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RESUMO

A poliploidia ¢ considerada um dos principais mecanismos relacionados a evolugio e
especiacdo em plantas estando muitas vezes relacionada ao sucesso evolutivo de diferentes
espécies. A duplicacdo do genoma contribui para ampliar as plasticidades genomicas e
fenotipicas, favorecendo a adaptacdo e o estabelecimento das plantas nos mais diversos
ambientes. A espécie Lippia alba (Verbenaceae) ¢ conhecida por varios nomes populares como
erva cidreira, falsa melissa e cha de tabuleiro, possuindo importancia medicinal devido a
presenga de diferentes componentes quimicos em seus 6leos essenciais. Mesmo com muitos
estudos acerca de suas propriedades, muito pouco se sabe sobre a biologia da espécie. Estudos
recentes revelaram cinco nimeros cromossdmicos para L. alba, sendo eles: 2n= 30, 38, 45, 60
€ 90, o que torna a espécie um modelo particular para estudos de poliploidia de origem tropical.
No presente trabalho, reuniu-se informagdes que visam contribuir para o entendimento da
reproducdo e da variacdo gendmica da espécie. Com o intuito de identificar a possivel presencga
de gametas nio reduzidos na espécie, analisou-se a morfometria polinica de 29 individuos
diploides, assim como a quantidade de DNA de sementes de diploides e tetraploides. A taxa de
germinacdo de sementes provindas de polinizagdo aberta e controlada, em individuos de
diferentes ploidias, assim como a quantidade de DNA da progénie oriunda destes individuos,
foram objetos de estudo. Além disso, a germinacdo polinica de individuos de diferentes
nimeros cromossomicos foi também avaliada, e o cruzamento artificial entre individuos de
diferentes nimeros cromossomicos foi realizado. Dentre os resultados obtidos, foi possivel
inferir que a espécie Lippia alba apresenta uma preferéncia pela alogamia, ou seja, os
individuos tendem a cruzar entre si, sendo possivel observar também uma tendéncia dos
individuos diploides produzirem progénie diploide, com pouquissimas exce¢des. A medi¢io
polinica nos forneceu indicios de uma grande variacdo dentro de um mesmo citétipo. Polens
com medidas acima da média sugerem que a ndo-redu¢do gamética seja o principal meio de
formagdo de poliploides na espécie. Destaca-se o comportamento reprodutivo diferenciado
entre individuos diploides e poliploides do complexo Lippia alba. A germinagdo das sementes
e analise de progénie nos permitem inferir que a espécie realiza o processo de autofecundacao,
mas que alguns individuos podem apresentar algum grau de autoincompatibilidade. A média
de germinagdo polinica entre individuos diploides apresentou-se significativamente maior do
que entre os poliploides. O surgimento de aneuploides evidencia a necessidade de se investigar
com mais detalhes o papel dos mesmos na formacdo do complexo.

Palavras-chave: Poliploidia. Reproducéo. Lippia alba.



ABSTRACT

Polyploidy 1s considered one of the main mechanisms related to evolution and
speciation in plants and is often related to the evolutionary success of different species. The
genome duplication contributes to increase the genomic and phenotypic plasticity, favoring the
adaptation and establishment of plants in the most diverse environments. The Lippia alba
(Verbenaceae) species is known by several popular names such as "erva cidreira”, “falsa
melissa” and “cha de tabuleiro”, having medicinal importance due to the presence of different
chemical components in its essential oils. Despite many studies about its properties, very little
1s known about the biology of the species. Recent studies have revealed five chromosome
numbers for L. alba, which are: 2n= 30, 38, 45, 60 and 90, making the species a particular
model for studies of tropical origin of poliploidy. In the present work, information was gathered
to contribute to the understand of the reproduction and genetic variation of the species. In order
to identify the possible presence of unreduced gametes in the species, the pollen morphometry
of 29 diploid individuals was analyzed, as well as the amount of DNA from diploid and
tetraploid seeds. The germination rate of open and controlled pollination seeds in individuals
of different ploidies of the species, as well as the amount of DNA of the germinated progeny
from these individuals were studied. In addition, pollen germination of individuals with
different chromosome numbers was also evaluated, and the artificial crossing between
individuals of different chromosomal numbers was performed. Among the results obtained, it
was possible to infer that Lippia alba species presents a preference for allogamy, the individuals
tend to cross among themselves, and it was also possible to observe a tendency of diploid
individuals to produce diploid progeny, with few exceptions. The pollen measurement provided
us with evidence of a large variation within the same cytotype. Pollen measurements above
average suggest that gametic non-reduction is the main mechanism of polyploid formation in
the species. The differentiated reproductive behavior between diploid and polyploid individuals
Lippia alba complex 1s noteworthy. Seed germination and progeny analysis allow us to infer
that the species performs the process of self-fertilization but that some individuals may present
some degree of self-incompatibility. The average pollen germination rate among diploid
individuals was significantly higher than among polyploids. The emergence of aneuploids
highlights the need to investigate in more detail their role in the formation of the complex.

Keywords: Polyploidy. Reproduction. Lippia alba.
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1 INTRODUCAO

1.1 Reproducio nas angiospermas

Em sua histéria evolutiva, as angiospermas sao um grupo de plantas com sementes
com caracteristicas especiais: flores, frutos e um ciclo de vida distinto, que as tornam
diferentes de todas as outras plantas. Com relagdo as suas caracteristicas vegetativas e
florais, as angiospermas sdo extremamente diversas, e hd mais de 100 milhdes de anos,
as plantas com flor tém dominado o ambiente terrestre, sendo o maior filo de organismos
fotossintetizantes (RAVEN, 2014). Atualmente, estima-se que existam 352.000 espécies
de Angiospermas pertencentes a 405 familias e 14.559 géneros, constituindo o maior e
mais diverso grupo de plantas (THE PLANT LIST, 2023).

