sexuados, como parece acontecer em Eriotheca gracilipes, padrdo mais raro e
descrito para Antennaria (Porsild 1965), Calamagrostis (Gustafsson 1946), Dichanthium
(Celarier et al. 1958) e Sorbus (Fahraeus 1980). Essas diferencas no padrdo de distribuicdo
podem estar associadas ao tempo de origem de cada um dos grupos poliembriénicos, com
grupos mais antigos sendo mais amplamente distribuidos (Bierzychudek 1985) ou ainda estar
associadas com a capacidade de dispersdo de cada grupo.

As espécies de Eriotheca com mosaicos reprodutivos apresentam forma de dispersédo
similar entre si e em Eriotheca gracilipes, até mesmo o nimero de sementes por fruto é o
mesmo para 0s dois padrdes de embrionia, mas os individuos com sementes poliembri6nicas e
possivelmente apomiticos apresentam maior nimero de frutos por planta (Clesnan Mendes-
Rodrigues, observagdo pessoal). Tais diferencas podem indicar maior capacidade de dispersao
dos individuos apomiticos e explicar a distribuicio mais ampla dos individuos
poliembridnicos, pelo menos em Eriotheca pubescens.

A maior capacidade de colonizacdo de espécies assexuadas tem sido proposta como
um dos fatores capazes de explicar a maior distribuicdo de seus individuos (Bierzychudek
1985). Outro fator que parece ser associado a distribuicdo das espécies assexuadas € a
presenca de genotipos mais generalistas e capazes de se estabelecer em ambientes diferentes.
Alguns autores tém demonstrado esta idéia, como em Pennisetum setaceum Forsk. Chiov. que
possui um Unico gendtipo com distribuicdo global (Roux et al. 2007) e Rubus pensilvanicus
Poiret onde geno6tipos assexuados tém maior area de distribuicdo que gendtipos de espécies
sexuadas (Nybom & Schaal 1990). Tais gendtipos flexiveis de plantas apomiticas, originados
comumente de processos de hibridagdo e alopoliploidia (Hérandl 2010), poderiam compensar
a menor variabilidade genética comumente associada a apomixia (Horandl 2004)

A menor variabilidade morfoldgica de EP-PP, evidenciada pelos menores valores de
CV, poderiam indicar menor nimero de genotipos nesse padrdo que poderia ser compensado

pelo “proposito geral” desses gendtipos. Em Panicum maximum Jacq., populagdes assexuadas
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mostraram valores menores de CV do que as populagdes sexuadas (Usberti Jr. & Jain 1978).
A correlacdo entre a variagdo genética, morfologica e de ploidia deve ser analisada com

ressalvas uma vez que pode ndo ocorrer, como observado para Ranunculus (Horandl 2002).

Biometria — Embora as medidas de frutos sejam diferentes entre padrées mono e poli, ocorre
sobreposicdo entre as medidas dos dois grupos o que dificulta a utilizacdo dessas medidas
para diagnose dos padrdes. Estas dificuldades sdo comuns quando tenta-se comparar grupos
sexuados e assexuados (Hérandl 2002, Horandl et al. 2009), mesmo quando existem as
diferencas de ploidia mostradas pelas populacGes de Eriotheca. Horandl (2002) ndo encontrou
diferenciacdo entre dipldides e tetrapldides sexuados de Ranunculus cassubicifolius W. Koch.
ComparacOes entre a biometria de grupos monoembridnicos e poliembridnicos séo
inexistentes na literatura, sendo somente encontradas comparagdes entre a biometria de
individuos sexuados e assexuados, essencialmente para espécies com apomixia gametofitica

(Usberti Jr. & Jain 1978, Horandl et al. 2001, Horandl 2002, Horandl et al. 2009).

Embriologia - A origem sexuada dos embrides de Eriotheca pubescens (EP-PM) foi
confirmada pelos dados embrioldgicos e, parcialmente, pelas analises genéticas da progénie,
sendo que o padréo de formacdo do embrido sexuado é muito similar ao j& encontrado para 0s
individuos monoembriénicos de Eriotheca gracilipes e Eriotheca candolleana (Mendes-
Rodrigues et al. 2005).

Embora as analises genéticas tenham demonstrado ocorréncia maior de variabilidade
entre as progénies de EP-PM, comparadas as EP-PP, foram observadas muitas
incongruéncias. Uma delas foi a ocorréncia de mais de um padrdo clonal em um mesmo
individuo, cuja ocorréncia s6 é possivel em caso de clivagem do embrido sexuado, além da
ocorréncia de clones entre individuos diferentes de EP-PM, que somente poderia ocorrer se

houvesse reproducio assexuada nos individuos. E possivel que essas incongruéncias sejam
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devidas a baixa eficiéncia de marcadores RAPD para espécies poliploides ou ainda ao baixo
namero de primers utilizado no estudo. Ainda sdo necessarias mais analises genéticas que
corroborem a predominancia da reproducdo sexuada nas populagdes monoembridnicas desta

espécie.

Sistema de reproducdo — A auto-esterilidade encontrada para EP-PM é coerente com o
padrdo da familia onde a maioria das espécies é auto-incompativel, como Adansonia gibbosa
(A. Cunn.) Baum ex Guymer (Baum 1995), Eriotheca gracilipes (Oliveira et al. 1992),
Eriotheca candolleana (Jodo Semir, dados ndo publicados), Ceiba pentandra (L.) Gaertn.
(Gribel et al. 1999), Ceiba chodatii (Hassl.) Ravenna e Ceiba speciosa (A. St.-Hil.) Ravenna
(Gibbs & Bianchi 1993), Durio zibethinus Murray (Bumrungsri et al. 2009), Pseudobombax
munguba (Mart. et Zucc.) Dugand. (Gribel & Gibbs 2002). A presenca de autofertilidade é
mais comum em espécies com apomixia esporofitica como Eriotheca pubescens (Oliveira et
al. 1992) e Bombacopsis glabra (Baker 1960, Duncan 1970), que necessitam pseudogamia,
fertilizacdo e formacdo de endosperma, para o desenvolvimento dos embrides adventicios. A
auto-incompatibilidade tardia, comum no grupo (Gibbs & Bianchi 1999), pode funcionar
como uma pré-adaptacdo para a pseudogamia, sendo que nas plantas auto-estéreis como EP-
PM, ocorre aborto dos pistilos, enquanto naquelas onde existem embrifes apomiticos ou
algum percentual de polinizagdo cruzada, ocorre o desenvolvimento dos frutos. Estudos
genéticos tém demonstrado a ocorréncia de sistema de acasalamentos mistos em Cavanillesia
platanifolia (H. & B.) H.B.K. (Murawski & Hamrick 1992) e Ceiba petandra (Lobo et al.

2005).

Citogenética — Os nimeros cromossdmicos encontrados para as espécies foram, de maneira
geral, coerentes com os numeros ja publicados por outros estudos (Baum & Oginuma 1994).

Apesar de variagcOes citotipicas a nivel especifico serem conhecidas em Bombacoideae, a
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formacdo de séries poliploides completas como as encontradas em Eriotheca é conhecida
somente para Adansonia suarezensis H. Perrier e Durio zibethinus (Baum & Oginuma 1994).
A auséncia do padrdo diploide e a ocorréncia de tripldides para Eriotheca pubescens indica a
necessidade de amostragem de outras populagdes para o melhor entendimento dos padrdes do
grupo, e permitiria a confirmacdo da possibilidade de Eriotheca pubescens ter sido originada
a partir de hibridizacdes e poliploidizac6es entre tdxons diferentes.

Individuos com ploidia intermediaria s@o encontrados em populagdes mistas de
complexos agamicos, tais como tripldides em populagdes mistas de Ranunculus notabilis
Horandl & Guterman e Ranunculus variabilis Horandl & Guterman (Horandl et al. 2000).
Testes preliminares, embora com n baixo (n=5), mostraram incompatibilidade entre os
citétipos diploides de Eriotheca gracilipes e tetrapldides de Eriotheca pubescens (Clesnan
Mendes-Rodrigues, observacfes pessoais), provavelmente gerada por barreiras zigoticas, uma
vez que os pistilos cairam depois de seis dias (entre 10-15 dias), tempo comumente
encontrado para queda de pistilos auto-polinizados em espécies do grupo (Oliveira et al. 1992,
Gribel et al. 1999).

Embora possam existir vérias rotas para a formacdo dos citdtipos em Eriotheca,
poderiamos hipotetisar duas delas, uma a partir de processos de autopoliploidizacdo e outra
por hibridizacéo seguida de poliploidizacéo. A partir de autopoliploidizacdo, uma espécie com
0 padrdo 2x=2n sofreria poliploidizacdo e daria origem a tetraploides 2x=4n ou ploidias
maiores e, a partir de introgressdo, poderiam ser formadas ploidias intermediarias. Na segunda
rota, a Unica diferenca é a origem hibrida do padrdo inicial de 2n=2x, a partir de dois taxons
diferentes e, em seguida, 0s passos procederiam da mesma forma. Os padrdes polipldides e
monoembridnicos poderiam ter sido originados a partir de autopoliploidizagcdes e mantida a
sexualidade, uma vez que ocorre balango entre os cromossomos. As formas hexaploides e

poliembridnicas teriam surgido de hibridizacdes fixadas por poliploidizacdo, de maneira que
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0s genomas diferentes e a expressdo assincrona de genes duplicados poderiam explicar a
apomixia (Carman 1997).

Os resultados aqui apresentados mostram relagdo clara entre poliploidia e
poliembrionia em Eriotheca. Espécies e populacfes poliembridnicas foram, de maneira geral,
polipldides, enquanto as populagbes monoembridnicas foram, de maneira geral, dipldides e
sdo aparentemente sexuadas. As Unicas exce¢fes foram os individuos monoembridnicos de
Eriotheca pubescens, que apresentaram dois citétipos poliploides. Muitos autores acreditam
que a maior capacidade de dispersédo, colonizagdo e tamanhos dos grupos assexuados estejam
muito mais associados a ocorréncia de poliploidia do que & presenca de reproducgdo assexuada
(Bierzychudek 1985).

Os dados de Eriotheca corroboram a possibilidade de correlagdo entre ampla
distribuicdo geogréfica, autocompatibilidade, poliploidia e apomixia. Tais correlacfes sdo
muito comuns em espécies com apomixia gametofitica (Asker & Jerling 1992, Carman 1997),
embora sua ocorréncia em espécies com apomixia esporofitica tenha sido anteriormente
desacreditada (Horandl 2010). Outra espécie, Durio zibethinus, com variacdo no sistema
reprodutivo e variagdo na ploidia, ndo tem registros de ploidia para as populacgdes estudas para
0 sistema reprodutivo (Bumrungsri et al. 2009), o que dificulta maiores generalizagdes.
Aparentemente muitas das tendéncias encontradas para espécies com apomixia gametofitica
também podem ser aplicadas a espécies com apomixia esporofitica, j& que muitas dessas
relacbes foram também encontradas para Eriotheca e outros grupos como Bignoniaceae
(Sampaio 2010).

Aparentemente, a ocorréncia de poliploidia ndo causa apomixia e autocompatibilidade
em Bombacoideae, uma vez que EP-PM apresenta individuos aparentemente tetraploides com
auto-incompatibilidade e reproducdo sexuada e individuos tripldides monoembri6nicos. Por
outro lado, Bombacopsis glabra apresenta individuos dipldides, apomiticos e

autocompativeis. ExceclGes a essa generalizacdo para espécies apomiticas sdo raras, mas



137

conhecidos como tetraploides sexuados em Ranunculus cassubicifolius W. Koch (Hérandl &
Greilhuber 2002) e dipldides apomiticos em Allium tuberosum Rottl. ex Spreng. (Kojima &
Nagato 1997), Boechera holboellii (Hornem.) A. Love & D. Love. (Kantama et al. 2007),
Hierochloe australis Roem. & Schult. (Weimarck 1967), Parthenium argentatum A.Gray
(Gerstel & Mishanec 1950), Potentilla argentea L. (Mintzing 1928; Asker 1971), Ranunculus
auricomus (Nogler 1982), Themeda australis (R.Br.) Stapf (Evans & Knox 1969) and
Waldsteinia geoides Willd. (Czapik 1985). Apesar da diploidia em Bombacopsis glabra,
Bombacoideae é considerada uma subfamilia paleopolipldide, com variagdo no ndmero
cromossomico de 28 a 276 (Baum & Oginuma 1994), o que justificaria a presenca de
apomixia, uma vez que estudos tém demonstrado que espécies diploides apomiticas estdo
associadas a espécies paleopolipléides (Carman 1997, Doyle et al. 2004, Eckard 2004, Rong
et al. 2005).

Eriotheca mostrou-se um grupo com ampla variacdo no sistema reprodutivo, com a
presenca de especies monoembriénicas ou poliembribnicas, sexuadas ou apomiticas. Esta
variacdo parece resultar em mosaicos reprodutivos em algumas das espécies estudadas, com
populacBes espacialmente diferenciadas e talvez associadas a determinadas caracteristicas
ambientais. Essa variacdo parece estar relacionada a mudancas na poliploidia e no sistema
reprodutivo, mostrando que espécies com apomixia esporofitica podem apresentar 0 mesmo
comportamento que aquelas com apomixia gametofitica, ou seja, poliploidia e ampla
distribuicdo geografica. Além disso, reforca que somente a presenca de poliploidia ndo é
capaz de desencadear a apomixia e a quebra do sistema de compatibilidade nesse grupo, ja

que ocorre a presenca de polipldides ndo apomiticos.
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Capitulo: 5

Can polyembryony affect seed ger mination and seedling
development in Eriotheca pubescens (M alvaceae —

Bombacoideae)?

Artigo apresentado no formato de submisséo do da revista American Journal of Botany.



147

CAN POLYEMBRYONY AFFECT SEED GERMINATION AND SEEDLING DEVELOPMENT IN ERIOTHECA

PUBESCENS (M ALVACEAE - BOMBACOIDEAE)?*

?|nstituto de Biologia, Universidade Federal de Uberlandia, Caixa Postal 593. Uberlandia —

Minas Gerais, Brazil. CEP 38400-902. Phone/FAX (5534) 32182243

Mendes-Rodrigues et al., - Polyembryony, seeds and seedlings of Eriotheca -

"Manuscript received ; revision accepted

The authors thank R.N. Siméo for help with field collections of fruits. P.E. Gibbs, P.L. Ortiz
and M. Arista for English revision and comments. This work was partially funded by the
Brazilian Research Council (CNPq) and the Fundagdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais
(FAPEMIG) as part of the Doctoral thesis of the first author in the Post-Graduate Program of
Ecology and Conservation of Natural Resources — Universidade Federal de Uberlandia.

$Authors for correspondence (e-mail: poliveira@ufu.br, clesnan@hotmail.com)

ABSTRACT
Premise of the study Competition between siblings or closely related plant individuals for
space and nutrients can have an impact on their growth and survival ability. An extreme
situation in this sense would be that of a polyembryonic seed, where siblings, mostly clonal
embryos, are exposed to competition from the beginning of their development inside seeds
and throughout germination and seedling establishment.
Methods We studied the effect of polyembryony on seed germination, seedling emergence
and growth in Eriotheca pubescens, a common tree in the Cerrado, Neotropical Savannas in

Central Brazil, which presents either apomictic/polyembryonic or sexual/strictly
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monoembryonic populations. We also studied germination and seedling growth process in the
sympatric, monoembryonic and sexual E. gracilipes.

Key Results Polyembryony significantly reduced germinability and affected seedling initial
growth in E. pubescens, although germination and emergence of seedlings from both
monoembryonic and polyembryonic seeds were higher than in other sexual species in the
family. Seedling biometry and biomass accumulation decrease with presence of
polyembryony and with increase in the number of seedlings per seed, which has a marked
effect on the post-seminal development. But seedling growth rate is less affected by
polyembryony. Comparative analyses indicated that the effect of polyembryony was mostly
on the initial size of the seedlings, which decreased with the number of embryos per seed.
Post-germination competition does not change markedly the seedlings growth rate.
Conclusions Although smaller, these extra seedlings may enhance per seed survival chances
in the Cerrado conditions of seasonal drought and frequent fires, and thus favours persistence
of polyembryonic populations.

Keywords: apomixis, Cerrado, competition, gemelar seedlings, adventitious embryony,

seedling emergence.

ABBREVIATION

CVer: coefficient of variation of emergence time
CVr: coefficient of variation of germination time
E: emergence

G: germinability

MET: mean emergence time

MGT: mean germination time

TFES: time for first emerged seedling

TLES: time for last emerged seedling
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TFGS: time for first germinated seed
TLGS: time for last germinated seed
ZE: synchronization index of emergence

ZG: synchronization index of germination.

INTRODUCTION

Competition between individuals for space and nutrients can have an impact on plant growth,
survival ability and reproductive output, and it may also affect the relative resource allocation
and root/shoot ratio (Gersani et al., 2001; Rautiainen et al., 2004). Such competition effects
can be even greater when plants are genetically closely related (Cheplick, 1992; Cheplick and
Kane, 2004). Competition between siblings or closely related individuals is likely to be more
intense because they use environmental resources in a very similar manner (Cheplick, 1992).
An extreme situation in this sense would be that of a polyembryonic seed, where sibling
embryos are exposed to competition from the beginning of their development (Uma-Shaanker
and Ganeshaiah, 1997), with further competition after seed germination when the seedlings
struggle to establish themselves in very close proximity (Hotchkiss et al., 2008).
Polyembryony is the formation of extranumerary embryos in a seed, and it may arise
from multiple fertilization events in an ovule or from cleavage/budding from sexual embryo
(Batygina and Vinogradova, 2007). However, in the Angiosperms, most extranumerary
embryos are adventitious embryos of nucellar or integumental origin, which are essentially
clones of the mother-plant (Carman, 1997; Uma-Shaanker and Ganeshaiah, 1997). The
benefits of such adventitious embryos are somewhat enigmatic, on the one hand they may
serve to increase maternal reproductive success or compensate for losses due to abnormal
initial growth or development of any embryo (Uma-Shaanker and Ganeshaiah, 1997; Porcher

and Lande, 2005); but on the other hand, competition for resources between siblings is likely
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to favour a reduction in adventitious embryo number, especially when the seed and embryo
size are affected by physiological or ecological constraints (Uma-Shaanker et al., 1988;
Hotchkiss et al., 2008). This competition for limited resources, which begins in early
embryony, will persist during initial growth and establishment since siblings from a
polyembryonic seed will share a limited space for germination (Ladd and Cappuccino, 2005;
Hotchkiss et al., 2008). But to evaluate competition impact on polyembryonic seeds from
early embryony, we would need comparable truly monoembryonic seeds. However, the few
comparative experiments used levels of polyembryony obtained from polyembryonic
populations and competition was evaluated after emergence only (e.g. Hotchkiss et al., 2008).