As plantas, diferentemente da maioria dos animais, sdo organismos imoveis
(sésseis) necessitando, no caso das espécies alogamas, de agentes externos para a sua
reproducdo sexuada. As angiospermas desenvolveram um conjunto de caracteristicas que
permitem que elas controlem ativamente a sua escolha de parceiros. Esse conjunto de
caracteristicas estd reunido na flor, que apresenta uma diversidade extraordinaria de
formas e cores, o que pode estar ecologicamente relacionado a influéncia de varios fatores
(bioticos e abioticos), que atuariam na evolucdo dessas estruturas, sendo a pressdo seletiva
por parte dos polinizadores de grande importancia (FIRETTI-LEGGIERI e EL OTTRA,
2013). Acredita-se que as primeiras angiospermas experimentaram uma grande
variedade de agentes polinizadores, sendo polinizadas pela 4gua, vento ou animais.
Contudo, foi a associa¢do com animais que proporcionou a sua maior diversificagido ao
longo de sua historia evolutiva (ARMBRUSTER, 2014). A selecdo de tais aspectos
florais podem estar diretamente relacionados a especiagio e diversificacdo dos tdxons por
afetarem o sucesso reprodutivo das plantas (FIRETTI-LEGGIERI e EL OTTRA, 2013).

Dentre os principais fatores reprodutivos relacionados ao sucesso desses
individuos destaca-se a presen¢a de uma fase diploide desenvolvida e autotrofica; fase
haploide reduzida; dupla fertilizacdo e o desenvolvimento de carpelos para maior
protecdo das sementes (PATERNIANI, 1974). Nesses individuos a reproducdo pode
ocorrer sexuada ou assexuadamente.

A reproducdo sexuada ¢ decorrente da alterndncia de geracdes regular entre
meiose e fecundacdo produzindo uma enorme variabilidade genética, o que ajuda na
manuten¢do da diversidade (FIRETTI-LEGGIERI e EL OTTRA, 2013). A variabilidade

genética obtida através da recombinagdo entre os gendtipos, permite adaptacdes rapidas
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as mudancas ecoldgicas e climaticas (HAMILTON, 1980; KONDRASHOV, 1988;
WEST etal. 1999; SARHANOVA et al., 2012). Nas angiospermas, a reprodugdo sexuada
ndo requer apenas a producdo de gametas, mas também o desenvolvimento das flores e
de varios outros dispositivos que aumentam as possibilidades de fecunda¢ido dos mesmos.
O sistema de cruzamento pode ser autégamo (ex.. plantas  que
se autofertilizam), aldgamo (plantas que apresentam fertilizagdo cruzada, normalmente
sdo autoincompativeis) ou misto (plantas que se autofecundam e que apresentam
fertilizagdo cruzada) (FRYXEL, 1957; HARDER e BARRET, 2006). Muitas plantas
evitam a autopolinizacdo e, deste modo, as consequéncias da depressdo endogamica,
desenvolvendo mecanismos que favorecam a polinizacdo cruzada. Tal impedimento ¢
alcancado pela separacdo dos gametas femininos € masculinos no tempo ou no espaco e
por mecanismos de auto-incompatibilidade. (FIRETTI-LEGGIERI e EL OTTRA, 2013).

Ja areproducido assexuada, compreende todos os mecanismos que originam clones
(geneticamente idénticos a planta mae), podendo ocorrer através da apomixia e da
reproducgdo vegetativa (SILVERTOWN, 2008). Caracteriza-se pela vantagem da geragao
de numerosos propagulos em um curto espaco de tempo e sem a dependéncia da
transferéncia de gametas, mas também pode ser desvantajosa evolutivamente devido a
auséncia de variabilidade genética. A reproduc@o vegetativa consiste na producdo de
clones a partir de tecidos vegetativos, produzidos pela formacdo de plantulas aéreas e
também de estoldes, rizomas, bulbos, e outros que podem ser dispersos para longe da
planta-mae. (FIRETTI-LEGGIERI e EL OTTRA, 2013).

A apomixia por sua vez, ¢ a formacdo assexuada de sementes, com o
desenvolvimento de um ou mais embrides a partir de tecidos do 6vulo e omissdo da
meiose e dupla fecundacdo (BICKNELL e KOLTUNOW, 2004). Em plantas apomiticas,
o desenvolvimento sexual ¢ desregulado em varios momentos: (1) a meiose € alterada ou
estd ausente para a producdo de um gametofito feminino ndo reduzido e geneticamente
idéntico a planta-mae; (2) a fertilizacdo ¢ evitada, produzindo um embrido autdbnomo
(partenogénese); (3) o desenvolvimento do endosperma ¢ espontdneo ou sexual.
(FIRETTI-LEGGIERI e EL OTTRA, 2013). Sua vantagem em comparag¢io a propagacao
vegetativa consiste no fato de que as unidades de dispersio na
apomixia (sementes) permitem uma area maior de ocupagdo. E importante ressaltar que
no processo apomitico, os individuos tém origem de uma unica célula (célula ovo ndo
fertilizada ou célula soméatica) enquanto que na propagacdo vegetativa o desenvolvimento

ocorre a partir de tecidos multicelulares (MOGIE, 1992).
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Frequentemente, as plantas se reproduzem sexuada e assexuadamente,
garantindo-se com as duas estratégias evolutivas (FIRETTI-LEGGIERI e EL OTTRA,
2013). Normalmente, h4 um modo de reproducdo e um sistema de cruzamento
predominante e eventos esporadicos do outro (BODANESE- ZANETTINI e CAVALLI,
2003).