Polyembryony and apomixis have been reported for several species of the
Bombacoideae (Malvaceae s.1., APG, 2003), previously Bombacaceae (Robyns, 1959; Baker,
1960; Duncan, 1970; Oliveira, et al., 1992; Mendes-Rodrigues et al., 2005). However, this is a
mostly sexual and self-incompatible group of large tropical trees (Gibbs and Bianchi, 1993;
Gribel et al., 1999; Gribel and Gibbs, 2002). Eriotheca (Bombacoideae) is a relatively small,
bee pollinated Neotropical genus which had been previously included in the large genus
Bombax before the last modern revision of the group (Robyns, 1963). Contrasting breeding
systems have been recorded for Eriotheca species sympatric in the Cerrados (Neotropical
savannas) in Central Brazil whilst E. gracilipes (K. Schum.) A. Robyns is monoembryonic,
sexual and self-incompatible, E. pubescens (Mart. & Zucc.) Schott. & Endl. is self-fertile,
mostly apomictic, with polyembryonic seeds (Oliveira et al., 1992; Mendes-Rodrigues et al.,
2005) and apparently clonal individuals (Martins and Oliveira, 2003). In these E. pubescens
populations, polyembryony seems to have a negative effect on the embryo mass and possibly
seedling growth and establishment (Mendes-Rodrigues et al., 2005).

Recently, an isolated population of sexual individuals of E. pubescens, which produce
strictly monoembryonic seeds, was observed and characterized (Mendes-Rodrigues et al.,

2005; C. Mendes-Rodrigues, Universidade Federal de Uberlandia, unpublished data). The
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occurrence of both sexual and apomictic populations of E. pubescens and the strictly
monoembryonic sympatric E. gracilipes, provides an excellent opportunity to test the effect of
polyembryony on seed germination and seedling development, and also to provide insights
into the general impact of polyembryony on the fate of individual embryos.

We aimed, thus, to verify the possible effects of polyembryony on seed germination
patterns, emergence and initial growth of seedlings of E. pubescens and E. gracilipes. We
tested if polyembryony would lead to reduced germination and emergence and if in-seed
competition and the number of seedlings emerging would affect negatively initial growth of

seedlings originated of polyembryonic/apomictic vs. monoembryonic/sexual seeds.

MATERIAL AND METHODS

Studied species—Eriotheca pubescens and E. gracilipes are both common trees up to
8 m in the Cerrado areas in central Brazil, occurring from Maranhé&o to the north of Sdo Paulo
State, and from Bahia to Mato Grosso State. They flowering period occurs from May to
September and fruiting periods, between September and October. Fruits are capsules, which
release seeds amid a tuff of endocarp-derived hairs and are wind dispersed (Oliveira et al.,

1992).

Study area—Individuals of E. gracilipes and E. pubescens were located in Cerrado
areas around Uberlandia, Minas Gerais state (W 18°59’, S 0.48° 18’) and Cristalina, Goias
state (W 16° 37°, S 0.47° 44’), both in Central Brazil. Monoembryonic individuals of E.
pubescens were found only in the latter area where they comprised a relatively isolated
population. Breeding system experiments showed these monoembryonic individuals are
sexual and self-incompatible (C. Mendes-Rodrigues, Universidade Federal de Uberlandia,

unpublished data). Both areas are dominated by similar open savanna plant formations.
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Monoembryonic and polyembryonic individuals of E. pubescens are indistinguishable other
than in their seed embryology and reproductive features. For this reason, seed samples were
collected from each individual in separate and examined previously to define embryonic

patterns.

Seed collection and embryonic pattern—All seeds were collected directly from
mature fruits on the trees in September of 2003. Fruits were collected just before capsule
dehiscence and they were stored at room temperature (between 25 and 30 °C), and shade until
opening. The seeds were then gathered and stored in paper bags under the same conditions
from fruits until the germination experiments. We used only fruits that opened three days after
collection in order to avoid the use of immature seeds.

The seeds of individuals of Eriotheca were classified in two patterns of seed
embryony, monoembryonic and polyembryonic. E. gracilipes presented only monoembryonic
seeds, whereas E. pubescens showed two markedly different patterns, monoembryonic
pattern, from trees at the Cristalina population that produced exclusively monoembryonic
seeds; and a polyembryonic pattern, from trees of other population apart from Cristalina,
which produced an average of 78% of polyembryonic seeds (Mendes-Rodrigues et al., 2005).
In these polyembryonic individuals, the remaining seed have a single embryo when mature.
These single embryos may be polyembryonic in origin and monoembryony results from
competition among embryos during seed development. In these polyembryonic trees, it is

impossible to distinguish polyembryonic from monoembryonic seeds without dissection.

Seed germination and emergence—In order to assess differences in germination
between seeds of E. gracilipesand E. pubescens monoembryonic (Cristalina population) and
polyembryonic (remaining populations) patterns, we used four replicates of 25 seeds for each

type. Seeds were sown inside plastic germination boxes with ca. 100 cm® of vermiculite
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moistened with distilled water and kept in a germination chamber (MDG2000, Seedburo
Company, USA), at 25°C, 30% humidity, and continuous white fluorescent light
(Photosyntetically Active Radiation mean = 11.90 + 6.52 umolem-2es-1 SD). Substrates were
moistened with distilled water, if necessary.

In order to monitor seedling emergence, seeds from the monoembryonic and
polyembryonic patterns from E. pubescens were sown ca. 1 cm below surface in multicelled
polystyrene germination trays filled with a commercial substrate (Plantmax®, Eucatex Mineral
Ltda, Sao Paulo, Brazil). The experiment was organized in two samples using 260 seeds for
the polyembryonic pattern and 45 seeds for monoembryonic pattern. The trays were kept in a
greenhouse under 50% of natural light and moistened with distilled water, if necessary.

Germinated seeds and emerged seedlings from the two experiments were counted
every day. Germination criterion was protrusion of any part of embryo in the germination
experiment. Appearance of any part of the seedling above soil was the criterion for the
emergence experiment. For polyembryonic seeds we used the protrusion of the first embryo
or emergence of the first seedling. All time measurements for polyembryonic seeds were
based in time of protrusion of first embryo or in time of emergence of the first seedling for
each seed.

The measurements calculated were Germinability (G) and emergence (E) rates

(Labouriau 1983), mean germination time (MGT) and mean emergence time (MET) were

used to evaluate duration of germination process (t: Labouriau, 1970), and coefficient of
variation of germination time (CVgr) and coefficient of variation of emergence time (CVer)
were used to evaluate the dispersion of the time around the mean time (CVt: Ranal and
Santana, 2006). Synchronization of germination (ZG) or emergence (ZE) process was
measured using a synchronization index called Z (Ranal and Santana, 2006, adapted from
Primack, 1980). See intermediate calculus of the germination measurements, the sense and

applications of these measurements in Ranal and Santana (2006) and Ranal et al. (2009).
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During the emergence experiment with E. pubescens, we recorded the number of
seedlings produced per seed and this number was related with emergence time of the first

seedling of each seed.

Seedling biometry—Samples of germinating seeds from monoembryonic pattern (n =
20) and polyembryonic pattern (n = 20) of E. pubescens were transplanted to plastic bags 30 x
13 cm (height x diameter, i.e. around 4000 cm®) filled with red oxisoil common in the Cerrado
region. Each bag received a single seed. The samples were kept in a greenhouse with 50%
shade and moistened, if necessary. After nine months, the seedlings that survived were
harvested for measurements and subdivided in function of the number of emerged seedlings.
Seedlings were divided in four embryonic classes, mono (seedlings originated from a
monoembryonic seed), singlet (a single seedling originated from a polyembryonic seed);
doublet (two seedlings originated from a polyembryonic seed), and triplet (three seedlings
originated from a polyembryonic seed).

For each collected seedling, we recorded the number of leaves, height (from the soil to
the highest leaf apex), stem height (from soil to the tip of the stem), shoot height (from soil to
the first leaf petiole), stem diameter (at soil level), maximum root length, and maximum root
diameter. Dry matter was measured separately for the root and shoot of seedlings dried to
constant weight in paper bags at 70°C. Dry matter was used to calculate the ratio between the
root and shoot mass (root:shoot ratio), and also to the relation between shoot mass and total
seedling mass (shoot:seedling ratio). These ratios were used to evaluate seedling resource
allocation. Weightings were made with a digital scale with 0.0001 g precision. We calculated
the biomass allocation at seed individual level, treated here as the sum of biomass of all
seedlings produced per seed (as proposed by Blanchard et al., 2010), in order to evaluate

possible density-dependent facilitation among seedlings, as a measurement of allee effect.
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We used the number of seedlings resulting from each seed as an indicator of
competition level. Seeds in the mono pattern were considered as having competition zero, due
to the presence of a sole embryo throughout development. For the singlet class (seeds from
polyembryonic individuals but which produced a single seedling) we considered competition
level 1, for the doublet (twin seedlings seeds) level 2, and for triplets (three seedlings per
seed) we used level 3. As mentioned before, the singlet seedlings might have experienced
competition inside the mostly polyembryonic seeds of these individuals.

A regression analysis was carried out using the competition level as fixed variable and
the seedling biometric data as dependent variable. Regression slope (b) was used as the
estimator of competition level on the biometry. We did two analyses, one with the
monoembryonic zero level and other without the zero level. The first was used to evaluate the
effect of polyembryony and the second to evaluate the effect of the number of seedlings per

seed in polyembryonic seeds.

Seedling general growth process—In order to evaluate initial seedling growth
process, we measured seedlings from the seedling biometry experiment. We measured 17
seedlings for E. pubescens from monoembryonic seeds (from Cristalina population) and 43
seedlings from polyembryonic seeds. We also measured 12 seedlings of E. gracilipes,
cultivated under the same conditions as E. pubescens. We measured seedling height (from soil
to tip of the last leaf) periodically over ca. 70 days. Measurements were plotted as a function

of emergence time of each seedling.

Statistical analysis—Data from the experiments were submitted to the Shapiro-Wilk
(normality of ANOVA residuals) and Levene (homogeneity between variances) tests. All
measurements that showed normal distribution and homogeneous variances, with or without

transformation, were analyzed with ANOVA and Tukey test for pairwise comparisons. Data
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departing from normality and/or with heterocedasty were analyzed with Kruskall-Wallis and
Dunn test for pairwise comparisons. The values of MGT were transformed with square root,
the ZG with In(x), and the values of dry mass of seedling with square root only for statistical
analyses.

Emergence percentage were compared between samples using Student’s t-test for
proportions (Snedecor and Cochran, 1989) and MET was compared using Student’s t-test for
heterogeneous variance (Zar, 1984). The analyses of emergence experiment were executed
using methods for small samples described in detail in Carvalho et al., (2005). The CVgr was
compared using F test for coefficients of variation (Sokal and Braumann, 1980) and the ZE
was compared using Student’s t-test for proportions (Snedecor and Cochran, 1989).
Correlation significance was tested using Student’s t-test. The seedling general growth
process and the level of competition adjustment to linear regression model were tested using

ANOVA (Zar, 1984).

RESULTS
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Germination and seedling emergence—In general, germination was over 90%, and
similar for both E. gracilipes and E. pubescens monoembryonic pattern (Table 1). E.
pubescens polyembryonic pattern presented significantly lower germinability (80%) when
compared with the two other groups. Mean germination time (MGT) was different between
species, with E. gracilipes presenting a relatively slower germination process when compared
with both monoembryonic and polyembryonic E. pubescens patterns. Higher CVgr, TFGS,
and TLGS and lower ZE in E. gracilipes indicated that germination was spread over a longer
period. Despite similar MGT, the E. pubescens polyembryonic seeds showed a higher CVgr,

which indicates more irregular germination when compared with monoembryonic seeds.

TaBLE 1. Germination measurements of seeds of two Eriotheca species (Malvaceae) from

individuals with or without polyembryony.

Species and embryonic pattern (mean + SE)°
Germination

E. gracilipes E. pubescens E. pubescens
measurements Statistics®

Monoembryonic Monoembryonic Polyembryonic

G (%) 96.00+2.83a 98.00+200a 80.00+516b F=7.55*
TFGS (day) 7.75+048a 525+025ab 4.00+0.00b H =10.39%*
MGT (day)  31.50+4.17b  11.87+0.7la 12.11+245a F=17.43%*
TLGS (day)  6250+9.14a  28.00+4.38b 35.00+7.47ab F =6.29*
CVer (%) 4921+626a 52.66+5.42a 75.38+6.82h F=527*

ZG 0.03+£0.01b 0.06+£0.01a 0.08+0.03a F=4.32*(t)

Notes: TFGS, Time for first germinated seed, TLGS, time for last germinated seed; G,
germinability; MGT, mean germination time; CVgr, coefficient of variation of germination
time; ZG, synchronization index of germination.

4Statistics: F: F of Snedecor from ANOVA; H: H from Kruskal-Wallis
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®Means followed by different letters in each line are different based on the Tukey or Duncan
(T) test for ANOVA or Dunn test for Kruskal-Wallis (* P < 0.05, ** P < 0.01, ns P > 0.05).
Seedling emergence of E. pubescens was also high (over 70%), and was not
significantly different between monoembryonic and polyembryonic patterns (Table 2). But
the mean emergence time (MET) was lower for the monoembryonic pattern without
differences in CVer (Table 2). There was no correlation between the number of seedlings
emerging for each seed and time of emergence of first seedling (r =- 0.2421,n =175, P =

0.5801).

Seedling biometry—Seedlings in both species and patterns were of the Phanero-
Hypogeal-Reserve-PHR type (sensu Miquel, 1987) with cotyledons remaining below soil
during emergence. There were marked differences in emergence time and size between
seedlings in a seed.

In E. pubescens, leaf number, height of stem, stem and root diameter as well as the dry
matter of root system and of the whole seedling showed differences between the embryonic
classes evaluated. Monoembryonic seedlings (mono class) presented mostly the highest

measures and increasing number of embryos affected final seedling biometry (Table 3).

This effect of polyembryony on seedling biometry was clearly shown by the
regression analysis, with significant adjustment and negative slopes for all these
measurements except root length. For some of the measurements, regression showed
significant adjustment and slope even when the analysis was carried out without the zero
competition level (mono class), indicating an effect of seedling competition per si (Table 4).
It was possible to estimate, based on the regression analysis, a loss of 46.59 mg (ca 30%) of
seedling dry matter as an effect of polyembryony and a further loss of 41.67 mg (29%) for

each additional seedling emerging per seed (Table 4).
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However, polyembryony had no effect on the dry matter ratios between. Thus, the
root:shoot ratio and the shoot:seedling ratio seem to be a conservative characteristic of the

species, unaffected by polyembryony and seedling competition level (Tables 3 and 4).

The embryonic class did not affect the biomass allocation, at individual seed level, for
the shoot dry mass (mean = 409.32 £ 40.41 mgeseed-1 SE; F3,4=0.98; P =0.5791), root dry
mass (mean = 1003.63 + 82.72 mgeseed-1 SE; F3,4=0.42; P = 0.7430) and total dry mass

(mean = 1412.95 + 120.51 mgeseed-1 SE; F3,4=0.59; P = 0.6294),

TABLE 2. Emergence measurements of Eriotheca pubescens seedlings (Malvaceae) from

individuals with or without polyembryony.

Emergence Embryonic pattern Statistics
measurements Monoembryonic Polyembryonic

E (%) 73.33 70.77 t=0.36,df =61, P=0.7219
TFES (day) 13 13

MET (day) 16.24 18.91 t=5.72, df = 75, P < 0.0001
TLES (day) 23 32

CVer (%) 21.73 16.49 F=0.99, df = 32, P = 0.5370
ZE 0.12 0.11 t=0.20, df =634, P=0.8410

Notes: TFES, Time for first emerged seedling; TLES, time for last emerged seedling; E,
emergence; MET, mean emergence time; CVer, coefficient of variation of emergence time;

ZE, synchronization index of emergence.
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TasLe 3. Biometry and allocation of dry matter of seedlings of Eriotheca pubescens
(Malvaceae), from monoembryonic or polyembryonic seed patterns, cultivated in greenhouse

with reduction of 50% of light, in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil, for nine months.

Seedling class pattern (mean + SE)?