1.2 Poliploidia

Durante a evolugao das plantas, a duplicagao de todo o genoma (poliploidizagao)
constitui um dos principais mecanismos propulsores da especiagao (STEBBINS, 1971;
JIAO etal., 2011; ALBERT etal., 2013; SOLTIS e SOLTIS, 2016). Estudos revelam que
todas as angiospermas sdo paleopoliploides, tendo experimentado um ou varios eventos
de poliploidia durante sua historia evolutiva (OTTO, 2007; SONG et al, 2012).

Ao longo do tempo, cinco extingdes em massa aconteceram devido a catastrofes
naturais ao longo da escala de tempo geoldgico com perda de habitat e degradacdo do
ambiente. No entanto, essa crise impulsionou novos nichos ecoldégicos, permitindo a
especiacgdo e o estabelecimento de novas espécies. Muitas plantas em florag¢do resistiram
a quinta extingdo em massa no final do Cretaceo, em consequéncia da duplicagdo de seus
genomas.

A origem de novas espécies via poliploidia requer uma série de eventos de
probabilidade aparentemente baixa, incluindo hibridacdo, formagdo de gametas ndo
reduzidos, estabelecimento e sobrevivéncia. Apesar destas aparentes barreiras, espécies
poliploides sdo comuns em toda a flora do mundo e sdo particularmente abundantes em
altitudes elevadas (SOLTIS, 2015). Comparag¢des nas taxas de diversificagdo sugerem
que a duplicacdo do genoma pode ter levado a um aumento dramatico da riqueza de
espécies em varias linhagens de angiospermas, incluindo Poaceae, Solanaceae, Fabaceae
e Brassicaceae (SOLTIS, 2009; SONG et al, 2012; AVILA et al, 2015). Estima-se que
novas espécies poliploides provavelmente aumentardo por conta de sua vantagem
adaptativa competitiva sobre parentes diploides, e a incidéncia de ocorréncia de
autopoliploides sob as ameagas das mudangas climaticas pode ser de 33% (LEVIN, 2019;
LAVANIA, 2020). Tais poliploides podem substituir competitivamente seus ancestrais,
ou podem invadir novos territérios. Isso € proporcional aos episédios de duplicagdes
gendmicas que ocorreram como uma fuga para as alteragdes ambientais na era da 5°

extingdo em massa, levando a evolu¢do das linhagens terrestres dominantes (JIAO,2011,

LAVANIA, 2020)
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Em contraste com o processo de evolug¢do gradual, onde as novas espécies
evoluem a partir de populagdes isoladas, a especiagdo pode também surgir
repentinamente. O mecanismo mais comum de especiagdo abrupta ¢ através da
poliploidia (RANNEY, 2006; REIS, 2013). Por exemplo, quando um tetraploide surge
numa populacdo, geralmente hibridiza com outros tetraploides e diploides. Esta
hibridizacdo cria, muitas vezes, barreiras reprodutivas que podem contribuir para a
especiacdo (REIS, 2013).

A presencga da poliploidia € concomitante com a hibridizacdo e é mais prevalente
em plantas do que em outros taxons. Essa duplicagdo do genoma pode aumentar a
heterozigosidade, facilitar a autopolinizagdo e aumentar a plasticidade fenotipica
(SUTHERLAND. et al, 2021). O sucesso dos poliploides ¢ frequentemente atribuido ao
aumento da diversidade genética mantida dentro de um Unico individuo poliploide em
relagdo ao de seus progenitores diploides. Além disso, essa diversidade genética pode se
manifestar como "novidade" a niveis bioquimicos, fisiologicos, morfolégicos e
ecologicos, dando aos poliploides uma vantagem, pelo menos a curto termo, sobre seus
parentais diploides (SOLTIS, 2015). A poliploidia pode estar presente em células de um
tecido, em partes de um organismo ou em organismos inteiros, € representa uma
importante caracteristica na evolucdo de muitos eucariotas (OTTO, 2007; SONG et al.,

2012; REIS,2013).

1.3 Reproducio e poliploidia

Os individuos poliploides podem surgir pela duplicagdo de células somaticas e
pela fusdo de gametas ndo reduzidos, sendo essa Gltima a forma mais comum na natureza
(HARLAN e DE WETT, 1975; RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; KREINER et al, 2017).

Os poliploides podem ser classificados em trés classes de acordo com sua origem:
(1) os que surgiram pela unido de um gameta nio reduzido com um gameta normal; (2)
pela unido de dois gametas ndo reduzidos e (3) por duplicagdo somatica. Entretanto as
duas primeiras classes sio mais comuns (HARLAN e DE WETT, 1975; KREINER et al,
2017). Gametas ndo reduzidos sdo resultados de um processo meidtico anormal em que a
reducdo do numero cromossémico ndo ocorre (PELOQUIM, 1981; SCHIFINO-
WITTMANN e DAL’AGNOL, 2001). Além do controle genético, fatores ambientais
como temperatura, herbivoria, ferimentos, déficit hidrico e escassez de nutrientes
influenciam a producdo de gametas ndo reduzidos (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998;
KREINER et al, 2017).
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Estudos sobre algumas espécies que apresentaram anormalidades na
microsporogénese desencadeando uma segregacdo cromossomica desbalanceada,
sugerem como consequéncia a baixa fertilidade de poliploides (HE et al., 2011; REIS et
al., 2014). Sendo assim, propde-se que a condi¢do poliploide s6 ¢ vidvel inicialmente
quando aliada a propagacdo vegetativa ou associada a apomixia (QUARIN, 2001). Apos
o estabelecimento dos poliploides, estes terdo mais sucesso se realizarem a
autofecundacio e/ou puderem se reproduzir assexuadamente. Duas mudangas no sistema
reprodutivo desses individuos refletem justamente estas condi¢des: quebra do sistema de
auto-incompatibilidade, que induz ao aumento das taxas de autofecundac¢@o e reprodugdo
assexuada, mais precisamente a apomixia. A literatura ressalta que a maioria das plantas
apomiticas € poliploide (OTTO & WHITTON, 2000).