Seedling trait Mono (n=13) Singlet(n=5) Doublet (n=16) Triplet(n=6) Statistics”

Number of leaves 6.23+0.44 a 3.00+£0.71b 3.38+0.20b 2.83+056b F=17.48%*
Seedling height (mm) 81.70+8.12a 69.44+777a 6221+507a 5242+6.36a F=2.83ns
Sprout height (mm) 41.27+557a 25.12+219a 2751+212a 21.65+223b H=8.64%*
Stem diameter (mm) 343+025a 252+0.23ab 239+0.17b 208+011b F=750%*
Root length (mm) 104.07 £3.98a 101.78+16.20a 102.46+7.43a 110.42+3.74a H=1.09 ns
Root diameter (mm) 888+144a 854+080ab 7.68+048ab 653+060b F=3.03*
Stem length (mm) 26.72+2.75a 23.08+280a 2503+094a 1820+227a H=7.76ns
Shoot dry mass (mg) 47.04+761la 2798+6.50ab 19.74+259b 13.14+4.20b H=13.96*
Root dry mass (mg) 108.68 £+ 14.90a 82.88+19.72ab  48.30+6.33b 3503+ 12.06b F=7.53%*

Seedling dry mass (mg) 155.72 +22.05a 110.87+26.09a 68.03+8.81b 48.16+16.19b H=7.37 **
Root shoot mass ratio 254+024a 2.82+0.30a 236+0.18a 2.66+0.27a F=0.58ns

Shoot seedling mass ratio 0.29+0.01a 0.27£0.02 a 0.32+0.04a 0.28%+0.02a H=1.63ns

#Seedlings class pattern: mono (one seedling originated from a monoembryonic seed), singlet
(one seedling originated from a polyembryonic seed), doublet (two seedlings originated from
a polyembryonic seed), triplet (three seedlings originated from a polyembryonic seed).

bStatistics: F: F of Snedecor from ANOVA; H: H from Kruskal-Wallis; Means followed by
different letters in each line are different based on the Tukey test for ANOVA or Dunn test for

Kruskal-Wallis (* P < 0.05, ** P < 0.01, ns P > 0.05).
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TaBLE 4. Analysis of linear regression of the biometry of Eriotheca pubescens seedlings

(Malvaceae) with different competition levels among seedlings. The level of competition is

the number of seedlings produced per seed in polyembryonic seeds and level zero of

competition is the absence of competition among seedlings produced from strictly

monoembryonic individuals.

Level of competition

With level zero

Without level zero

Seedling trait (%) a b F R(%) a b F

Number of leaves 6765 539 -1.00 26.48** 9.02 324 -0.08 0.08 ns
Seedling height 99.74 81.11 -9.73 7.66** 99.25 78.38 -8.51 2.84ns
Sprout height 7775 3777 -579 8.16** 34.64 28.23 -1.74 0.76 ns
Stem diameter 87.16 324 -0.42 1456 ** 9440 2.76 -0.22 1.93ns
Root length 4145 101.82 194 0.27 ns 80.89 96.25 4.31 0.33ns
Root diameter 9495 911 -0.81 9.58** 99.37 959 -1.00 4.27*
Stem length 70.10 26.92 -2.39 5.05* 48.09 26.98 -2.44 3.83ns
Shoot dry mass 92.51 43.29 -10.95 15.01** 99.55 35.05 -7.33 3.83*
Root dry mass 97.19 104.91 -25.04 16.54 ** 93.80 103.43 -24.00 8.92 **
Seedling dry mass 98.61 156.62 46.59 23.13** 97.96 145.14 -41.67 9.29 **
Root shoot mass ratio 0.69 255 0.009 0.006ns 1090 2.77 -0.08 0.17ns
Shoot seedling mass ratio 0.01 0.29 0.0001 0.00ns 418 0.27 0.006 0.04 ns

Notes: R, coefficient of determination; a, intercept; b, slope; F, F of Snedecor from ANOVA;

*P<0.05; **P<0.01; ns P>0.05
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Seedling general growth process—In contrast with the observed differences of
seedling biometry, the growth process up to 70 days after emergence was not markedly
different between species or embryonic patterns (Figure 1). Seedling growth processes were
well adjusted to the linear regression for E. gracilipes (F = 101.56; P < 0.0001; df = 44; R? =
0.6977), E. pubescens, monoembryonic pattern (F = 92.60; P < 0.0001; df = 69; R? = 0.573)

and E. pubescens, polyembryonic pattern (F = 128.79; P < 0.0001; df = 116; R = 0.5261).

Pairwise tests for monoembryonic vs. polyembryonic patterns of E. pubescens seeds
showed no differences between regression slopes (t = 1.21, df = 185, P =0.2290) but
significant differences between intercepts (t = 2.28, df = 186, P = 0.0285). Similar tests
showed no differences between E. pubescens polyembryonic pattern and E. gracilipes
seedlings either between slopes (t = 1.36, df = 160, P = 0.1773) or between intercepts (t =
0.71, df =161, P = 0.4763). Monoembryonic pattern of E. pubescens did not show any
differences when compared with E. gracilipes either between slopes (t = 0.27, df = 113, P =
0.7889) or intercepts (t = 1.05, df = 114, P = 0.2968). These results mean that, although
seedlings presented initial differences in size (intercept), the general growth process (slope)
was basically the same for polyembryonic and monoembryonic seeds of E. pubescens, and for

strictly monoembryonic seeds of E. gracilipes.
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Fig. 1. Initial growth of seedlings originated from monoembryonic and polyembryonic
embryonic patterns of two species of Eriotheca (Malvaceae), cultivated in greenhouse with
reduction of 50% of light, in Uberlandia - Minas Gerais, Brazil. (A) E. pubescens, seedlings
originated from monoembryonic pattern. (B) E. pubescens, seedlings originated from

polyembryonic pattern. (C) E. gracilipes, seedlings originated from monoembryonic pattern.
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DISCUSSION

Seed germination and seedling emergence—Polyembryony affected seed
germination, but not seedling emergence in E. pubescens. Nevertheless the lower
germinability results for the polyembryonic seeds of E. pubescens were, nevertheless,
relatively high when compared with germinability of other species of Cerrado (Salomao et al.,
2003). Other studies with polyembryonic species, as in Bombacopsis glabra (Pasg.) A.
Robyns, Malvaceae (Scalon et al., 2003) and Garcinia spp. (Ha et al., 1988) have shown that
polyembryony does not seem to be a constraint for germinability and emergence. Irrespective
of embryony patterns, G and MGT observed for the studied species are similar or even higher
than those obtained for other sexual taxa in the family (Souza and Valio, 2001; Scalon et al.,

2003; Barbosa et al., 2004).

Germinability differences between monoembryonic and polyembryonic seed patterns
contrast with basically similar seedling emergence. Irrespective of embryony pattern,
emergence was also higher than the data recorded for other species in the family with
apparently sexual and strictly monoembryonic seeds (Sousa-Silva et al., 2001; Zamith and
Scarano, 2004). No effect of embryonic class was found either in the time for the first
seedling emerged in Vincetoxicum rossicum (Kleo.) Barb. (Apocynaceae), neither for the first

or second radicle protrusion (Blanchard et al., 2010).

Direct comparisons between apomictic and polyembryonic seeds with sexual and
monoembryonic ones in the same species, as showed here for E. pubescens, is, as far as we
know, nonexistent in the literature. Comparisons between sexual and apomictic seeds, e.g. in
Antennaria parlinii Fernald (Asteraceae), showed differences in mass, dispersability,
germination and survival ability (Michaels and Bazzaz, 1986; O'Connell and Eckert, 2001),
but these were always monoembryonic seeds. Polyembryony affected weakly germination and

emergence in V. rossicum (Ladd and Cappuccino, 2005; Hotchkiss et al., 2008), but in this
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case, comparison with strictly monoembryonic seeds was not possible since populations were

always apomictic and polyembryonic.

Higher CVst and lower G observed in polyembryonic seeds of E. pubescens may
reflect differences in imbibition and ability to break the testa in polyembryonic seeds. Higher
CVt may function as a relative dormancy (Carvalho et al. 2005), considered as the spreading
of germination over time (sensu Bewley and Black, 1943) and a mechanism to reduce
competition between siblings. The values of CVtwere higher even when compared with other
Cerrado species with dormancy, as Clidemia hirta (L.) D. Don (Melastomataceae) and
Copaifera langsdorffii Desf., Caesalpinioideae (Mendes-Rodrigues et al., 2008b; Pereira et
al., 2009). Comparisons between Inga species show similar results, with seedlings of
monoembryonic Inga sessilis (Vell.) Mart. (Mimosoideae) emerging with higher percentages,
quicker and with higher synchrony than that of polyembryonic I. laurina (Sw.) Willd

(Mendes-Rodrigues et al., 2008a).

Seedling biometry—The occurrence of extranumerary embryos and seedlings seem to
result in competition for resources between seedlings, evinced by the decrease in seedling
mass and other seedling biometric features (Mendes-Rodrigues et al., 2005). Even in the seeds
which formed a single seedling but were originated from polyembryonic individuals (singlet
class), there was a trend toward the reduction on biometric data when compared with the truly
monoembryonic seedlings (mono class). Although some of the measured features did not
show significant differences between these classes, most of them fit a linear regression
confirming a trend of reduction of biometric seedling data associated with increase in
polyembryony, as observed in other polyembryonic plants under similar experiments
(Hotchkiss et al., 2008; Blanchard et al., 2010). Root length was the only feature which
showed an opposite trend, tending to be larger in polyembryonic seedlings, although

differences were not significant. Increase in root length may be a response to competition,
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leading to growth to soil depths where root density would be smaller (Kroon and Hutchings,
1995). Competition models explain differential root growth as differential allocation to roots
in detriment of shoots and reproduction (Gersani et al., 2001). But no such differences in root
to shoot ratios were observed between sexual and apomictic individuals of Taraxacum
officinale F. Weber ex Wiggers (Asteraceae) exposed to competition or growing alone (Kovel
and Jong, 2001).

The root:shoot allocation ratio seems to be a conservative feature among Cerrado
seedlings, since root thickening and the ability to resprout from roots after drought are
features which increase survivorship in a region with marked seasonal rainfall (Franco, 2002).
Such seedling features may be also adaptive to the frequent fires in Cerrado, allowing
seedlings to store resources in root organs and resprout after fire or at the end of the dry
season (Moreira and Klink, 2000; Hoffmann and Franco, 2003). This adaptive value of root-
biased allocation would explain conservative root:shoot ratio observed for all Eriotheca
seedlings.

The results of E. pubescens seedling competition experiments were similar to other
studies of intraspecific competition where the increase in the number of seedlings per
experimental unity (density per vase, m?, cm? etc) produced a decrease in seedling biometrics
(Firbank and Watkinson, 1985; Lentz, 1999; Kovel and Jong, 2001; Florentine and Fox, 2003;
Osunkoya et al., 2005). The difference in E. pubescensis that density was a result of
polyembryony and competition involved mostly clonal seedlings.

Studies comparing growth of apomictic versus sexual seedlings have produced
contrasting results. In Citrus, seedlings of zygotic origin presented smaller height than those
of nucellar origin, although the study did not focus on the effect of polyembryony on seedling
development (Xiang and Roose, 1988). In A. parlinii, sexual seedlings showed higher
biomass production than apomictic counterparts during initial stages of development

(Michaels and Bazzaz, 1986), which resulted in differential survivorship of sexuals.
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Comparison between sexual and asexual individuals of T. officinale showed no differences in
competition ability and both types of individuals presented the same mass at harvest (Kovel
and Jong, 2001), but in these latter two cases, seeds, either apomictic or sexual, were always
monoembryonic.

The only species with more directly comparable studies for the impact of
polyembryony on seedling survival and growth is V. rossicum. In this species, seedling
survival was higher in polyembryonic seeds, but advantage varied with light conditions (Ladd
and Cappuccino, 2005). When cultivated in similar growing conditions, the number of
embryos per seed of V. rossicum had only transient effect on seedling growth and did not
affect height, above ground biomass, or survival two or three years after emergence
(Hotchkiss et al., 2008). In this latter study, the main hypothesized advantage of
polyembryonic seeds is a form of “bet hedging”, so that if a seedling from a polyembryonic
seed is lost to hazards such as herbivory or drought, seedlings arising from the other embryos
could potentially replace it. Effectively, in V. rossicum the whole cohort of seedlings from a
given polyembryonic seed (doublets and triplets) showed higher survival rates than singleton
(singlet) seedlings three years after emergence, for some treatments (Ladd and Cappuccino,
2005).

The polyembryonic species, as V. rossicum, tend to show an increase in embryo and
seedling mass per seed, treated here as seed individual, and a decrease in individual embryo or
seedling mass, as a function of embryonic class (Ladd and Cappuccino, 2005; Blanchard et
al., 2010). E. pubescens has the same seedling mass per individual seed level, independent of
the embryonic class. Probably constrains of wind seed dispersal limit seed individual mass in
E. pubescens. The higher seed individual mass in seeds with more than one seedlings could be
favoured in invasive species as V. rossicum that experience more competition and need to

show higher growth rates (Cappuccino et al., 2002).
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Seedling general growth process—Polyembryony did not seem to affect the general
growth process for the Eriotheca seedlings studied here, although embryo number patterns did
result in significantly different seedling mass and other biometric features at the end of the
experiment. Significant differences in the intercept of the regression analyses indicate that the
initial size of the seedling was the most important parameter to explain final seedling
development. Seedling initial size is the result of embryo size and resource availability, and
embryo size is clearly affected by polyembryony in E. pubescens (Mendes-Rodrigues et al.,
2005). Thus, polyembryony did not affect the seedling growth process but did affect seedling
initial size, and consequently, did have an impact on final seedling biomass and maybe on its
survival ability. Hence, seedling final size is a result mostly of embryo competition during in-
seed development and is less affected by seedling competition, at least during the initial stages

studied here.

Conclusions—The results indicated that polyembryony did affect germination
process, had a marked effect on the post-seminal development and probably reduced the
survival ability of E. pubescens seedlings arising from polyembryonic seeds. This initial
advantage of monoembryonic seeds over the polyembryonic ones does not seems to be
translated into higher reproductive success, since monoembryonic individuals are restricted to
a limited population and polyembryony is the prevalent condition in this species (Mendes-
Rodrigues et al., 2005). It is possible that the initial handicap of polyembryonic seeds is
compensated by gains in survival ability or growth after the stages studied here. As suggested
for V. rossicum (Ladd and Cappuccino, 2005; Hotchkiss et al., 2008), occurrence of extra
seedlings may enhance per seed individual survival chances in the Cerrado conditions of
drought and frequent fire. This bet hedging strategy favours persistence of

polyembryonic/apomictic populations and, as in temperate environments (Horandl and Paun,
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2007), may represent an important reproductive alternative for Neotropical savanna trees

(Allem, 2004).
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Capitulo: 6

Como a poliembrionia afeta embrides e plantulas de

Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae)?

Resumo: Embora a poliembrionia seja amplamente distribuida nas Angiospermas, seus
efeitos sobre a biologia de sementes ainda sdo pouco conhecidos. Handroanthus
chrysotrichus é uma espécie apomitica e com elevadas taxas de poliembrionia. O objetivo do
trabalho foi caracterizar a poliembrionia e seu efeito sobre os embrides e plantulas de
Handroanthus chrysotrichus. Para isto, foram avaliados cinco individuos poliembridnicos da
espécie, caracterizando a germinagdo de sementes, a emergéncia de plantulas, a freqiiéncia de
poliembrionia, a alocagdo de massa para os embriGes, o crescimento inicial de plantulas
gemelares, e alteramos a densidade (duas ou trés plantulas) e o tipo de competicdo entre
plantulas gemelares. As sementes mostraram germinacéo de 97,34% e emergéncia de 90,16%,
com média de embrides e plantulas de 2,18 e 1,66, respectivamente. A massa total de
embrides por semente ndo variou em fungdo do ndmero de embrides por semente, mas a
massa individual de cada embrido diminuiu ajustando-se a um modelo potencial. A massa das
plantulas também diminuiu com o aumento do nimero de plantulas por semente, tanto aos 54
dias como aos 124 dias apés a semeadura. A mortalidade das sementes diminuiu e a
mortalidade das plantulas aumentou com o aumento do nimero de plantulas por semente. A
manipulacdo da poliembrionia mostrou que, independentemente do tipo de competicdo,
plantulas triplets apresentam crescimento mais acelerado que doublets, e que aos 124 dias
plantulas gemelares apresentam menor massa subterranea e total. Esse resultado foi

conseqiiéncia da diminuicdo das taxas de crescimento das plantulas em competicdo intra-
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especifica, € um aumento das taxas de crescimento de plantulas menores. A poliembrionia foi
vantajosa para Handroanthus chrysotrichus pelo aumento da chance de pelo menos uma
plantula sobreviver por semente. A poliembrionia parece aumentar o crescimento de plantulas
menores, 0 que em situacbes de mortalidade da pléntula maior, poderia favorecer o

estabelecimento das mesmas.

Palavras chave: poliembrionia, plantulas gemelares, competigdo intra-especifica, apomixia,

embrionia adventicia, savanas neotropicais.

Introducao

A ocorréncia de mais de um embrido por semente, fendmeno conhecido como
poliembrionia (Batygina & Vinogradova 2007), é amplamente distribuida entre as
angiospermas (Carman 1997), embora poucos estudos tenham se dedicado a avaliacdo dos
seus efeitos sobre a biologia das espécies. No bioma Cerrado, cerca de 19% das espécies
arbdreas sdo poliembridnicas (Salomdo & Allem 2001), embora amostragens mais recentes
elevem esse percentual para até 30,30% (Capitulo 2). Nesses estudos sobre o Cerrado, chama
a atengdo que entre as seis especies com maior numero médio de embrides e freqliéncia de
sementes poliembridnicas, trés sdo do género Handroanthus (Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC) Mattos, Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos e Handroanthus
serratifolius (Vahl) S. Grose (Capitulo 2). O género Handroanthus foi recentemente
segregado do género Tabebuia e as trés espécies apresentam grande similaridade genética
entre si (Grose & Olmstead 2007). Embora ndo seja conhecida a origem da poliembrionia em
Handroanthus serratifolius, nas demais espécies a poliembrionia esta associada a apomixia
esporofitica, com os embrides originados a partir de células da hipéstase (Costa et al. 2004,

Souza et al. 2005, Bittencourt Jr. & Moraes, 2010).
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Handroanthus chrysotrichus é poliploide e autofértil (Piazzano 1998, Costa et al.
2004, Bittencourt Jr. & Moraes, 2010). Suas sementes apresentam viabilidade de cerca de 25-
87% (Fonseca et al. 2005, Oliveira et al. 2008, Martins et al. 2008, Martins et al. 2009,
Santos et al. 2009), com presenca de variabilidade intra-especifica na porcentagem de
sementes poliembridnicas, na germinabilidade, no tempo médio de germinacéo e na biometria
de plantulas (Santos et al. 2009). Embora registrem a poliembrionia, os estudos ndo fazem
mengéo aos efeitos da poliembrionia sobre as sementes e plantulas (Costa et al. 2007, Sarzi et
al. 2008). Nenhuma das populagdes de Handroanthus chrysotrichus avaliadas foi estritamente
monoembridnica (Souza et al. 2005, Sampaio 2010). Estudos do efeito da poliembrionia sobre
0 crescimento das plantulas seriam importantes, uma vez que se tem demonstrado a
interferéncia da presenca plantulas irmas no crescimento final das mesmas (Cheplick 1992,
Capitulo 5).

Dentre as implicacBes da poliembrionia para as espécies, sdo hipotetizadas algumas
vantagens, como a compensac¢édo da reducdo do nimero de sementes por fruto (Uma-Shaanker
& Ganeshiah, 1997), o aumento das chances de sobrevivéncia de pelo menos uma plantula
por semente (efeito “bet-hedging” sensu Ladd & Cappuccino 2005), e o aumento o valor
adaptativo por processos dependentes de densidade, onde plantulas crescendo juntas
aumentariam seu valor adaptativo quando comparadas a plantulas crescendo isoladamente
(efeito “allee effect” sensu Cappuccino 2004, Ladd & Cappuccino 2005). Algumas
desvantagens para as espécies também sdo conhecidas, tais como a diminuicdo de alocagdo de
recursos para cada um dos embrides, anomalias no desenvolvimento embrionario (Mendes-
da-Gloria et al. 2001, Mendes-Rodrigues et al. 2005) e aumento da competicdo entre as
plantulas que emergem de uma mesma semente (Hotchkiss et al. 2008; Capitulo 5).

O objetivo do estudo foi investigar, em Handroanthus chrysotrichus, como a

poliembrionia afeta a alocacdo de recursos para sementes e embrides, além de testar se a
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presenca de mais de uma plantula por semente afeta a germinagdo das sementes, 0

crescimento e a mortalidade das mesmas.

Material e M é&odos

Espécie em estudo

Handroanthus chrysotrichus ¢ amplamente cultivada com fins paisagisticos em areas
urbanas e ocorre naturalmente na Mata Atlantica e Restinga, podendo ser encontrada em
outras formacgdes florestais e arbustivas como o Cerrado, especialmente em &reas com
perturbagdes antropicas sobre solos arenosos (Gentry, 1992). Foram coletadas sementes de
cinco individuos localizados no campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia,
municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil (18° 53’ 6,64” S, 48° 15’ 36,23” O) em 2005.
O material testemunho depositado no Herbarium Uberlandense (espécimen testemunho:

HUFU 52589).

Germinacao das sementes

Para a avaliacdo da germinagdo, as sementes foram semeadas em 14/09/2005 sob
vermiculita (50 cm®, volume de expansdo de 0,1 m®) umedecida com 4gua destilada, sempre
que necessario, em caixas de plastico transparentes proprias para a germinacdo (gerbox),
sendo mantidas em camara de germinacdo (Seedburo Company, model MDG2000, Batavia,
Illinois, USA), sob luz continua e temperatura controlada de = 25 °C. O experimento contou
com cinco tratamentos (individuos), com quatro replicacbes cada um, contendo 32 sementes
por replicacdo. Para a avaliagéo da capacidade de emergéncia das plantulas as sementes foram
semeadas a cerca de 0,5 cm de profundidade, sob substrato comercial Plantmax® (Eucatex
Mineral Ltda, Sdo Paulo, Brazil) e vermiculita (volume 1:1), em 13/11/2005, em bandejas

multicelulares de poliestireno expandido e cultivadas sob luz plena. O experimento contou
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com cinco tratamentos (individuos) com quatro replicaces cada um, contendo 32 sementes
por repeticao.

O ndmero de sementes germinadas e/ou de plantulas emergidas foi avaliado
diariamente. Como critério de germinacdo foi adotado a protrusdo de qualquer parte do
primeiro embrido e de emergéncia foi adotado a elevagdo de qualquer parte da primeira
plantula acima do nivel do substrato. A partir das leituras foram calculadas a germinabilidade
(G) e emergéncia (E) (Labouriau 1983); o tempo médio de germinacdo (TMG) e de
emergéncia (TME) para avaliagéo da duracdo dos processos (Labouriau 1970); o coeficiente
de variagéo do tempo (CV;: Santana & Ranal 2006), que foi utilizado para avaliar a disperséo
do tempo de germinacdo (CVrg) e do tempo de emergéncia (CVg) ao redor da média; a
sincronizacdo da germinacdo (ZG) e da emergéncia (ZE), avaliadas utilizando o indice de
sincronizacdo Z (Santana & Ranal 2006 adaptado de Primack 1980). Também foi avaliado o
dia da primeira e da ultima semente germinada (TPSG e TUSG, respectivamente) e o dia da
primeira e da ultima plantula emergida (TPPE e TUPE, respectivamente) para cada uma das
replicacOes. Para detalhes de utilizacdo de cada medida, das expressGes matematicas e dos
calculos, ver Ranal & Santana (2006) e Ranal et al. (2009). As medidas foram calculadas em
funcdo da data de emergéncia da primeira plantula de cada semente, pela impossibilidade de

acompanhamento da data de emergéncia de todas as plantulas de uma mesma semente.

Avaliacao da poliembrionia

A ocorréncia de poliembrionia foi avaliada pelo nimero de embrifes por semente e
pelo numero de plantulas emergidas por semente, para cada um dos cinco individuos
estudados. O numero de embrides foi avaliado por dissecacdo das sementes e 0 numero de
plantulas por semente foi considerado a soma de todas as plantulas emergidas a partir de uma
mesma semente. As sementes utilizadas para a avaliagdo da poliembrionia foram as mesmas

utilizadas no teste de germinacdo de sementes (n = 606) e emergéncia de plantulas (n = 563).
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A classe embridnica (CE) de cada semente foi determinada pelo nimero de embrides e/ou de

plantulas produzidas por semente.

Massa dos Embrides

Posteriormente a germinacdo das sementes, as sementes germinadas foram dissecadas
e os embrides foram pesados individualmente em balanca digital (AA250 Denver Instrument,
precisdo de 0,0001 g, Bohemia, New York, USA). O nimero de embrides avaliados por classe
embriodnica foi CE1= 50; CE2= 106; CE3= 183; CE4= 132; CE5= 65; CE6=12; CE7=21. A
massa dos embrides foi estimada pela mensuracgdo da massa inicial das plantulas (no momento
da germinacéo) devido a dificuldade de individualizagcdo e mensuragdo de embriGes a partir de
sementes ndo embebidas. A massa embrionaria, representada pela soma da massa de todos 0s
embrides de cada semente, foi utilizada como medida da alocagéo de recursos para sementes
de cada uma das diferentes classes embriénicas. O nimero de sementes avaliadas por classe

embridnica foi CE1= 50; CE2= 53; CE3= 61; CE4= 33; CE5= 13; CE6=2; CE7=3.

Mortalidade de sementes e plantulas

A partir do experimento de emergéncia de plantulas, a sobrevivéncia e o
estabelecimento das plantulas foram avaliados. Uma semente foi considerada como morta
guando todas as plantulas emergidas dela ndo sobreviveram. Para isto, foi realizada a
contagem das plantulas sobreviventes 44 dias apds a semeadura. O numero inicial de
sementes com plantulas emergidas por classe embridnica foi CE1= 270; CE2= 223; CE3= 61,
CE4= 7. A partir desta contagem foi calculada a mortalidade das sementes (n de sementes
com todas as plantulas mortas pelo n inicial de sementes da classe) e a mortalidade das

plantulas (n de plantulas mortas dividido pelo n inicial de plantulas na classe).

Poliembrionia e crescimento inicial de plantulas
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Apbs 54 dias de semeadura (6/11/2005), uma amostra das plantulas oriundas do
experimento de emergéncia foi exumada e avaliada para se estimar o efeito da poliembrionia
sobre o crescimento inicial das plantulas. Para essas analises, o individuo de origem das
sementes ndo foi considerado, devido a insuficiéncia amostral para algumas das classes
embribnicas de alguns deles. Somente foram incluidas plantulas de sementes em que ndo
houve mortalidade de nenhuma plantula da semente durante o experimento, ou seja, aquelas
gue mantiveram a mesma CE durante todo o experimento. Plantulas gemelares, oriundas de
sementes poliembridnicas, foram avaliadas individualmente com medidas da altura da
plantula (aferida do coleto até a gema apical, sendo o coleto caracterizado pela regido de
separagdo entre o hipocotilo clorofilado e a raiz aclorofilada), o diametro do coleto e o
namero de folhas (todas as plantulas apresentaram somente um foliolo por folha). Todas as
plantulas tiveram a massa seca aferida, sendo que as mesmas foram separadas em parte aérea
(acima do coleto) e parte subterranea (abaixo do coleto). Para todas as analises de massa seca
as plantulas foram mantidas em estufa a 70 °C, por oito dias, sendo posteriormente avaliadas
em balanga analitica (AA250 Denver Instrument, precisdo de 0,0001 g, Bohemia, New York,
USA). A partir das massas foi calculada a razdo entre a massa seca aérea e a massa seca total

das plantulas (RMAMT), para avaliagdo da alocacéo diferencial de recursos entre as partes.

Estimador es de massa de plantulas

As plantulas exumadas ap6s 54 dias de semeadura foram utilizadas para o célculo de
regressOes lineares que permitiriam, posteriormente, estimar a massa das plantulas utilizadas
no experimento de manipulacdo de poliembrionia. Foram calculadas regressdes lineares
simples, utilizando como variavel independente o didmetro do coleto (DC), a altura da gema
apical (AG), o numero de folhas (NF) e a combinacdo das mesmas (AG.DC, AG.DC, DC.NF,
AG.DC.NF), e como variavel dependente a massa da parte aérea, subterranea e total de cada

uma das plantulas. Foram calculados dois padrdes de regressdo. No primeiro padrdo, o
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namero de plantulas por semente ndo foi levado em consideracdo e as regressdes foram
calculadas para todas as 81 plantulas em conjunto. No segundo padrdo foram calculadas
novas regressdes separadamente, para cada uma das classes embridnicas (CE1= 25 plantulas;
CE2= 20 pléantulas e CE3= 15 pléntulas). Para as CE4 e CE5, ndo foram calculadas novas
regressdes, uma vez que ndo foram incluidos no experimento de manipulagdo de

poliembrionia.

Manipulagdo da Poliembrionia

No intuito de avaliar os efeitos da poliembrionia sobre o crescimento das plantulas, foi
conduzido um experimento de manipula¢do da densidade de plantulas por semente e do tipo
de competicdo existente entre as plantulas. Para isto foram utilizadas plantulas obtidas no
experimento de emergéncia, 54 dias apds a semeadura. Foram utilizadas plantulas nessa fase
devido facilidade de manipulacdo e mensuracdo das mesmas. Antes do transplante todas as
plantulas tiveram a altura da gema apical, o diametro do coleto e o nimero de folhas avaliados
para a estimativa de suas massas aérea, subterranea e total.

Todas as plantulas foram transplantadas para sacos de plastico (altura = 30 cm; largura
= 13 cm), preenchidos com solo de Cerrado. Nos tratamentos com mais de uma plantula as
mesmas foram transplantadas juntas umas das outras, como ocorre em plantulas gemelares.
As plantulas foram irrigadas sempre que necessario e mantidas sob sol pleno. O experimento
foi instalado no dia 09/11/2005, sendo as repeti¢des dispostas aleatoriamente. A avaliagéo do
experimento ocorreu 124 dias apos a instalacdo (dia 13/11/2006), o que correspondeu a 178
apos a semeadura.

Foram realizados sete tratamentos que se basearam na densidade de plantulas por
unidade amostral, representando a semente (1, 2 ou 3 plantulas por unidade), e o tipo de
competicdo envolvida (auséncia de competicdo, competicdo intra-especifica e competicdo

gemelar).Como controle para o efeito da competi¢cdo gemelar, foram adotados os tratamentos



184

Singlet, uma plantula singlet cultivada isoladamente (densidade = 1; auséncia de competicdo
gemelar); Doublet, duas plantulas doublet de uma mesma semente cultivadas juntas
(densidade = 2; presenca de competicdo gemelar); Triplet, trés plantulas triplet de uma mesma
semente cultivadas juntas (densidade = 3; presenca de competicdo gemelar). Para a avaliagéo
da inibicdo da competicdo gemelar foram adotados os tratamentos 1-Doublet, uma plantula
doublet cultivada isoladamente (densidade = 2; auséncia de competicdo gemelar); 1-Triplet,
uma pléntula triplet cultivada isoladamente (densidade = 3; auséncia de competicdo gemelar).
Para a avaliagdo da competicdo intra-especifica foram adotados os tratamentos 2-Singlet, duas
plantulas singlet oriundas de sementes diferentes, cultivadas juntas (densidade = 2; presenca
de competicdo intra-especifica) e 3-Singlet: trés plantulas singlet oriundas de sementes
diferentes, cultivadas juntas (densidade = 3; presenca de competi¢cdo intra-especifica). Nao
foram adotadas as densidades de quatro e cinco plantulas gemelares pela baixa frequéncia
dessas classes, além da elevada mortalidade nessas classes. Foram instaladas 60, 30, 20, 65,
50, 30 e 25 repeticOes para os tratamentos Singlet, Doublet, Triplet, 1-Doublet, 1-Triplet, 2-
Singlet e 3-Singlet, respectivamente.

O efeito da poliembrionia sobre as pléntulas foi avaliado pela comparacdo das
densidades de cada um dos tratamentos (duas ou trés plantulas) com o tipo de competi¢édo
envolvido (auséncia de competicdo, gemelar ou intra-especifica). Comparagdes do controle e
da inibicdo permitem dizer se o efeito € causado pela presenca de outra plantula, ou pelo
tamanho inicial reduzido gerado pela diminuicdo de recursos para os embrides. Comparagoes
da competicdo gemelar com a intra-especifica permitem dizer se o efeito é unicamente
causado pela densidade ou resultado da densidade associada a reducdo de tamanho gerada

pela poliembrionia.
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Figura 1. Proposta de modelo experimental adotado em Handroanthus chrysotrichus para a
avaliacdo do crescimento de plantulas gemelares oriundas de sementes poliembridnicas
(presenca de mais de um embrido por semente).

L egenda par a tratamentos:

Tratamentos para controle ou competicao gemelar: Plantulas gemelares cultivadas juntas
sem alteracdo da densidade original ou do tipo de competi¢do. S: Singlet, uma plantula por
semente, D: Doublet, duas plantulas por semente; T: Triplet, trés plantulas por semente.
Tratamentos para competicdo intra-especifica: Plantulas singlet cultivadas juntas em
diferentes densidades. 2S: 2-Singlet, Duas plantulas singlet cultivadas juntas e 3S: 3-Singlet,
trés plantulas singlet cultivadas juntas.

Tratamentos para inibicdo de competicdo gemelar: Plantulas gemelares cultivadas
isoladamente. 1D: 1-Doublet, uma plantula doublet cultivada sozinha e 1T: 1-Triplet uma

plantula triplet cultivada sozinha
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A intensidade da competicédo foi testada, utilizando-se a comparagéo dos padrdes S, D
e T com os padrdes S, 2S, e 3S e com os padrdes S, SD e ST. Os tratamentos S, D e T foram
utilizados para o calculo da intensidade da competicdo gemelar; os tratamentos S, 2S, e 3S
foram utilizados para o célculo da intensidade da competicéo intra-especifica e os tratamentos
S, SD e ST foram usados para testar o efeito da intensidade da inibicdo da competicdo
gemelar. Foi realizada uma analise de regressdo com o nimero de plantulas por semente como
variavel independente dentro dos padrdes (nivel 1: S, nivel 2: D, SD e 2S e nivel 3: T, ST e
3S) e as medidas das plantulas como variaveis dependentes. A inclinacdo da reta foi utilizada
como um indice de intensidade da competicdo, j& que expressa o valor de acréscimo ou de
decréscimo de y (medida da plantula) para cada unidade de x (nimero de plantulas por
semente). Foram calculadas as taxas de crescimento relativo para a massa aérea (TCRMA),
subterranea (TCRMS) e total (TCRMT), para todas as pléantulas. Foi utilizada a expressao
TCR = (In MF = In M1)/ (TF = TI); onde TCR é a taxa de crescimento relativo, em mg mg™
dia®, In é o logaritmo neperiano, MF é a massa final aos 124 dias, M1 é a massa no inicio do
experimento, estimada a partir dos modelos de regressdo, TF é a data da avaliacdo do

experimento, 124 dias; e Tl é o tempo da instalacdo do experimento, zero.