Com relagdo a biologia reprodutiva, alguns estudos associam taxas diferenciais da
germinacdo de tubos polinicos ao nivel de ploidia de determinadas espécies e apontam
que a poliploidia pode contribuir negativamente neste pardmetro (GREEN, 1946; AVILA
etal, 2015). Além disso, na autopoliploidia, o processo de meiose ¢ afetado pela presenca
de multiplas copias de homodlogos além de levar a formacdo de gametas inviaveis quando
a segrega¢do cromossomica € desbalanceada (REIS, 2014). Assim, as espécies clonais
podem possuir uma capacidade competitiva mais alta para persistir em ambientes em
mudanga e habitats marginais sem investir energia na reproducdo sexuada (HARDION et
al, 2015). Por outro lado, a poliploidia pode acarretar vantagens adaptativas reprodutivas
em espécies invasoras colonizando novos ambientes € aumentando a distribui¢do

geografica (TE BEEST et al. 2012).

1.4 Autopoliploides naturais

Segundo Van Drunen e Husband (2018), os autopoliploides podem diferir
ecologicamente e fenotipicamente de seus pais de ploidias inferiores (STEBBINS, 1950;
LEVIN, 1983; RAMSEY e SCHEMSKE, 2002; HUSBAND et al., 2016), mas como
estudos sao comumente realizados em citotipos ha muito estabelecidos, ndo esta claro se
as diferencas s3o devido a alteragdes instantaneas associadas ao evento de duplicacdo do
genoma inteiro (WGD) (STEBBINS, 1971; OTTO e WHITTON, 2000; COMALI, 2005)
ou divergéncia através da selecdo apds o processo (BRETAGNOLLE e LUMARET,
1995; WEISS-SCHENEEWEISS et al., 2013).

Um dos principais critérios para o reconhecimento de um autopoliploide tem sido

a heranga polissémica. No entanto, a deteccdo de autopoliploides foi ha muito dificultada
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pela falta de ferramentas faceis para avaliar a diversidade genética e os padrdes de
heranca. Estudos sobre eletroforese revelaram uma série de autopoliploides ndo
reconhecidos anteriormente, levando a que cada vez mais espécies fossem adicionadas a
lista de autopoliploides naturais (LAVANIA, 2020).

Alguns exemplos de poliploides naturais incluem: banana (Musa sapiens),
Dactylis glomerata, capim “timothy” (Phleum pratense), Agropyron cristatum
(HERMSEN, 1984), trevo branco (7rifoilum repens) (ZOHARY & HELLER, 1984) e
cornichdo (Lotus corniculatus) (BEUSELINCK et al., 2003).

Destaca-se também Chamerion angustifolium, uma erva perene, autocompativel,
polinizada por insetos e que ocorre amplamente em todo o hemisfério norte em habitat
predominantemente aberto ou perturbado. Esta espécie apresenta ploidia variante, com
diploide (2n =2x=36), tetraploide (2n=4x = 72) e individuos triploides pouco frequentes
que ocorrem naturalmente na América do Norte (SABARA etal., 2013; VAN DRUNEN
e HUSBAND, 2018). Os tetraploides sdo autotetraploides, derivados da duplicacdo do
genoma diploide de C. angustifolium (ROY, 2008; VAN DRUNEN e HUSBAND, 2018).

Além desses, Lippia alba, espécie de variada importdncia, ¢ um exemplo de
autopoliploide natural de grande interesse do nosso grupo de estudo. As informagdes e
estudos desenvolvidos, atualmente, com a espécie serdo explicitados mais
detalhadamente no préximo tépico.

1.5 Lippia alba

A espécie Lippia alba (Verbenaceae) ¢ conhecida por varios nomes populares
como erva cidreira, falsa melissa, cha de tabuleiro, erva cidreira do campo, salva do
Brasil, salva-limao ¢ erva cidreira brava (CORREA et al., 1994; STEFANINI et al.,
2001). A espécie possui importdncia medicinal, devido a presenca de diferentes
componentes quimicos, apresentando diversas atividades biologicas, dentre elas
analgésica, antitérmica, antioxidante, bactericida, acaricida, fungicida, inseticida,
anticonvulsivante, antiinflamatoria, antiparasitaria, antiespasmodica, sedativa e também
na utilizagao como repelente (SHUKLA et al., 2009; DA CUNHA etal., 2010; BLANCO
etal., 2013; NICULAU etal, 2013; TONI et al., 2014; LIMA et al., 2015; PEIXOTO et
al.,2015; SOUSA et al., 2015; SOARES etal., 2016; DE FREITAS SOUZA etal.,2018;
NUNES et al., 2018; SANTOS, 2021).

Nativa da América do Sul, a espécie possui ampla distribuigao ocorrendo desde
regioes de clima tropical até regioes de clima temperado, podendo ser encontrada em

margens de rios, lagos e acudes onde 0s solos sao mais arenosos. Apesar da existéncia de
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diversos estudos relacionados as propriedades farmacolédgicas e constituigdo quimica de
L. alba, pouco se sabe sobre a biologia da espécie, ressaltando-se que os principais
trabalhos foram realizados pelo nosso grupo de pesquisa. De acordo com Reis et al.
(2014), L.alba constitui um complexo poliploide, possuindo individuos com nimero
cromossdmico 2n = 30, 38, 45, 60 e 90 e as altera¢des meidticas sugerem que polens
desbalanceados e ndo reduzidos estariam envolvidos na origem destes cinco citotipos.
Segundo este mesmo estudo, a hipotese de que gametas ndo reduzidos estdo relacionados
com a formagdo de novos conjuntos cromossomicos evidencia-se pela presenca de polens
de maiores tamanhos, principalmente em individuos diploides. Com relacdo a
reproducdo, o grupo do Laboratorio de Genética e Biotecnologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora obteve os primeiros resultados nos quais revelaram um modo de
reproducdo singular e diferenciado entre diploides e poliploides quando seus botdes eram
submetidos ao 1solamento (CAMPOS, 2017).

Contudo, maiores informagdes relacionadas ao modo reprodutivo da espécie ainda
sdo escassas. A andlise do comportamento reprodutivo entre os individuos de mesma
ploidia ou de ploidias diferentes através de seus cruzamentos ¢ de suma importancia para
agregar a compreensdo da origem dos diferentes citétipos em Lippia alba, bem como
elucidar questdes relacionadas a viabilidade de seus gametas e suas caracteristicas
reprodutivas.

Além da importancia do levantamento de informacdes sobre sua biologia, a
representacdo de um complexo poliploide com cinco nimeros cromossdmicos torna a
espécie um modelo particular para estudos de poliploidia em espécies de origem tropical.
Com base nisso, no presente trabalho, reuniu-se informag¢des que contribuam para se
entender a reproducdo e a base genética da espécie.

Dessa forma, foram propostas as seguintes abordagens: avaliacdo da presenca de
gametas ndo reduzidos nos individuos diploides da espécie L.alba por meio da
morfometria polinica; andlise da taxa de germinag¢do polinica de individuos de diferentes
nimeros cromossdmicos; andlise da taxa de germinagdo das sementes nos diferentes
niveis de ploidia e em diferentes situagdes (polinizagdo aberta e controlada), assim como
a estimativa da quantidade de DNA da progénie desses mesmos individuos, através da

citometria de fluxo e a realiza¢do de cruzamentos artificiais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Biologico
Foram utilizados Individuos de diferentes ploidias da espécie Lippia alba sob
cultivo na Estacdo Experimental de Plantas da Universidade Federal de Juiz de Fora

(EEP-UFJF), de acordo com a qualidade e disponibilidade de material.

2.2 Metodologia
2.2.1 Morfometria Polinica

Foi avaliado o tamanho de 1000 grdaos de pdlen de um total de 29 individuos
diploides que floresceram durante o desenvolvimento do projeto. Anteras frescas e
maduras foram inicialmente fixadas em uma solucdo Carnoy (3 alcool: 1 acido acético)
por pelo menos 24 horas. Posteriormente, foram dispostas em laminas, maceradas com
agulha para a exposi¢do dos graos de polen, coradas com orceina acética e cobertas com
laminula. Através do software ImageProPlus 4.1 (Media Cybernetics, Rockuville,
Maryland, EUA), foi realizada a média das medidas de trés dimensdes de cada pdlen para
se obter média final de cada estrutura. Para analise dos dados, foi realizado o teste t

(p<0,05) para comparagao da média do polen reduzido (n) e nao-reduzido (2n).

2.2.2 Germinacao Polinica

Botdes florais de individuos de diferentes niimeros cromossdémicos, sendo 22
diploides, 4 triploides, 4 tetraploides e 1 aneuploide, foram coletados de acordo com a
disponibilidade de material. As inflorescéncias que se apresentavam recém-abertas, com
o interior das flores de cor amarelo intenso, indicando anteras frescas e presenca dos
polens, foram selecionadas (Fig.1A). Em uma lamina, as anteras foram extraidas e
maceradas para liberacdo dos polens (Fig.1B). O material foi exposto a uma solu¢do de
sacarose a 50% e coberto com laminula, que por sua vez foi selada com esmalte incolor
para impedir a desseca¢do do material. Aslaminas foram levadas a estufa a 37°, overnight,
e posteriormente foram analisadas em microscopio. Para a andlise foi estipulado o
seguinte padrdo: foram contabilizados os pélens que germinaram em uma amostra de 500
p6lens por individuo. Foi considerado germinado os polens que apresentaram extensao
do tubo polinico maior que o dobro de seu tamanho. Para andlise de comparacdo de

meédias foi realizado o teste t a 5%



20

Figura 1. A - Inflorescéncia da espécie Lippia alba coletada para andlise

polinica. B - Flor individual e anteras de L. alba

. Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2.3 Citometria de fluxo de sementes

Sementes individuais verdes foram embebidas em dgua por pelo menos 30 min.
Posteriormente, sementes individuais foram trituradas em 300 pl de tampao WPB
(LOUREIRO et al., 2007) e filtradas em malha de 30pum. Em seguida foi adicionado 25ul

de iodeto de propideo. A analise foi realizada no citometro Cytoflex (Beckman Coulter).