Analises estatisticas

As diferencas nas medidas de germinacdo e emergéncia foram testadas com ANOVA
de um fator (individuos). A freqliéncia de poliembrionia foi testada com ANOVA de dois
fatores, com avaliagdo do método (dissecacdo e emergéncia) e do individuo amostrado, e as
médias foram comparadas entre si com o uso de teste de Scott-Knott. As PSP (porcentagem
de sementes poliembridnicas) e as PCEP (porcentagem de conversdo de embribes em
plantulas) foram comparadas par a par com uso do teste t de “Student” para proporcgdes. A
biometria das plantulas aos 54, 124 dias e o experimento de manipulacdo de poliembrionia

foram comparados usando ANOVA de um fator e as médias foram comparadas com o uso do
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teste de Scott-Knott. Os ajustes dos modelos de intensidade de competicdo foram testados
com ANOVA. Todos os ajustes dos modelos de predicdo de massa foram baseados em
regressoes lineares e testados com uso de ANOVA. Para o modelo geral, independente da
classe embridnica, foi realizada também uma comparagdo das médias estimadas com as
amostradas com a utilizagdo de ANOVA de dois fatores com o fator estimador (fator de
predicdo: AG, DC, NF, AG.DC, AG.NF, DC.NF, AG.DC.NF) e numero plantulas por
semente (1; 2; 3; 4; e 5); para 0os modelos calculados para cada numero de plantulas por
semente foi realizada ANOVA de um fator (fator de predicéo) e as médias foram comparadas
entre si com Scott-Knott. As inclinacbes dos modelos de predicdo também foram testadas
com uso do teste t de “Student”. Para avaliagdo da relagdo da massa aérea, subterranea e total
com as suas TCR aos 124 dias, foi realizado o ajuste dos residuos de cada tratamento a um
modelo de regressdo linear que foi testado com o uso de ANOVA. Os residuos foram
utilizados para a retirada dos efeitos dos tratamentos (Santana & Ranal 2006). Os estimadores
de intensidade de competi¢do foram obtidos com auxilio de ajustes a regresséo linear, com
densidade como fator fixo. O ajuste do modelo foi testado com ANOVA e as inclinagdes das
retas foram comparadas entre os tratamentos de competicdo, par a par, com 0 uso de teste t de

“Student”.

Resultados

Germinagao das sementes

Sementes de todos os individuos apresentaram alta germinabilidade (média geral, G =
97,34%) e porcentagem de emergéncia (média geral, E = 90,16%), sem diferencas nas
medidas de germinagdo e de emergéncia avaliadas (Tabela 1). A germinagdo e a emergéncia
foram rapidas, durando de oito a 31 dias, com baixa variabilidade em torno do tempo médio

(CV1c = 9,36% e CVe = 13,03%) e com a germinagdo mais sincronica que a emergéncia (ZG
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= 0,32 e ZE = 0,16). As diferentes classes embridnicas mostraram 0 mesmo padrdo de
emergéncia com diferengas somente para os tempos finais de emergéncia entre as classes CE1

e da CE3 (Tabela 2).

Tabela 1. Medidas de germinacdo e emergéncia, média geral, de sementes de Handroanthus
chrysotrichus (Bignoniaceae), coletadas em 2005 a partir de cinco individuos poliembriénicos

no Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais,

Brasil.
Germinacéo (n = 20) Emergéncia (n = 20)

Medida Medida

(unidade) Média + EP F (P) (unidade) Média + EP F (P)

G (%) 97,34 +0,73 1,86 (0,1710) E (%) 90,16 +2,51 2,98 (0,0535)
TPSG (dia) 10,25+0,20 1,28 (0,3227) TPPE (dia) 16,75+0,18 1,59 (0,2280)
TUSG (dia) 15,50+0,28 1,83 (0,1762) TUPE (dia) 27,65+0,78 0,29 (0,8812)
TMG (dia)  1204+012 149 (0,2559) TME (dia)  19,68+0,19 0,61 (0,6622)

CVis (%)  9,36+0,62 1,78 (0,1846) CVie (%) 13,03+0,69 0,19 (0,9421)
ZG 0,32 £ 0,02 1,88 (0,1660) ZE 0,16 £0,01 0,39 (0,8123)

Legenda: F: estatistica F de Snedecor da ANOVA para a comparacgéo entre os individuos, P:
probabilidade; G (germinabilidade), E (emergéncia), TPSG (tempo da primeira semente
germinada), TPPE (tempo da primeira plantula emergida), TUSG (tempo da Gltima semente
germinada); TUPE (tempo da Gltima plantula emergida); TMG (tempo médio de germinacgéo);
TME (tempo médio de emergéncia); CVg (Coeficiente de variacdo do tempo de germinacéo);
CVre (Coeficiente de variagdo do tempo de emergéncia); ZG (indice de sincronizagdo da

germinacdo), ZE (indice de sincronizacdo da emergéncia).
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Tabela 2. Medidas de emergéncia de sementes, média geral, classificadas em fungdo do
namero de plantulas gemelares produzidas por semente de Handroanthus chrysotrichus
(Bignoniaceae), coletadas a partir de cinco individuos poliembriénicos em 2005 no Campus

Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

N° de plantulas por semente *

Medida (unidade) 1 2 3 F (P)
TPPE (dia) 16,20+ 0,20a 16,20+0,20a 17,00+045a 2,29 (0,1442)
TUPE (dia) 29,40+1,12a 2540+1,29ab 23,00+0,95b 8,20 (0,0057)
TME (dia) 1973+017a 1929%023a 1930+006a 2,27 (0,1456)

CVre (%) 1395+1,09a 1060+1,11a 936+156a 3,47 (0,0646)
ZE 0,15+ 0,004 a 0,16 +0,01 a 0,15+0,05a 0,06 (0,9426)

Legenda: F: estatistica F de Snedecor da ANOVA para a comparagéo entre os individuos, P:
probabilidade; TPPE (tempo da primeira plantula emergida), TUPE (tempo da ultima plantula
emergida); TME (tempo médio de emergéncia); CVre (Coeficiente de variagdo do tempo de
emergéncia); ZE (indice de sincronizacdo da emergéncia).

! Médias + (erro padréo) seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de

Tukey.

Avaliacao da poliembrionia

A poliembrionia variou em funcdo do metodo de amostragem, com 0 numero de
embrides maior que o de plantulas (Fi.11s9 = 88,29; P < 0,0001), com diferengas marcadas
entre individuos (Fs:1150 = 8,28; P < 0,0001) e com interacdo entre os fatores individuo e o
método de avaliagdo (Fs.1150 = 3,91; P = 0,0037). Os individuos 4 e 5 apresentaram a maior
média de embrides por semente (NMES= 2,44 embrido.semente™) e o 3 a menor (1,79
embrido.semente™), enquanto os individuos ndo mostraram diferencas na média de plantulas

por semente (média geral: 1,66 plantula.semente™). Todos os individuos produziram mais
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embrides por semente que plantulas por semente, embora com taxas de conversdao de
embrides em pléntulas diferentes (variacdo de 58,38 a 76,45%); 0 que gerou a interagdo entre
os fatores método de amostragem e individuo. A freqiiéncia de sementes poliembribnicas
variou de 55,00 a 77,60% para germinacédo e de 36,26 a 61,86% para emergéncia (Tabela 3).
O ndmero de embrides variou de um a sete com maior freqliéncia na CE2 (34,82%) e o

namero de plantulas variou de uma a cinco com maior freqiiéncia na CE1 (47,96%; Figura 2).

Tabela 3. Amostragem da poliembrionia em Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae), a
partir de sementes oriundas de cinco individuos coletadas no ano de 2005, no Campus
Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil com
base em dois métodos de amostragem de poliembrionia, a dissecacdo de sementes (contagem

do nimero de embrides) e a emergéncia de plantulas (contagem do nimero de plantulas).

Individuo  Método Média+EP (n)' PSP (%)? PCEP (%) °?
1 Dissecagdo 2,10+ 0,10 (124) B 65,32 BC -
2 Dissecagdo 2,11 +0,10 (118) B 67,80 AB -
3 Dissecagdo 1,79 + 0,08 (120) C 55,00 C -
4 Dissecagdo 2,44 + 0,10 (125) A 77,60 A -
5 Dissecagdo 2,44 +0,11 (119) A 75,63 AB -
1 Emergéncia 1,59 +0,07 (117) A 47,01 BC 69,21 AB
2 Emergéncia 1,78 + 0,07 (116) A 61,21 A 76,45 A
3 Emergéncia 1,47 + 0,08 (91) A 36,26 C 58,38 C
4 Emergéncia 1,78 £ 0,07 (118) A 61,86 A 67,25 B
5 Emergéncia 1,64 +0,07 (121) A 50,41 AB 63,54 BC
Todos Dissecacdo 2,18 + 0,05 (606) a 68,32 a -
Todos  Emergéncia 1,66 + 0,03 (563) b 52,04 b 66,99

1 A poliembrionia variou em funcdo do método (Fy1156 = 88,29; P < 0,0001), individuo
(Fs1150 = 8,28; P < 0.0001) e da interacdo entre os dois fatores (F4 1159 = 3,91; P = 0,0037). As
médias seguidas pela mesma letra (maiUsculas para dissecacdo, mailsculas e em italico para
emergéncia, e mindsculas para método) ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de
Scott-Knott.

2 As médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo teste t de

“Student” para proporcdes para a PSP e PCEP.
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Figura 2. Frequéncia relativa do numero de embriGes e plantulas por semente em

Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae), ano de 2005, coletadas no Campus Umuarama

da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

M assa dos Embrides

A massa embrionaria média (média da massa de todos os embriGes de uma semente)

variou entre as sementes com diferentes nimero de embrides (Fe.20s = 2,29; P = 0,0364),

enguanto a massa individual média de cada embrido variou entre as sementes com diferentes

nameros de embrides (Fes62 = 43,79; P < 0,0001) e se ajustou ao modelo potencial (y=

22,887x %% R? = 0,9939) (Figura 3).
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Figura 3. Média (z erro padrdo) da massa embrionaria (soma de todos os embrides de uma
semente) e massa individual de embrides amostrados em funcdo do nimero do namero de
embrides produzido por semente, oriundos de individuos poliembridnicas de Handroanthus
chrysotrichus (Bignoniaceae), coletados no ano de 2005, no Campus Umuarama da

Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Mortalidade de sementes e plantulas

A mortalidade de sementes apds 44 dias de semeadura (sementes com pelo menos uma
plantula sobrevivente) diminuiu linearmente com o aumento do numero de plantulas por
semente (Figura 4A), ajustando-se ao modelo linear (F1.» = 56,36; P =0,0139). Por outro lado,
a mortalidade de plantulas aumentou linearmente com o aumento do nimero de plantulas por

semente (Figura 4B), também se ajustando bem ao modelo linear (F1., = 31,37; P = 0,0268).
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Figura 4. Mortalidade (£ intervalo de confiancga, IC) de sementes e plantulas, apds 44 dias de
semeadura a pleno sol, oriundas de individuos poliembridnicas de Handroanthus
chrysotrichus (Bignoniaceae), coletados no ano de 2005, no Campus Umuarama da

Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
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Tabela 4. Biometria de plantulas gemelares oriundas de sementes poliembribnicas de
Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) cultivadas por 54 dias sob luz plena em

Uberlandia, Minas Gerais - Brasil.

Numero de plantulas por semente (n) *

Caracteristica (unidade) 1(25) 2 (20) 3 (15) 4 (16) 5(5) F (P)
Altura da plantula (mm) 33,77£0,79a 29,62+0,79b 27,77+1,02b 1843+159c 17,84+372c 31,53(<0,0001)
Diametro do coleto (mm) 1,94+0,04a 136+006b 1,12+0,05c 0,86+0,07d 094+021d 59,31 (<0,0001)
Nuamero de folhas 472+0,20a 400+0,15b 387+013b  3,38x0,24c 3,20+049c 8,06 (0,0002)
Massa seca aérea (mg) 101,21 +4,38a 57,08+4,69b 3097+329c 17,35+4,06d 33,76+9,66c 59,06 (< 0,0001)
Massa seca subterrénea (mg)  4569+252a 37,46+340b 20,46+280c 1425+285c 21,26+3,88c 20,16 (< 0,0001)
Massa seca total (mg) 1469+6,16a 9454+776b 5143+530c 316+599d 5502+1328c 48,92 (<0,0001)
Razdo massa derea /massa 0,69+0,01a 0,61+0,01b 0,61+£0,02b 0,52+0,05¢c 0,59+£0,03b 7,29 (0,0005)

total

" Médias + (erro padrdo) sequidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott.
L egenda: F: estatistica F de Snedecor da ANOVA, P: probabilidade.

Poliembrionia e crescimento inicial de plantulas

Ap0s 54 dias de semeadura todas as medidas das plantulas gemelares foram diferentes
entre as classes embriénicas amostradas (Tabela 4). As plantulas singlet apresentaram 0s
maiores valores para as medidas avaliadas, com exce¢do da massa seca aérea que apresentou
0 mesmo valor que as plantulas doublet (Tabela 4). Todas as caracteristicas das plantulas
avaliadas mostraram diminuicdo linear das medidas com o aumento do nimero de plantulas
por semente, sempre com valores da inclinacdo (b) negativos (Tabela 5). A Unica excecéo foi
a razao massa aerea/massa total que ndo mostrou a tendéncia de diminui¢cdo ou aumento em
funcdo do aumento do nimero de plantulas por semente (b =-0,03; F = 1,06; P > 0,05; Tabela

5).
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As plantulas poliembriénicas mostraram um investimento ao nivel de semente
somente benéfico quando foram produzidas duas plantulas por semente. A massa seca aérea,
massa seca subterranea e a massa seca total se ajustaram a um modelo de segundo grau com
aumento da massa média nas densidades proximas a duas plantulas por semente, com um
seguido decréscimo nas médias com densidades de trés e quatro plantulas por semente (Figura
5). Ao nivel de plantulas a massa seca aérea, subterranea e total de cada uma das plantulas

diminuiu linearmente com o aumento do numero de plantulas por semente (Figura 5).

Tabela 5. Intensidade da competicdo entre plantulas oriundas de sementes poliembridnicas de
Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae), cultivadas por 54 dias a pleno sol em

Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Caracteristica (unidade) R a b F
Altura da plantula (mm) 0,9311 38,46 -4,33 96,07 **
Diametro do coleto (mm) 0,7089 1,96 -0,24 67,06 **
Ndmero de folhas 0,9418 4,93 -0,37 22,84 **
Massa seca aérea (mg) 0,7010 100,51 -17,47 99,27 **
Massa seca subterranea (mg)  0,7496 49,50 -7,23 38,94 **
Massa seca total (mg) 0,7244 149,87 -24,64 86,30 **
Razéo massa aerea/massa total 0,0785 0,97 -0,03 1,06 ns

Legenda: R coeficiente de determinacéo, a: intercepto, b: inclinacdo, F: F de Snedecor da

ANOVA, *: P<0,05; ns: P> 0,05.
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Figura 5. Massa média aérea, subterranea e total (+ erro padrdo) produzidas por semente e
por plantula gemelar oriundas de sementes poliembrionicas de Handroanthus chrysotrichus
(Bignoniaceae) coletadas em 2005 e cultivadas por 54 dias a pleno sol, no Campus Umuarama

da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
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Estimadores de Massa

Dentre as regressdes obtidas foram selecionadas as das classes Singlet (massa aérea: y
= 57,1411 + 0,2755.AG.NF; massa total: y = 92,1275 + 0,3425.AG.NF); Doublet (massa
aérea: y = 0,1561 + 1,3942.AG.DC; massa subterranea: y = -14,9417 + 0,4449DG.NF; massa
total: y = 17,9225 + 0,4696.AG.DC.NF) e Triplet (massa aérea: y = -15,0222 + 41,0675.DC;
massa total: y = -5,6650 + 1,8073.AG.DC). Como as regressdes para a massa subterranea das
plantulas Singlet e Triplet ndo foram significativas, foi adotada a regressao geral para Singlet
(y=-6,15 + 27,31.DC) e para Triplet (y = 12,55 + 0,11.AG.DC.NF). Essas regressdes foram
selecionadas por apresentarem os maiores coeficientes de determinacéo, por ndo apresentarem
massas estimadas diferentes das massas originais das medidas (Tabelas 6-9) e por nao
estimarem valores negativos para as plantulas utilizadas no experimento de manipulagéo da

poliembrionia, o que impediria o calculo da taxa de crescimento relativo.
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Tabela 6. Analise de regressdo, independente do nimero de plantulas produzidas por
semente, para a estimativa da massa aérea, subterrnea e total em mg de plantulas gemelares
de Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) cultivadas por 54 dias a pleno sol em
Uberlandia, Minas Gerais — Brasil.

Legenda: AG: Altura da gema apical em mm; DC: Diametro do coleto em mm; NF: Ndmero
de folhas; F: estatistica F para regressao; t: estatistica para o teste t de “Student” aplicado para

0 parametro inclinagdo, R%: coeficiente de determinagdo da regresséo; ** P < 0,05.

Variaveis Equacéo Estatisticas
Dependente Independente y= a+ bx R F t
Massa AG -47,46 + 3,77x 0,5655 102,81 ** 10,14 **
aerea (mg) DC -36,94 + 68,24x 0,7614 252,09 ** 15,88 **

NF -39,91 + 23,97x 0,3808 48,47 ** 6,96 **
AG.CD -6,79 + 1,55x 0,7720 267,49 ** 16,36 **
AG.NF -17,05 + 0,64x 0,6350 137,42 ** 11,72 **
DC.NF -5,43 +10,63x 0,7095 192,92 ** 13,89 **
AG.DC.NF 6,90 + 0,28x 0,7500 236,95 ** 15,39 **
Massa AG -12,16 + 1,57x 0,4531 65,44 ** 8,09 **
subterranea (mg) DC -6,15 + 27,31x 0,5605 100,76 ** 10,04 **
NF -10,20 + 10,30x 0,3228 37,66 ** 6,14 **
AG.CD 6,48 + 0,61x 0,5429 93,84 ** 9,69 **
AG.NF 1,87 + 0,25x 0,4654 68,77 ** 8,29 **
DC.NF 7,07 + 4,15x 0,4968 77,98 ** 8,83 **
AG.DC.NF 12,55 +0,11x 0,4892 75,67 ** 8,70 **
Massa AG -59,62 + 5,34x 0,5730 105,99 ** 10,30 **
total (mg) DC -43,10 + 95,55x 0,7527 240,48 ** 1551 **
NF -50,11 + 34,28x 0,3920 50,93 ** 7,14 **
AG.CD -0,31 + 2,16x 0,7534 241,34 ** 15,54 **
AG.NF -15,18 + 0,89x 0,6270 132,77 ** 11,52 **
DC.NF 1,64 +14,77x 0,6915 177,09 ** 13,31 **
AG.DC.NF 19,45+ 0,38x 0,7168 199,93 ** 14,14 **
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Tabela 7. ComparacOes entre os valores médios da massa aérea, subterranea e total (mg) de
plantulas gemelares de Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) com 54 dias de
semeadura, comparadas aos valores médios estimados a partir de regressées lineares com uso
das medidas originais das plantulas, independente do nimero de plantulas produzido por
semente.

L egenda: AG: altura da gema apical; DC: didmetro do coleto, NF: nimero de folhas.

Medida Numero de plantulas por semente

Massa Aérea Fator 1 2 3 4 5 Média
Original 101,21a 57,08a 30,97b 17,35b 33,76a 56,58
AG 79,86 b 64,21a 57,24a 22,02b 19,80a 56,68
DC 9558a 55,87a 3949b 21,70b 27,21a 56,57
NF 73,22b 5597a 52,77a 4099a 36,79a 56,56
AG.DC 9526a 56,50a 42,18b 1998b 23,84a 56,58
AG.NF 8531b 58,33a 52,28a 2593b 2383a 57,01
DC.NF 92,79a 52,66a 41,20b 2759b 30,29a 56,59

AG.DC.NF 9486a 5258a 41,74b 2525b 27,85a 56,69
F (P) Fator: 0,005 (P = 1,0000)
F (P) embrizo: 283,98 (P < 0,0001)
F (P) Fator x Embriso: 3,29 (P < 0,0001)

Massa NUmero de plantulas por semente

Subterranea Fator 1 2 3 4 5 Média
Original 4569a 37,45a 2046b 1425a 21,26a 31,27
AG 40,86 b 34,34a 3144a 16,78a 1585a 31,21
DC 46,89a 30,99b 2444b 17,32a 1952a 31,27
NF 38,42b 31,00b 29,63a 2456a 22,76a 31,25
AG.DC 46,64a 31,85b 2575b 17,02a 1853a 30,80
AG.NF 41,85b 31,32b 2895a 1866a 17,84a 31,42
DC.NF 4542a 29,75b 2527b 19,96a 21,0la 31,28

AG.DCNF 4711a 3050b 2624b 19,76a 20,78a 32,11
F (P) Fator: 0,16 (P =0,9930)
F (P) embrizo: 223,99 (P < 0,0001)
F (P) Fator x Embrido: 2,68 (< 0,0001)

NUmero de plantulas por semente

Massa Total Fator 1 2 3 4 5 Média
Original 146,90a 9453a 5143b 3160b 5502a 87,84
AG 120,72b 9855a 88,69a 3880b 3564a 87,88
DC 14246a 86,85a 63,92b 39,02b 46,72a 87,85
NF 111,69b 87,01a 8244a 6558a 5959a 87,84
AG.DC 14189a 87,88a 67,93b 37,00b 4238a 8781
AG.NF 127,16 b 89,64a 8124a 4460b 41,67a 88,00
DC.NF 138,12a 82,36a 66,43b 4752b 51,27a 87,82

AG.DC.NF 138,83a 8144a 66,74b 4435b 47,89a 87,03
F (P) Fawor: 0,01 (P = 1,0000)
F (P) embrizo: 274,87 (P < 0,0001)
F (P) Fator x Embriao: 3,09 (P < 0,0001)
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Tabela 8. Analise de regressdo para a estimativa da massa aérea em mg de plantulas de
Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) cultivadas por 54 dias a pleno sol em
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, obtidas para diferentes numero de plantulas por semente.
'Médias seguidas de letras diferentes, comparadas para cada nimero de plantulas por
semente, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

Legenda: AG: Altura da gema apical em mm; DC: Diametro do coleto em mm; NF: NUmero
de folhas; F: estatistica F para regressao; t: estatistica para o teste t de “Student” aplicado para

0 parametro inclinagdo, R%: coeficiente de determinagéo da regresséo; ** P < 0,05.

DC

NF

AG.DC
AG.NF
DC.NF
AG.DC.NF
Original

-15,0222 + 41,0675x  0,3729 7,73* 2,78* 30,97 a
-6,4643 +9,6821x 0,1535 2,36ns 1,54ns 30,97 a
5,1544 +0,8172x  0,3082 5,79* 241~* 30,97 a
4,3274 +0,2460x  0,1972 3,19ns 1,79ns 30,97 a
-1,5104 + 7,4051x  0,3511 703* 265* 30,97 a
8,1238 + 0,1836x  0,3192 6,09* 247* 30,97 a

30,97 a

Namero de Equacdo Estatisticas

Estimador plir;tlea:tzor y=a+bx R F t Média*
AG 1 43,9369 + 1,6958x 0,0940 2,39ns 154ns 101,21a
DC 1 76,9134 + 12,5101x 0,0123 0,29ns 054ns 101,21a
NF 1 53,7507 + 10,0545x  0,2026 584* 242* 10121a
AG.DC 1 68,3150 + 0,4996x 0,0704 1,74ns 1,32ns 101,20 a
AG.NF 1 57,1411 + 0,2755x  0,2614 8,14 ** 285** 101,21a
DC.NF 1 67,2481 + 3,6753x  0,1666 460* 214* 101,21a
AG.DC.NF 1 68,3818 + 0,1045x  0,2147 6,29* 251* 10121a
Original 1 101,21 a
AG 2 -60,1644 + 3)9583x  0,4479 14,60 ** 3,82** 57,08 a
DC 2 -24,3779 +59,8955x  0,4961 17,72** 421** 57,08a
NF 2 48,0800 + 2,2500x 0,0048 0,09ns 0,30ns 57,08a
AG.DC 2 0,1561 +1,3942x  0,5563 22,57 ** 4,75** 57,08 a
AG.NF 2 -18,8798 + 0,6449x 0,3539 9,86** 3,14** 57,08a
DC.NF 2 12,0561 + 8,2386x  0,2837 7,13* 2,67* 57,08 a
AG.DC.NF 2 7,8195+0,3019x  0,5062 18,45** 430** 57,07a
Original 2 57,08 a
AG 3 -3,4048 + 1,2378x  0,1465 2,23ns 149ns 30,97a

3

3

3

3

3

3

3




201

Tabela 9. Analise de regressao para a estimativa da massa subterranea em mg de plantulas de
Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) cultivadas por 54 dias a pleno sol em
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, obtidas para diferentes numero de plantulas por semente.
'Médias seguidas de letras diferentes, comparadas para cada nimero de plantulas por
semente, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

Legenda: AG: Altura da gema apical em mm; DC: Diametro do coleto em mm; NF: Ndmero
de folhas; F: estatistica F para regressdo; t: estatistica para o teste t de “Student’ aplicado para

0 parametro inclinagdo, R%: coeficiente de determinagéo da regresséo; ** P < 0,05.

Namero de Equacdo Estatisticas

Estimador plir;tlea:tzor y= a+bx R F t Média*
AG 1 37,0780 + 0,4031x 0,0160 0,37ns 0,61ns 50,69 a
DC 1 37,6127 +4,1603x  0,0041  0,09ns 0,3l1ns 4569b
NF 1 32,1007 +2,8795x  0,0500 1,21ns 1,10ns 4569b
AG.DC 1 37,6520 + 0,1221x  0,0127 0,29ns 0,54ns 4569b
AG.NF 1 34,9864 + 0,0669x 0,0464 1,12ns 1,06ns 45,68b
DC.NF 1 36,0317 +1,0455x  0,0405 0,97ns 0,99ns 4569b
AG.DC.NF 1 37,7987 + 0,0251x  0,0373 0,89ns 0,94ns 4568b
Original 1 45,69 b
AG 2 -18,7971 +1,8991x 0,1965 4,40ns 2,10ns 37,46a
DC 2 -1,0419 +28,3066x 0,2112  482* 220* 3746a
NF 2 14,1550 + 5,8250x  0,0618 1,19ns 1,09ns 37,46a
AG.DC 2 10,9256 + 0,6498x  0,2303  539* 232* 3746a
AG.NF 2 -149417 + 0,4449x  0,3210 851 ** 292** 3745a
DC.NF 2 8,4641 +5,3048x 0,2242 520* 228* 37,46a
AG.DC.NF 2 10,1030 + 0,1677x  0,2975 7,62** 276** 37,46a
Original 2 37,46 a
AG 3 -27,2990 +1,7196x 0,3918 837* 289* 20,46a
DC 3 -29,9667 + 45,0238x 0,6209 21,30 ** 4,61** 20,46 a
NF 3 -10,9429 + 8,1214x  0,1497 229ns 151ns 20,46a
AG.DC 3 -10,8194 + 0,9901x 0,6267 21,83** 467** 20,43 a
AG.NF 3 -10,5525 +0,2863x 0,3701  7,64* 2;76* 20,46a
DC.NF 3 -13,1949 + 7,6721x 0,5222 14,21 ** 3,77** 20,46 a
AG.DC.NF 3 -6,0964 +0,2134x  0,5973 19,28 ** 4,39** 20,46 a
Original 3 20,46 a
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Tabela 10. Analise de regressdo para a estimativa da massa total em mg de plantulas de

Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) cultivadas por 54 dias a pleno sol em

Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, obtidas para diferentes numero de plantulas por semente.

'Médias seguidas de letras diferentes, comparadas para cada nimero de plantulas por

semente, diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

Legenda: AG: Altura da gema apical em mm; DC: Diametro do coleto em mm; NF: NUmero

de folhas; F: estatistica F para regressao; t: estatistica para o teste t de “Student” aplicado para

0 parametro inclinagdo, R%: coeficiente de determinagéo da regresséo; ** P < 0,05.

Namero de Equacdo Estatisticas

Estimador plir;tlea:tzor y=a+bx R F t Média*
AG 1 76,0149 +2,0989x  0,0727 1,80ns 1,34ns 146,90a
DC 1 114,5262 + 16,6704x  0,0110 0,26ns 0,51ns 146,90 a
NF 1 85,8514 +12,9340x  0,1693 4,69 * 2,17* 146,90 a
AG.DC 1 105,9670 + 0,6217x  0,0551 134ns 1,16ns 146,90a
AG.NF 1 92,1275 + 0,3425x  0,2040 5,89 * 2,43* 146,91 a
DC.NF 1 103,2798 + 4,7208x  0,1388 37lns 1,93ns 146,90 a
AG.DC.NF 1 106,1805 + 0,1296x  0,1669 4,61 * 2,15* 146,90 a
Original 1 146,90 a
AG 2 -78,9615 + 5,8574x  0,3587 10,07 ** 3,17** 09454a
DC 2 -25,4198 + 88,2021x 0,3935 11,68 ** 3,42** 9453a
NF 2 62,2350 + 8,0750x  0,0228 0,42ns 0,65ns 9454a
AG.DC 2 11,0817 +2,0440x  0,4374 13,99 ** 374** 9453 a
AG.NF 2 -33,8215 + 1,0898x  0,3697 10,56 ** 3,25** 9453a
DC.NF 2 20,5202 + 13,5434x  0,2805 7,02* 265* 94544
AG.DC.NF 2 17,9225 + 0,4696x  0,4479 1460 ** 3,82** 9454a
Original 2 94,54 a
AG 3 -30,7037 +2,9574x  0,3230 6,20 * 249* 5143a
DC 3 -44,9889 + 80,0913x  0,6320 22,41 ** A73** 44,71a
NF 3 -17,4071 + 17,8036x  0,2005 326ns 1,81ns 5143a
AG.DC 3 -5,6650 + 1,8073x  0,5822 18,11 ** 426** 5143a
AG.NF 3 -6,2251 + 0,5322x  0,3566 721* 268* 5143a
DC.NF 3 -14,7052 + 15,0772x  0,5622 16,69 ** 4,09** 5143a
AG.DC.NF 3 2,0275 +0,3970x  0,5763 17,68 ** 421** 5143a
Original 3 51,43 a
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Manipulagdo da Poliembrionia

Os resultados comparativos dos tratamentos no transplante, ou seja na instalacdo do
experimento, ndo parecem comprometer a avaliagdo do experimento (Tabela 11). Os
tratamentos Singlet, 2-Singlet e 3-Singlet s6 mostraram diferencas no nimero de folhas. Os
tratamentos Doublet e 1-Doublet, mostraram poucas diferengas (AG, DC, NF e MS), embora
as plantulas tenham apresentado a mesma massa total. Os tratamentos Triplet e 1-Triplet néo
mostraram diferencas para nenhuma das medidas. Apesar da presenca de diferencas, 0S
valores médios foram proximos entre si e, quando ocorram diferencas, os grupos foram
préximos entre si.

As plantulas Singlet apresentaram os maiores valores para as medidas, tanto aos 124
dias quanto para incremento nas medidas das plantulas (exceto para a AG, onde foi igual a
Doublet), reforcando a idéia de que a presenca de plantulas gemelares afeta negativamente o
crescimento das mesmas. As taxas de crescimento relativo (TCR) foram iguais para AG, DC
entre os tratamentos, e foram maiores para Singlet e iguais entre Doublet e Triplet para NF,
NFO, e MS. A taxa de crescimento relativo para massa aérea (TCRMA) foi superior para
Triplet, sequida de Doublet e Singlet e a taxa de crescimento relativo para massa total
(TCRMT) foi maior nas Triplet e igual entre Doublet e Triplet. A maior TCR nas plantulas
Triplet pode estar relacionada & maior TCRMA, TCRMS (taxa de crescimento relativo para
massa subterrdnea) e TCRMT para as plantulas menores (Figura 6). As relagOes
demonstraram que, & medida que as plantulas aumentam de tamanho, ocorre diminui¢do da
TCRMA (F1.114 = 70,29; P < 0,0001), da TCRMS (Fy.114 = 34,45; P < 0,0001) e da TCRMT
(F1.114=22,35; P <0,0001).

Paras todas as medidas no transplante, 124 dias ap0s o transplante e incremento as
plantulas Doublet foram maiores que as Triplet (Tabela 12). Quanto aos tratamentos de
competicdo, as plantulas dos tratamentos de competicdo intra-especifica e de inibicdo

apresentaram 0s maiores valores aos 124 dias, embora as plantulas gemelares somente
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apresentaram valores menores para 0 DC, MS e MT. O incremento em tamanho foi similar
entre os tratamentos, com exce¢do do DC e NF, onde a competicdo intra-especifica foi menor
gue as demais e as plantulas gemelares produziram menor incremento para MS e MT do que
os demais tratamentos. A TCR foi menor para a competicao intra-especifica, com excecao da
MS onde a competicdo gemelar apresentou os mesmos valores que a competi¢do intra-
especifica. A alocacdo de recursos foi maior para a parte aérea na competicdo gemelar que os

demais tratamentos.

Intensidade da Competicao

Os estimadores de competicdo ndo mostraram diferengas entre os tratamentos de
competicdo para os dados aos 124 dias e para o incremento nas medidas das plantulas, com
excecdo da comparagdo entre as inclinacdes do tratamento de inibicdo de competicdo e de
competicdo intra-especifica, com a Gltima mostrando maior efeito sobre o nimero de folhas b
= -2,26 (Tabela 12). Para a TCR n&o ocorreu diferencas entre as inclinagbes para a
competicdo gemelar e sua inibicdo. A competicdo intra-especifica mostrou maior efeito
negativo para as inclinagdes quando comparada & inibicdo da competicdo para AG, DC, NF,

NFO e MT; e comparada a competicdo gemelar para a AG, DC, MA e MT (Tabela 12).
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Tabela 11. Biometria de plantulas oriundas de sementes poliembridnicas de Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae), submetidas a diferentes
tratamentos de manipulacdo de competicéo, cultivadas por 124 dias a pleno sol em Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
! Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.
Legenda: AG: altura da gema (mm), DC: diametro do coleto (mm), NF: namero de folhas, NFO: namero de foliolos, MA: massa aérea seca (mg), MS:
massa subterranea seca (mg), MT: massa total seca (mg), RMAMT: razdo massa aérea /massa total, TCR: Taxa de crescimento relativo, F: estatistica F
de Snedecor da ANOVA, P: probabilidade.