2.2.4 Taxa de germinacio de sementes e estimativa de DNA da progénie

Sementes dos individuos de diferentes ploidias, em diferentes condig¢des
(polinizagdo aberta e controlada), foram coletadas e, posteriormente colocadas para
germinar em placa de petri (9 cm de diametro), com papel filtro umedecido. As condi¢des
de germinac@o foram padronizadas como a seguir: 6 horas a 25°C, seguidas de 4 horas a
40°C, 4 horas a 25°C e 10 horas a 18°C. Para a estimativa da quantidade de DNA, folhas
das plantulas germinadas em placa de petri, foram maceradas individualmente em tampao
WBP (LOUREIRO et al., 2007), filtradas em malha de 30um e coradas com 1odeto de
propideo. A andlise foi realizada em citdmetro modelo Cytoflex (Beckman Coulter).
2.2.5 Cruzamento Artificial

O cruzamento foi realizado a partir da planta mde BGEN77 (diploide). O critério
para a utilizagdo desse individuo est4 relacionado a resultados anteriores obtidos pelo
grupo de pesquisa no qual ndo foi observada a presencga de autofecundacdo. Sendo assim,
qualquer semente produzida por esse individuo sob condi¢do de isolamento reprodutivo
tera sua origem do cruzamento artificial realizado. No total, trés cruzamentos foram
realizados, com polens de progenitores diploide (BGEN-12), triploide (BGEN-59) e

tetraploide (BGEN-64), selecionados de acordo com a disponibilidade de material e dados
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de germinacdo polinica obtidos por este mesmo trabalho. Com o auxilio de uma agulha,
os polens foram retirados de flores frescas dos individuos selecionados e introduzidos nas
flores da planta mae, em inflorescéncias ja isoladas anteriormente. Apds o processo, as
inflorescéncias foram novamente isoladas (Fig. 2). O experimento foi acompanhado
frequentemente até que as inflorescéncias cruzadas estivessem completamente secas.
Nessas condi¢des, as mesmas foram coletadas e abertas, avaliando-se a possivel presenca

de sementes.

Figura 2 - Inflorescéncias isoladas e submetidas ao cruzamento artificial em Lippia
alba.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando originadas sementes, estas foram colocadas para germinar em placas de
petri com papel filtro umedecido, nas seguintes condi¢des: 2 horas a 24°C; 4 horas a

26°C; 5 horas a 25°C; 5 horas a 23°C e 8 horas a 25°C.
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3 RESULTADOS

3.1 Morfometria polinica

Dentre os individuos diploides analisados, foi possivel observar diferengas na
medic@o polinica. Alguns apresentaram uma maior varia¢do, como BGEN-58, variando
de 16,99 a 61,74um e BGEN-89, variando de 13,04 a 60,22um (Fig. 3A e 3B,
respectivamente) enquanto outros uma menor variacdo, como BGEN-21, variando de
27,59 a42,66pum e Planta F, variando de 34,49 a 30,82um (Fig.4 A e 4B, respectivamente),

como ilustrado nos graficos de dispersdo abaixo.

Figura 3 A e B - Representa¢do da distribui¢do de medidas polinicas em individuos

diploides de Lippia alba. A- BGEN-58; B- BGEN-89
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 A e B - Representacio da distribui¢do de medidas polinicas em individuos
diploides de Lippia alba A- BGEN-21; B- Planta F.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 5 - Representagdo de Grdos de polen de L. alba com diferentes tamanhos. A seta
representa um polen de didmetro acima da média e a cabeca de seta, um pdlen de

tamanho normal. Barra: 50 um.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E importante salientar que na maior parte dos individuos que apresentaram pélens
chegando a tamanhos extremos, a maioria de suas medidas se mantiveram em valores
medianos, como por exemplo BGEN-12, que apresentou um maximo de 60,23um de
medi¢do, mas a maioria de suas medidas se concentraram na faixa de 24,78 a 51,38 um.
Um outro exemplo ¢ o individuo BGEN-89 (Fig.3B), que possui um minimo de 14,99 e
um maximo de 58,4pum, mas a maioria de suas medidas se mantiveram entre 25,85 e
47,56um. Em contribui¢do, com relacdao aos quartis calculados, a maior parte dos acessos
apresentou a maior quantidade de medidas concentradas nos quartis centrais, de valor
mediano, em detrimento dos quartis extremos para mais ou para menos. Os dados de
quartis de BGEN38 (Tab.1) e BGENS5S5 (Tab.2) exemplificam esse resultado:

Tabela 1 - Distribui¢do das medidas polinicas de um acesso diploide de L.alba

(BGEN-38).
Quartis (em pm) Numero de medicdes nos intervalos
23,17-29.24 90
2925-3532 699
3533-414 179
41,5 -4744 32
Total 1000

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2 - Distribui¢do das medidas polinicas de um acesso diploide de L.alba

(BGEN-55)
Quartis (em pm) Numero de medicdes nos intervalos
19,56 - 26,85 2
26,86 - 34,15 594
34,16 -41,45 399
41,46 -48.71 5
Total 1000

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dos 29 acessos analisados, 16 apresentaram mais de 75% das suas medidas
concentradas nos quartis superiores ou inferiores. Desses, 12 acessos possuem medidas
acima de 75% para os dois menores quartis, € alguns se destacaram por apresentar essa
porcentagem bastante elevada, como: BGEN48 com 91,10%, BGEN65 com 90,90% e
BGEN67 com 92,70%. Em contraponto, apenas 4 acessos possuem medidas acima de
75% para os dois maiores quartis, sendo eles: BGEN 11 com 79,60%, BGEN40 com
75,10%, BGEN75 com 76% ¢ BGEN90 com 75,6%.

Alguns dos demais acessos, apresentaram a distribuicdo de suas medidas de forma
mais homogénea entre os quartis inferiores e superiores, como BGEN72. Contudo, a
maior quantidade de medi¢des desse acesso também se concentra nos quartis centrais

(Tab.3).

Tabela 3 - Representagdo da distribuicdo homogénea entre quartis para um acesso

diploide de Lippia alba (BGEN-72).