Tratamentos (média + erro padréo) *

Fator Medida Singlet Doublet Triplet 1-Doublet 1-Triplet 2-Singlet 3-Singlet F(P)
Transplante  AG 28,94+092 A 26,08 +1,03 A 21,38+136C 24,85+0,98 B 21,48+2,04C 29,08+0,80 A 28,76 £ 0,95 A 8,03 (<0,0001)
DC 1,69 +0,06 A 1,23+0,09C 1,05+0,08C 1,42+0,07B 1,23+0,10C 1,88 £0,06 A 1,71+0,06 A 17,04 (<0,0001)
NF 4,07+0,07B 425+0,17 A 3,83+0,17B 4,00+0,00 B 3,83+0,30B 438+0,20 A 480+0,26 A 3,26 (0,0059)
MA 89,54+ 1,01 A 46,02+ 4,56 B 28,1+3,18C 49,59 +352 B 3529+398C 92,48 +231 A 9541+27A 77,98 (<0,0001)
MS 39,98+ 1,64 A 35,15+4,00B 22,78+124C 29,29+175C 25,04+2,01C 4523 +156 A 40,46 + 1,63 A 13,39 (<0,0001)
MT 1324+126 A 85,68 +9,07 B 36,79+483C 84,52+ 475B 45,18 +7,74C 136,06 2,87 A 139,7+336 A 57,77 (<0,0001)
RMAMT 69,28+ 0,82 A 56,37 +1,84C 52,96 + 2,55 C 62,56 +1,31B 5758+129C 67,18+0,74 A 70,22+098 A 22,20 (<0,0001)
124 dias AG 57,51 +2,63 A 52,84 +197 A 45,82 +1,67B 53,59 +2,00 A 44,48 322 B 60,79 +334 A 46,41+225B 6,04 (<0,0001)
DC 3,06+0,15A 2,17+0,12C 1,72+0,11C 2,58+0,08B 1,96+0,18C 2,63+0,18B 2,12+0,07C 11,12 (<0,0001)
NF 11,86 +0,61 A 10,13+0,41 B 8,50+0,45C 9,87+0,34B 10,33+0,61B 10,00 £ 0,46 B 8,07+051C 6,48 (<0,0001)
NFO 1357104 A 10,88 +0,75C 8,83+0,68B 10,73+0,66 C 10,33+£0,61C 11,31+115C 8,33+0,64 B 4,12 (0,0010)
MA 1199,79 +£ 62,04 A 826,56 +34,37C 706,65 + 36,18 C 977,6+41,46 B 748,78+ 7151 C 1018,18 + 94,58 B 784,04 +39,93C 8,56 (<0,0001)
MS 1581,85 + 106,84 A 975,50+ 70,91 C 714,61 +79,59 D 1236,19+£80,31 B 1035,00£92,54 C ~ 1335,02 + 114,92 B 901,62 +4747C 10,64 (<0,0001)
MT 2781,64 + 164,20 A 1802,06 + 10359 C  1421,26+102,84C  2213,79+116,07B  1783,78+127,93C  2353,19+20354B 168566 £84,75C 10,94 (<0,0001)
RMAMT 43,42 +0,79B 46,49+0,84 B 51,45+ 359 A 44,69+ 1,09B 42,39+320B 43,44 +0,99 B 46,6 £0,64 B 2,83(0,0142)
Incremento  AG 2857 +232A 26,77 +1,62 A 2443+179B 28,74 +1,63 A 22,99+232B 31,71+333A 17,65+2,44B 4,12 (0,0010)
DC 136+0,15 A 0,94 £0,09 A 0,67+0,08B 1,16 +0,08 A 0,73+0,18B 0,75+0,16 B 0,41+0,07B 6,73 (<0,0001)
NF 7,79+0,63 A 5,88+0,36 B 4,67+0,50C 587+0,34B 6,50+051B 5,63+0,43B 327+051D 9,00 (<0,0001)
NFO 9,50 +1,06 A 06,63 + 0,60 B 5,00+0,71C 6,73+0,66 B 6,50+0,51B 6,94+1,10B 3,53+0,60C 5,25 (0,0001)
MA 1110,26 £ 61,73 A 780,55 +30,54 C 678,55 +34,58 C 928,01 +39,42B 7135+7225C 925,70 £ 94,52 B 688,63 +40,14C 7,32 (<0,0001)
MS 1541,87 £ 106,69 A 940,35 + 69,10 B 691,82 +79,42 D 1206,91 £79,22 B 1009,96 £91,19C  1289,79 + 114,76 C 861,16 +47,89C 10,47 (<0,0001)
MT 2649,24 + 163,79 A 1716,38+96,50C  1384,47+101,47C  2129,27+113,23B  1738,61+124,77C  2217,14+ 20358 B  154596+84,52C 10,12 (<0,0001)
TCR AG 0,16 + 0,01 A 0,17 +0,01 A 0,19+0,02 A 0,19+0,01 A 0,18+0,02 A 0,17+0,01 A 0,11+0,01B 3,80 (0,0020)
DC 0,14+0,01A 0,14 +£0,02 A 0,12+0,02 A 0,15+0,01 A 0,11+0,03 A 0,08+0,01B 0,056+0,01B 6,14 (<0,0001)
NF 0,26 + 0,01 A 0,21+0,01B 0,19+0,02B 0,22+0,01B 0,24+0,02 A 0,20+0,01B 0,12+0,02C 9,27 (<0,0001)
NFO 0,28+0,02 A 0,22+0,01B 0,20+0,02B 0,23+0,01B 0,24+0,02B 0,22+0,02B 0,13+0,02C 7,77 (<0,0001)
MA 0,62+0,01C 0,72+0,02B 0,80+0,04 A 0,73+0,01B 0,74+0,05B 0,57+0,02C 051+0,01D 18,91 (<0,0001)
MS 0,89+0,02 A 0,81+0,02B 0,81+0,05B 0,90+0,01 A 0,90+0,02 A 0,81+0,02B 0,75+0,02B 6,21 (<0,0001)
MT 0,73+0,01B 0,75+0,02B 0,92 +0,05 A 0,79+0,01B 0,94+0,05 A 0,68+0,02C 0,60+0,01D 20,40 (<0,0001)
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Tabela 12. Efeito dos tratamentos de densidade e de tipo de competicdo sobre a biometria de plantulas gemelares oriundas de sementes poliembridnicas de
Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) cultivadas por 124 dias a pleno sol em Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
! Médias seguidas de letras, mindsculas para densidade e maitsculas para competicéo, diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

L egenda: AG: altura da gema (mm), DC: diametro do coleto (mm), NF: nimero de folhas, NFO: nimero de foliolos, MA: massa aérea seca (mg), MS: massa
subterranea seca (mg), MT: massa total seca (mg), RMAMT: razdo massa aérea /massa total, TCR: Taxa de crescimento relativo, F: estatistica F de Snedecor da

ANOVA, P: probabilidade.

Tratamentos (média) *

Densidade Competicdo
Fator Medida 2 plantulas 3 plantulas Gemelar Intra-especifica Inibicdo F densidade (P) F competicio (P) Fyxc (P)
Transplante  AG 26,71a 24,25b 24,06 B 28,92 A 23,36 B 6,45 (0,0131) 13,65 (<0,0001) 2,48 (0,0900)
DC 151a 1,36 b 1,15C 1,80 A 1,33B 6,29 (0,0141) 39,55 (<0,0001) 1,17 (0,3158)
NF 4,21a 421a 4,07B 458 A 3,93B 0,002 (0,9632) 6,00 (0,0037) 2,39 (0,0985)
MA 62,97 a 56,20 b 38,34 B 93,90 A 43,23 B 5,65 (0,0198) 162,78 (<0,0001) 7,67 (0,0009)
MS 36,71a 30,28 b 29,85 B 42,92 A 27,40B 11,08 (0,0013) 25,87 (<0,0001) 2,90 (0,0607)
MT 102,46 a 78,95b 64,73 B 137,82 A 67,03 B 23,68 (<0,0001) 103,26 (<0,0001) 15,11 (<0,0001)
RMAMT 62,02 a 61,02 a 59,70 C 68,65 A 60,34 B 0,67 (0,4163) 44,03 (<0,0001) 4,57 (0,0132)
124 dias AG 55,79 a 45,63 b 49,83 A 53,83 A 49,54 A 24,23 (<0,0001) 1,88 (0,1588) 1,63 (0,2030)
DC 2,46 a 1,95b 1,98 B 2,38 A 2,30 A 22,88 (<0,0001) 5,54 (0,0056) 0,88 (0,4180)
NF 10,00 a 8,90 b 9,43 A 9,06 A 10,07 A 8,49 (0,0046) 2,44 (0,0932) 3,70 (0,0290)
NFO 10,98 a 9,10b 10,00 A 9,87 A 10,56 A 8,13 (0,0055) 0,40 (0,6693) 1,26 (0,2877)
MA 940,00 a 749,38 b 77517 A 904,88 A 875,90 A 15,59 (0,0002) 2,69 (0,0741) 0,98 (0,3788)
MS 1181,09a 885,12 b 863,69 B 112531 A 1146, 77 A 18,28 (0,0001) 6,85 (0,0018) 1,58 (0,2114)
MT 2121,09a 1634,50b 1638,86 B 2030,19 A 2022,68 A 19,78 (<0,0001) 5,56 (0,0054) 1,24 (0,2962)
RMAMT 44,88 a 46,80 a 48,62 A 4497 B 43,67 B 1,66 (0,2017) 3,86 (0,0251) 2,14 (0,1240)
Incremento  AG 29,08 a 21,38b 25,77 A 2491 A 26,19 A 16,22 (0,0001) 0,16 (0,8531) 3,37 (0,0394)
DC 0,94 a 0,59b 0,82 A 0,59B 0,97 A 13,40 (0,0004) 5,44 (0,0061) -0,23 (1,0000)
NF 579 a 4,69 b 5,36 A 4,48 B 6,15 A 9,21 (0,0032) 7,24 (0,0013) 5,44 (0,0061)
NFO 6,77 a 4,90b 593 A 529 A 6,63 A 9,21 (0,0032) 1,60 (0,2078) 2,09 (0,1304)
MA 877,02 a 693,18 b 736,83 A 810,99 A 832,67 A 14,85 (0,0002) 1,45 (0,2402) 0,96 (0,3883)
MS 1144,38 a 854,84 b 833,84 B 1082,39 A 1119,38A 17,79 (0,0001) 6,74 (0,0020) 1,58 (0,2121)
MT 2018,62a 1555,55b 1574,13 B 1892,37 A 195564 A 18,48 (<0,0001) 4,73 (0,0114) 1,39 (0,2539)
TCR AG 0,18 a 0,16 a 0,18 A 0,15B 0,19 A 2,60 (0,1111) 4,96 (0,0093) 4,29 (0,0169)
DC 0,12 a 0,09b 0,13 A 0,06 B 0,13 A 5,46 (0,0220) 13,22 (<0,0001) -0,30 (1,0000)
NF 0,21a 0,18b 0,20 A 0,16 B 0,23 A 5,18 (0,0256) 11,01 (0,0001) 6,37 (0,0027)
NFO 0,22 a 0,19b 0,21 A 0,18B 0,24 A 8,05 (0,0058) 7,12 (0,0014) 4,51 (0,0139)
MA 0,67 a 0,67 a 0,75 A 0,54B 0,73 A 0,00 (0,9932) 44,42 (<0,0001) 4,66 (0,0122)
MS 0,84 a 0,81a 0,81B 0,78 B 0,90 A 1,97 (0,1645) 13,39 (<0,0001) 0,66 (0,5178)
MT 0,74 b 0,80 a 0,82 A 0,64 B 0,86 A 8,12 (0,0056) 35,72 (<0,0001) 13,96 (<0,0001)
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Tabela 13. Indicadores de intensidade de competicdo, obtidos a partir de regressdes lineares, em funcdo do numero de plantulas por semente, para diferentes
tratamentos de competicdo de plantulas gemelares oriundas de sementes poliembriénicas de Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae), cultivadas por 124 dias sob
a pleno sol em Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
L egenda: R?: coeficiente de determinagdo, a: intercepto, b: inclinagéo, F: F de Snedecor da ANOVA, t: t de “Student”, P: probabilidade (* < 0,05; ** < 0,01; ns >

0,05).
Tipo de competicdo - Tratamentos incluidos Comparacdo das inclinagdes (b)
Competicdo gemelar Inibicdo de Competicdo Competicdo intra-especifica t(P) t(P) t(P)
Fator  Medida R a b F(P) R a b F(P) R a b F(P) Gemelarx  Gemelarx  Inibigao x

Inibicdo  Intra-especifica Intra-especifica

124 dias AG 0,9866 63,65 -5,84 14,35**  0,9495 64,89 -6,52 12,62** 0,5422 66,00 -555 7,28** 0,11 ns 0,03 ns 0,14 ns
DC 0,9666 3,64 -0,67 51,77**  0,9936 3,62 -0,54 31,60** 0,9967 3,53 -0,46 21,40** 0,48 ns 0,79 ns 0,28 ns

NF 0,9997 1351 -168 2257 05357 12,21 -0,76  4,27* 0,9999 13,76 -1,89 26,14** 0,77 ns 0,20 ns 1,01 ns

NFO 0,9937 1583 -2,37 15,39**  0,8411 14,78 -1,62 8,01** 0,9937 16,31 -2,62 14,36** 0,57 ns 0,20 ns 0,79 ns

MA 0,9192 1404,14 -246,57 56,61**  0,9999 1426,40 -225,50 30,15** 0,9947 1416,42 -207,88 17,06** 0,24 ns 0,41 ns 0,16 ns

MS 0,9498 1957,89 -433,62 49,15**  0,9773 1831,20 -273,42 16,87** 0,9755 1953,06 -340,11 25,40** 1,20 ns 0,75 ns 0,47 ns

MT 0,9393 3362,04 -680,19 56,12**  0,9937 3257,60 -498,93 25,90** 0,9844 3369,48 -547,99 23,06** 0,78 ns 0,60 ns 0,20 ns

RMAMT 0,9817 39,09 4,02 8,76* 0,2004 4453 -0,52 0,16ns 0,7539 4131 159 7,28* 0,91 ns 0,50 ns 0,45 ns
Incremento AG 0,9945 30,72 -2,06 227ns 0,7274 32,35 -2,79 3,55ns 05473 36,89 -546 7,66** 0,22 ns 1,21 ns 0,97 ns
DC 0,9842 168 -0,35 9,28**  0,9586 1,71 -0,31 10,41** 0,9729 1,79 -0,47 23,96** 0,31 ns 1,11 ns 1,38 ns

NF 0,9834 9,23 -1,56 19,15**  0,4322 8,00 -0,64 3,24ns 0,9994 10,08 -2,26 37,50** 1,23 ns 1,27 ns 2,34 *

NFO 09749 1154 -2,25 15,18**  0,8080 10,56 -1,50  6,99* 0,9934 12,62 -2,98 19,564** 0,85 ns 0,89 ns 1,75 ns

MA 0,9151 1288,16 -215,85 46,67**  0,9978 1314,01 -198,38 23,71** 0,9949 1329,82 -210,81 17,56** 0,21 ns 0,08 ns 0,13 ns

MS 0,9456 1908,05 -425,02 48,04**  0,9780 1784,81 -265,95 16,23** 0,9781 1911,64 -340,35 25,47** 1,22 ns 0,70 ns 0,54 ns

MT 0,9300 3181,47 -632,38 50,81  0,9933 3083,01 -455,32 22,17 0,9846 3240,73 -551,64 23,41** 0,80 ns 0,40 ns 0,41 ns

TCR AG 0,9307 0,15 0,01 2,08ns 0,6775 0,16 0,01 1,13ns 0,6036 0,20 -0,02 7,61** 0,10 ns 2,10 * 2,03 *
DC 0,7349 0,15 -0,009 0,75ns  0,6118 0,16 -0,02 1,86ns 0,9280 0,18 -0,04 25,41** 0,43 ns 2,70 ** 2,16 *

NF 0,9348 0,28 -0,03 9,89**  0,0776 0,25 -0,006 0,36ns 0,9916 0,32 -0,07 41,37** 1,00 ns 1,56 ns 2,59 *

NFO 0,9396 0,32 -0,04 12,18**  0,5435 0,29 -0,02 2,53ns 0,9894 0,36 -0,08 34,50** 0,82 ns 1,44 ns 2,27 *

MA 1,0000 0,53 0,09 31,57  0,8176 0,58 0,06 8,25** 0,9979 0,68 -0,06 30,84** 0,43 ns 2,24 * 1,77 ns

MS 0,8063 091 -0,04 3,54ns  0,3995 0,88 0,006 0,25ns 0,9942 0,95 -0,07 25,20** 0,51 ns 0,32 ns 0,84 ns

MT 0,8184 061 0,09 22,23**  0,9383 0,61 0,10 27,72** 0,9862 0,80 -0,07 37,10** 0,13 ns 2,09 * 2,20 *
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Figura 6. Relacdo entre a massa aérea, subterranea e total de plantulas gemelares, com suas
respectivas taxas de crescimento relativo (TCR), obtidas a partir dos residuos, oriundas de
sementes poliembriénicas de Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) coletadas em 2005
e cultivadas por 124 dias a pleno sol, no Campus Umuarama da Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
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Discussao

Germinagao das sementes

As sementes da populacdo amostrada mostraram germinabilidade alta quando
comparada a outros estudos, que atingiram entre 25-87% (Fonseca et al. 2005; Oliveira et al.
2008; Martins et al. 2008, Martins et al. 2009, Santos et al. 2009). Tal variagdo na
germinabilidade, encontrada por diferentes autores, pode ser explicada pelo fato de que a
viabilidade das sementes de Handroanthus chrysotrichus pode variar em funcéo do estado de
maturacdo (Fonseca et al. 2005), temperatura e teor de agua das sementes (Martins et al.
2009), diferencas entre individuos (Santos et al. 2009) e condigdes de semeadura e
armazenamento (Martins et al. 2008, Oliveira et al. 2008). A germinabilidade parece néo ser
afetada pela poliembrionia como em outras espécies estudadas. Em Bombacopsis glabra
(Pasg.) A. Robyns (Scalon et al. 2003) e Tripsacum dactyloides L. (Tatina 1981), as sementes
poliembridnicas tém maior germinabilidade que as monoembridnicas, enquanto em Eriotheca
pubescens (Mart. & Zucc.) Schott. & Endl. a germinabilidade é menor (Capitulo 5) e em Inga
laurina (Sw.) Willd a emergéncia é menor (Mendes-Rodrigues et al. 2008). Os resultados,
comparando sementes com a emergéncia de diferentes nimeros de plantulas por semente de
Handroanthus chrysotrichus, mostraram poucas diferencas, refor¢ando a idéia de auséncia de
efeito da poliembrionia sobre a emergéncia das plantulas gemelares. A poliembrionia também
parece aumentar a assincronia dos processos de germinacdo e de emergéncia em outras
espécies poliembridnicas (Capitulo 5; Mendes-Rodrigues et al. 2007; Mendes-Rodrigues et
al. 2008).