Quartis (em pm) Nuamero de medicdes nos intervalos
24,42 — 30,40 83
30,41 - 36,39 430
36,40 — 4238 336
4239 — 48,34 151
Total 1000
% Quartis inferiores 51,30%
% Quartis superiores 48,70%

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.2 Germinacio polinica

Como resultado, foi possivel observar baixa taxa de germinagdo polinica entre os
individuos observados, sendo a mais alta de 12,2%. Os diploides (barras vermelhas)
apresentaram as maiores taxas dentre as ploidias, variando de 0,6% a 12%. Ja os triploides
(barras verdes) apresentaram variacdo entre 0,6% e 3,6% e os tetraploides (barras azuis)

entre 0,4% e 2%. O aneuploide por sua vez, ndo apresentou germinag¢do polinica (Fig. 12;
Tabela 4).

Figura 6 - Grafico representativo da taxa de germinacdo de grdos de pdlen provindos de
inflorescéncias da espécie Lippia alba. Barras vermelhas: diploides; barras verdes:

triploides; barras azuis: tetraploides; BGEN-83:aneuploide.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 - Germinacdo polinica em individuos diploides, aneuploide, triploides e

tetraploides da espécie Lippia alba.

Polens Poélens nao
Individuo Ploidia germinados germinados  Germinacao (%)

BGEN-12 2x 61 439 12,2
BGEN-13 2x 13 487 2,6
BGEN-38 2x 6 494 1,2
BGEN-40 2x 20 480 4

BGEN-43 2x 19 481 3,8
BGEN-46 2x 15 485 3,09
BGEN-48 2x 3 497 0,6
BGEN-56 2x 12 488 2,4
BGEN-58 2x 9 491 1,8
BGEN-65 2x 33 467 6,6
BGEN-73 2x 6 494 1,2
BGEN-74 2x 3 497 0,6
BGEN-77 2x 17 483 34
BGEN-78 2x 57 443 114
BGEN-79 2x 31 469 6,2
BGEN-80 2x 17 483 34
BGEN-81 2x 3 497 0,6
BGEN-89 2x 7 493 1,4
BGEN-98 2x 21 479 4,2
BGEN-111 2x 5 495 1

Planta I 2x 17 483 34
Planta F 2x 20 480 4

BGEN-83 Aneuploide 0 500 0

BGEN-01 3x 3 497 0,6
BGEN-24 3x 6 494 1,2
BGEN-27 3x 18 482 3,6
BGEN-59 3x 4 496 0,8
BGEN-06 4x 5 495 1

BGEN-26 4x 9 491 1,8
BGEN-45 4x 10 490 2

BGEN-64 4x 2 498 0,4

Fonte: Elaborado pelo autor.

E importante salientar que a média de germinacdo polinica entre os diploides e

poliploides apresentou diferenca significativa (Fig.13).
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Figura 7 A-Comparacdo de médias de germinacdo polinica entre diploides e
poliploides. B- Polens da espécie L. alba. Médias significativamente diferentes pelo

teste ta 5%. A seta evidencia um pélen germinado. Barra: 20um.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3- Citometria de fluxo de sementes

A citometria de fluxo foi utilizada para se estimar a quantidade de DNA do
embrido e do endosperma. Na citometria de sementes foram analisados 4 diploides e 2
tetraploides. A quantidade de amostras por individuo variou devido a qualidade e
disponibilidade do material.

De forma geral, os individuos diploides apresentam uma progénie com pico
diploide e quando possivel a visualizagdo do endosperma, concluiu-se que o mesmo seja
triploide, sugerindo entdo a ocorréncia de uma reproducdo sexuada normal, como

exemplificado nos histogramas da figura 6.
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Figura 8A e B - Histogramas representativos da quantidade de DNA em sementes de

individuos diploides de L. alba A- BGEN-98; B- BGEN-71.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre os tetraploides analisados foi possivel observar a presenga de embrides
com quantidade de DNA préxima a dos tetraploides, mas podendo também ser individuos
aneuploides. Para confirmacdo seria necessario a germinacdo e crescimento desses
individuos para anélise citogenética. Em alguns histogramas foi possivel detectar o
endosperma com ploidia compativel com a reproduc@o sexuada (Fig.7). Em outros, foi

possivel a deteccdo apenas do embrido.

Figura 9 A e B - Histogramas representativos da quantidade de DNA em sementes de

individuos tetraploides de L. alba. A- BGEN-45; B- BGEN-64.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4 Taxa de germinacio de sementes

Quanto a germina¢do de sementes provindas de inflorescéncias de polinizagdo
aberta, foram analisadas 20 sementes de 25 diploides, 5 triploides e 5 tetraploides. Como
resultado, foi possivel observar que os individuos diploides (barras vermelhas)
apresentaram taxa de germinacdo variando de 80% a 100%. Ja os triploides (barras
verdes) apresentaram variagdo de 25% a 75%. Os tetraploides (barras azuis), por sua vez,

variaram de 20% a 50% (Fig.8)

Figura 10 - Taxa de germinac¢do de sementes provindas de inflorescéncias de
polinizacdo aberta da espécie Lippia alba. Barras vermelhas: diploides; barras verdes:

triploides; barras azuis: tetraploides.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com relagdo a germinag¢do de sementes provindas de inflorescéncias de
polinizacdo controlada, foram analisadas sementes de 7 individuos diploides, 3 triploides
e 3 tetraploides. Como resultado, os diploides apresentaram variagdo 0% a 100% de taxa

de germinac@o, os triploides de 0% a 45% e os tetraploides 0% (Fig. 9).
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Figura 11 - Taxa de germinagdo de sementes provindas de inflorescéncias de
polinizagdo controlada da espécie Lippia alba. Barras vermelhas: diploides; barras
verdes: triploides. Os nlimeros acima das barras representam o total de sementes

analisadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5 Estimativa de DNA da progénie de polinizaciao aberta e controlada de
individuos de diferentes ploidias

A analise da estimativa de DNA da progénie provinda de polinizagdo aberta
revelou que os individuos diploides ddo origem majoritariamente (98%) a individuos
diploides, com uma porcentagem minima de aneuploides. J& os triploides possuem sua
progénie constituida por maior quantidade de aneuploides (73%), seguido de triploides
(16,5%), diploides (9,37%) e por ultimo, tetraploides (1,04%). Os tetraploides por sua
vez, deram origem a aneuploides (82,14%); seguido de diploides (12,5%) e triploides
(5,35%) (Fig.10).
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Figura 12 - Nivel de ploidia da progénie ortunda de individuos diploides, triploides e
tetraploides da espécie Lippia alba provindos de poliniza¢do aberta.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dos individuos de polinizacdo controlada, foi possivel analisar a progénie
somente de triploides, devido a disponibilidade de material.