ComparacBes com a germinabilidade (G) de espécies monoembribnicas de
Handroanthus s&o dificeis pela adogdo de métricas diferentes ou pela auséncia de avaliacdo
da poliembrionia na populagdo estudada. Mas os resultados encontrado aqui para

Handroanthus chrysotrichus ndo sdo marcadamente diferentes como em Handroanthus
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impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos G = 60% (Gemaque et al. 2002, Gemaque et al. 2005)
ou G = 75-86% (Oliveira et al. 2004); Tabebuia aurea (Manso) Benth. & Hook. f. ex. S.
Moore, G = 94% e TMG = 2,84 dia (Cabral et al. 2003) ou G = ca. 85% (Oliveira et al. 2006)
ou ainda G = 100% (Salomédo & Fujichima 2002); Handroanthus serratifolius G = 92-99%
(Machado et al. 2005) ou G = 73-80% (Oliveira et al. 2004) ou G = 55-99% (Oliveira et al.
2005) ou ainda G = 92% (Santos Junior et al. 2004). Aparentemente os valores de
germinabilidade de Handroanthus chrysotrichus sdo comparaveis as espécies anteriormente
citadas, e o TMG superior ao de Tabebuia aurea, mas ndo permitem especulagbes com
relacdo a poliembrionia. Ainda sdo necessarios mais estudos com a mesma metodologia que
permitam determinar se a poliembrionia afeta ou ndo o padrdo de germinacdo das sementes

em Handroanthus.

Avaliacao da poliembrionia

A poliembrionia em Handroanthus chrysotrichus, avaliada pelo nimero médio de
embrides por semente (NMES) e pela percentagem de sementes poliembridnicas (PSP),
mostrou variagBes entre os individuos. VariagBes intra-populacionais na poliembrionia
também foram observadas em outros grupos de plantas (Schmidt & Antlfinger 1992, Mendes-
Rodrigues et al. 2005, 2008b). Diferentes fatores podem afetar o nimero de embribes por
semente, tais como a autopolinizacdo vs polinizacdo cruzada (Mendes-Rodrigues et al. 2005),
servigos de polinizacdo (St. Denis & Cappuccino 2004), luminosidade (Smith et al. 2006),
diferengas entre taxa (Domingues et al. 1998, Soares-Filho et al. 2000, DiTommaso et al.
2005a) e populagdes (DiTommaso et al. 2005b, Mendes-Rodrigues et al. 2008a), mas foi
impossivel testar tais fatores no ambito do presente estudo. A porcentagem de semente
poliembridnicas foi muito superior a observada para Handroanthus ochraceus (PSP = 3%)

(Saloméo & Allem 2001).
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A porcentagem de conversdao de embrides em plantulas (PCEP) parece estar
diretamente associada a viabilidade das sementes e ao ndmero médio de embribes por
semente. A alta PCEP é fungdo inversa do nimero médio de embrides, ou seja, quanto menor
0 nimero de embriGes por semente, maior a PCEP. Para Handroanthus chrysotrichus o
menor ndmero de embrides pode representar menos competicdo e embribes de maior
dimensdo, que podem resultar em maiores PCEP, como sugerido para outros grupos
(Mendes-Rodrigues et al. 2005, Hotchkiss et al. 2008). Condi¢Bes nutricionais tambem
podem afetar a PCEP em Ophiopogon japonicus (Lf) Ker-Gawl. e Uapaka kirkiana Muell.
Arg. (Fukai et al. 2000, Maliro & Kwapata 2000). Sementes com maior nimero de embrides
maiores apresentam maior frequéncia de embrides atipicos e menores (Mendes-Rodrigues et
al., dados ndo publicados), o que pode diminuir a PCEP em Handroanthus chrysotrichus,

levando as diferencas ndo significativas no NMPSentre individuos.

Massa dos Embrides

Apesar da massa embrionaria por semente em Handroanthus chrysotrichus ter diferido
entre sementes com diferentes nimeros de embrides, essas diferengas foram significativas
apenas entre as sementes com um e seis embrides por semente. Com isto a massa embrionaria
permanece constante, diminuindo a massa de cada embrido a medida que aumenta o numero
de embrides por semente. Em contraste, a massa das sementes ndo varia em fungdo do nimero
de embrides produzidos por semente em Handroanthus chrysotrichus e Handroanthus
ochraceus (Mendes-Rodrigues et al., dados ndo publicados). Esses resultados indica alocacgéo
de recursos conservadora e homogénea na massa das sementes, de certa forma semelhante ao
observado para Vincetoxicum rossicum (Kleopow) Barbar. (Cappuccino et al. 2002). Tal
conservadorismo na massa total das sementes ou de embrides resulta na diminuicdo da massa
alocada para cada embrido, como observado em Bombacopsis glabra (Rodrigues 2005) e

Eriotheca pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005). A massa de sementes é uma
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caracteristica conservadora, determinada por fatores ambientais e adaptacBes a dispersdo

(Harper et al. 1970), ndo sendo afetada pelo aumento do nimero de embrides por semente.

Mortalidade de sementes e plantulas

A reducdo na massa média por embrido pode resultar em dificuldades para emergéncia
e sobrevivéncia dos embrides menores e, consequentemente, pode ser vista como uma
desvantagem para as sementes poliembribnicas. Efetivamente, a mortalidade individual de
embribes foi correlacionada com o aumento do nimero de embriBes por semente, mas a
mortalidade das sementes como um todo, isto é, a chance de pelo menos uma plantula
sobreviver por semente (“seed individual” sensu Blanchard et al. 2010), diminuiu com o
aumento do namero de plantulas por semente. Desta maneira, a poliembrionia pode ser vista
como uma estratégia vantajosa para a planta-méae, uma vez que aumenta a chance de que pelo
menos uma de suas plantulas por semente possa sobreviver (‘bet hedging’ sensu Ladd &

Cappuccino 2005).

Poliembrionia e crescimento inicial de plantulas

Além do bet-hedging, a poliembrionia poderia levar & germinagcdo de mais de uma
plantula por semente e favorecer processos dependentes de densidade, onde varias mudas
crescendo juntas aumentam seu fitness quando comparadas aquelas crescendo isoladamente
(Allee effect sensu Ladd & Cappuccino 2005, Hotchkiss et al. 2008). No caso de
Handroanthus chrysotrichus, entretanto, esse efeito parece estar presente somente na CE2,
onde ocorre aumento da massa total de plantulas produzida por semente. Com o aumento da
densidade de pléantulas por semente, a poliembrionia comeca a ser prejudicial. Para
Vincetoxicum rossicum o aumento do ndmero de plantulas também leva a diminuigdo na
massa média de plantulas, mesmo que transitorio (Cappuccino et al. 2002, Hotchkiss et al.

2008), mas em Murraya koengii, (L.) Spreng. embribes cultivados individualmente
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apresentam maior sobrevivéncia que quando cultivados todos juntos (Madalageri &

Ramanjini 1987).

Manipulagdo da Poliembrionia

Experimentos comparando o efeito da poliembrionia sobre o desenvolvimento de
plantulas s&o raros. Experimentos que envolvam manipulagdo destes efeitos sdo
desconhecidos por nds, o que dificulta compara¢des com outros estudos. Os resultados com
Handroanthus chrysotricus demonstram que ocorre compensacdo da diminui¢cdo do tamanho
das plantulas pelo aumento da taxa de crescimento relativo (TCR) das pléantulas menores.
Esses resultados sdo corroborados tanto pelas relagbes de tamanho e TCR, como pelos
resultados finais de crescimento e pelos indices de intensidade de competicéo.

Estudos com Tripsacum dactyloides mostram que plantulas Monoplet (uma plantula
originada de uma semente monoembridnica) e a plantula maior do par Doublet tém diferencas
fisiologicas entre si para o conteido de clorofila foliar, a e b, além dos teores de proteina e
agua, apesar de apresentarem poucas diferencas morfologicas. As comparacdes indicam que a
vantagem da poliembrionia estaria no fato da maior germinacdo de cariopses com
poliembrionia e na emergéncia de mais de uma plantula por cariopse (Tatina 1981).

Em Handroanthus, varias plantulas que crescem juntas podem ser todas clones da
planta-mae ou a combinacao de plantulas zigoticas e clonais (Costa et al. 2004, Bittencourt Jr.
& Moraes, 2010). Além disso, as plantulas Singlet provenientes de sementes poliembridnicas
também podem ser zigdticas ou clonais, uma vez que podem resultar da competicdo intra-
seminal entre embrides zigoticos e adventicios, com apenas um deles sobrevivendo. Muitos
autores indicam que embrides adventicios apresentam crescimento mais rapido do que o0s
sexuados, levando a geracdo de embrides assexuados maiores na semente madura (Baker
1960, Duncan 1970, Xiang & Roose 1988, Koltunow et al. 1995, Mendes-Rodrigues et al.

2005), o que poderia dar maior sucesso as plantulas assexuadas. Entretanto, estudos entre
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linhas sexuais e assexuadas tém demonstrado que a capacidade de competi¢do ndo é afetada
pela identidade genética assexuada (Wang 1996, Kovel & Jong 2001). Apesar da
predominancia de plantulas clonais em espécies poliembridnicas, o que favoreceria a fixacéo
de gendtipos maternos, incluindo heterozigose (Allem 2004), a ocorréncia ocasional de
embrides zigdticos pode resultar no surgimento de novos genétipos nas populacbes
essencialmente clonais (Batygina 1999, Martins & Oliveira 2003).

O experimento de manipulagdo permitiu mostrar que quando a competi¢cdo gemelar foi
inibida, as plantulas de Handroanthus mostraram o0 mesmo padréo de crescimento que aqueles
sob competicdo intra-especifica, nas mesmas densidades, e crescimento maior que aquelas em
competicdo gemelar, embora o crescimento de plantulas gemelares individualizadas néo tenha
atingido o mesmo crescimento que plantulas singlet. A densidade mostrou efeitos similares
aos estudos de competicdo intra-especifica, onde o acréscimo do nimero de plantulas diminui
a biometria das plantulas (Firbank & Watkinson 1985; Lentz 1999; Kovel & Jong 2001;
Florentine & Fox 2003; Osunkoya et al. 2005). Embora a poliembrionia produza plantulas
menores, 0s dados demonstraram que plantulas menores apresentam maiores TCR que as
maiores €, em caso de mortalidade das plantulas maiores, essas plantulas poderiam ocupar o
espaco das maiores em menor tempo. Outros estudos de competicdo tém mostrado efeito
contréario, onde plantulas maiores apresentam taxa de crescimento maior que as menores
(Weiner & Damgaard 2006, Potvin & Dutilleul 2009). O efeito da intensidade da competi¢do
intra-especifica foi maior sobre as plantulas que o efeito da competicdo gemelar e até mesmo
da inibicdo da competicdo. As plantulas gemelares, mesmo quando crescendo sozinhas, ndo
atingem o mesmo vigor que plantulas singlet, provavelmente pelo menor tamanho dos
embrides, como observado também em Eriotheca pubescens (Capitulo 4).

Os dados aqui apresentados para Handroanthus chrysotrichus mostram que a
poliembrionia reduz a capacidade individual de plantulas para crescer, uma vez que reduz a

massa dos embrides e de suas pléntulas. No entanto, as sementes poliembridnicas tém a
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vantagem de aumentar a sobrevivéncia de pelo menos uma pléantula por semente, confirmando
a presenca de “bet hedging” e essa producgéo de plantulas gemelares aumenta a produgéo de
biomassa por unidade de semente em algumas densidades, confirmando a presenca de “allee
effect”, mesmo que somente para algumas classes embridnicas. Acreditamos que a
poliembrionia proporciona a maior capacidade de sobrevivéncia das sementes e a
possibilidade de manter o polimorfismo genético pela possibilidade da produgdo de embriGes
assexuados e sexuados na mesma semente. Como proposto por Allem (2004) para a apomixia,
a presenca de poliembrionia pode representar uma alternativa reprodutiva que permite a
persisténcia e distribuicdo generalizada de muitas espécies vegetais como Handroanthus

chrysotrichus e ndo sao simplesmente anomalias reprodutivas sem implicagdes ecoldgicas.
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Consideracbes Finais

Os resultados do levantamento de poliembrionia no bioma Cerrado confirmaram a alta
frequéncia de poliembrionia no bioma (30,30%) e reforcaram a associagdo de apomixia e
poliembrionia ja apontada na literatura (Carman 1997), principalmente nas 6,82% das
espécies com elevadas porcentagens de sementes poliembribnicas (maior que 5%). A
ocorréncia de poliembrionia ndo diferiu entre as espécies autoférteis ou autoestéreis, mas
apresentou porcentagens de sementes poliembriénicas menores que 5% nestas Ultimas. A
poliembrionia mostrou outras correlagdes que ainda necessitam de maiores esclarecimentos,
como a associacdo com espécies polipldides e com o padrao de distribuicdo geogréfica, tdo ou
mais amplo que nas espécies sexuais.

No levantamento de espécies poliembridnicas em Melastomataceae, uma familia ja
conhecida pelas elevadas taxas de apomixia (Goldenberg & Shepherd 1998), ha 33,96% de
espécies poliembridnicas, com concentracdo das espécies na tribo Miconieae. Esses resultados
coincidem com a alta frequiéncia de poliembrionia no bioma Cerrado e sustentam a associagéo
entre apomixia e poliembrionia. No entanto, a apomixia nesta familia ndo parece estar
associada com espécies com maiores freqiiéncias de sementes poliembridnicas, pois mesmo
espécies com baixas porcentagens de poliembrionia apresentaram apomixia. Nas
Melastomataceae, a poliembrionia também foi mais comum em espécies com amplo padrao
de distribuicdo geogréfica e, pelo menos em Miconieae, foi associada a poliploidia.
Provavelmente a associacdo entre a porcentagem de sementes poliembridnicas e a ocorréncia
de apomixia encontrada nas espécies Cerrado, esteja associada a ocorréncia de poliembrionia
originada por apomixia esporofitica e em Melastomataceae esteja associada a origem, tanto a

partir de apomixia gametofitica como esporofitica.
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Estudos populacionais em Eriotheca mostraram a ocorréncia de mosaicos reprodutivos
em duas espécies. Eriotheca gracilipes e Eriotheca pubescens apresentaram populacdes
monoembridnicas e poliembridnicas, com padrées ecologicos bem distintos. Eriotheca
gracilipes apresentou popula¢bes poliembridnicas restritas, e populagdes monoembridnicas
bem distribuidas, enquanto o contrério ocorreu em Eriotheca pubescens. Essas variacGes
parecem estar associadas a ploidia e a diferencas no sistema reprodutivo das espécies, com as
populagOes poliembridnicas apresentando hexaploidia e autofertilidade, enquanto as
monoembridnicas apresentaram diploidia ou tetraploidia e autofertilidade. As espécies
também apresentaram diferencas quanto a morfologia de seus frutos, incluindo diferencas
entre os individuos monoembriénicos e poliembridnicos. Essas espécies, com poliembrionia e
apomixia esporofitica, apresentaram muitas caracteristicas antes associadas somente a
espécies com apomixia gametofitica (Horandl 2010).

Os dados obtidos nos dois ultimos capitulos ajudam a discutir as vantagens e
desvantagens da poliembrionia, mas mostraram resultados dependentes da espécie. Os dados
de alocacgdo de recursos para sementes e embrifes mostraram que a massa é constante entre as
sementes com diferentes nimeros de embrides e que, a medida que o nimero de embrides
aumenta, ocorre diminui¢do potencial da massa média dos embrides. Essas diferencas ndo
tiveram efeito marcado sobre a germinabilidade das sementes e emergéncia, apesar dos
valores terem sido significativamente menores em Eriotheca pubescens. A poliembrionia, no
entanto, apresentou impacto direto sobre a capacidade de crescimento e sobrevivéncia das
plantulas resultantes. Essa diminuicdo na alocacdo de massa para os embrides reflete na
diminuicdo do tamanho das plantulas e os resultados obtidos aqui para Eriotheca pubescens e
Handroanthus chrysotrichus mostraram que a poliembrionia afeta negativamente a biomassa
de cada plantula. No caso de Eriotheca pubescens, foi possivel mostrar que esse efeito é
muito mais da alocacgdo de recursos no desenvolvimento dos embrides do que da competi¢do

entre plantulas no crescimento subseqiiente. Varios autores acreditam que esses efeitos
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possam ser transitérios ou dependentes de condi¢cGes ambientais (Hotchkiss et al. 2008), mas
nas condigdes experimentais aqui utilizadas, o impacto foi marcado e resultou em maior
mortalidade de plantulas.

Por outro lado, a principal vantagem associada a ocorréncia de mais de uma plantula
por semente estaria associada ao aumento das chances de pelo menos uma delas sobreviver
por semente. Esta maior sobrevivéncia do conjunto de plantulas formada a partir de uma
semente, chamada de “seed individual” (Blanchard et al. 2010), foi demonstrada para
Handroanthus chrysotrichus. A poliembrionia criaria um tipo de “bet hedging effect” onde a
maior chance de cada “seed individual” sobreviver compensaria 0 menor tamanho de
embrides e a maior mortalidade de plantulas. Os resultados aqui apresentados corroboram tal
efeito.

Uma outra vantagem da poliembrionia seria o “allee effect” (Ladd & Cappuccino
2005), onde as plantulas crescendo juntas apresentariam maior sucesso devido a fatores
resultantes de densidade. Os dados experimentais aqui apresentados ndo suportam a existéncia
deste efeito de maneira conclusiva, mas também ndo mostram que crescimento conjunto de
varias plantulas resulta somente em desvantagem durante o desenvolvimento.

A frequéncia da poliembrionia, nas espécies de Cerrado e em Melastomataceae,
mostrou quanto esse fendmeno é comum e pode ser importante para a persisténcia e
distribuicdo de muitas espécies de Cerrado. Apesar de afetar negativamente a capacidade de
sobrevivéncia de plantulas a poliembrionia gera vantagens reprodutivas. Essas vantagens
reprodutivas e a associacdo com apomixia pode permitir a ampla distribuicdo de genotipos e a
persisténcia dessas espécies no bioma que estd sob crescente pressdo de degradacdo

(Bridgewater et al. 2004, Klink & Machado 2005).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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