Como resultado foi possivel observar que a grande maioria dos individuos sdo
aneuploides, podendo ser encontrados também quantidade de DNA compativeis com

triploides e tetraploides (Fig.11).

Figura 13 - Nivel de ploidia da progénie oriunda de individuos triploides da espécie

Lippia alba provindos de polinizacdo controlada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Cruzamento Artificial

O esquema abaixo ilustra os cruzamentos realizados e seus respectivos resultados:

Figura 14 - Esquema representando os cruzamentos artificiais realizados na espécie
Lippia alba: 1- entre dois diploides; 2- entre um diploide e um triploide; 3- entre um
diploide e um tetraploide.

Progenitor Feminino Progenitor Masculino
(Diploide) (Doador de Pdlens)
CRUZAMENTO 1 & '=||_|]=' & —,>» UMASEMENTE
BGEN-77 BGEN-112 (Diploide)
CRUZAMENTO 2 & + & ——» NENHUMA SEMENTE
BGEN-77 BGEN-59 (Triploide)
CRUZAMENTO 3 & .=||]=. & ——>» NENHUMA SEMENTE
BGEN-77 BGEN-64 (Tetraploide)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi possivel observar que o cruzamento 1 (entre dois individuos diploides) foi o
unico que apresentou producdo de semente, com comprimento e largura de 1mm por
Imm. Esta mesma semente ndo apresentou germina¢do. J& os cruzamentos 2 (diploide

com triploide) e 3 (diploide com tetraploide), ndo apresentaram producdo de sementes.
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho representa uma continuidade da descri¢do inédita do
comportamento reprodutivo de diferentes acessos de Lippia alba, levando em conta a
variagdo de nivel de ploidia existente na espécie. Estudos desta natureza, incluindo
diferentes niveis de ploidia intraespecifico sdo raros na literatura.

Gametas ndo reduzidos ou gametas 2n, formam-se devido a anormalidades nas
fases meidticas durante a micro e megasporogénese (VEILLEUX, 1985). A maioria dos
trabalhos relata a deteccdo de gametas ndo reduzidos na parte masculina
(microsporogénese). Isto se deve a maior facilidade de estudar a meiose masculina,
tétrades e graos de polen (SIMIONE, 2004). Em Lippia alba, dados obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa apresentaram indicios de ndo redu¢@o gamética em polens de diploides
da espécie. Como se sabe, as frequéncias de gametas ndo reduzidos (2n) em populacdes
naturais sdo importantes para determinar tanto a taxa de formacdo de neopoliploides
quanto a probabilidade de seu estabelecimento. Frequéncias mais altas desses gametas 2n
resultam em maiores taxas de formag¢do de neopoliploides (FELBER, 1991; KREINER
etal, 2017).

Reis et al (2014) utilizaram a morfometria polinica em seu estudo e analisaram
individuos de diferentes ploidias de L. alba (2n=30), descrevendo como didmetro médio
31,51 pum para BGEN95, um individuo diploide. O presente estudo apresentou dados que
corroboram com este trabalho. Apesar da grande variacdo existente entre os individuos,
a média encontrada entre os diploides variou, porém se manteve préxima a esse valor.
Ressalta-se entdo a importancia do tamanho da amostragem para deteccdo de variagdes.
Considerando como medida normal o valor de 31,51 um, fo1 possivel observar que todos
os individuos apresentaram possiveis polens ndo reduzidos.

De forma semelhante, Simione et al (2004) analisaram p6lens produzidos no trevo
vermelho (Trifolium pratense) com intuito de melhoramento genético, contribuindo tanto
para a selecdo de plantas produtoras de grdos de pdlen gigantes quanto como um
indicativo de nio redu¢do gamética. Segundo a autora, uma diferenca que distingue o
trevo vermelho diploide e tetraploide ¢ a forma e o tamanho do grdo de p6len maduro.
Tais diferencas servem para uma rapida triagem de plantas para inducdo de tetraploidia
(TAYLOR et al., 1976), ou identificagdo de plantas produtoras de gametas 2n
(PARROTT & SMITH, 1984). Como resultados, encontraram que 80,5% da populacdo

original, produziram plantas com alguma porcentagem de macropdlen. Este trabalho
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reforca a hipotese da ocorréncia de macropolens em outras angiospermas na natureza,
além da correlagio da producdo de gametas 2n com a origem de novos citotipos
poliploides, o que pode ocorrer similarmente em L. alba. Reis et al (2014) também
observaram diferenga no tamanho médio de grdos de pdlen entre individuos diploides e
poliploides em Lippia alba (Ex: BGEN-95 — Diploide: 31,5 pm; BGEN-64 — Tetraploide:
42,49 pm). Sendo assim, o desenvolvimento de maiores estudos relacionados a
caracterizacdo polinica em individuos de diferentes citotipos, poderia colaborar com a
possibilidade de inferéncia de ploidia dos organismos com base nas caracteristicas de seus
polens também nesta espécie, como sugere Simione et al para Trifolium pratense (2004).

As estimativas de quantidade de DNA em sementes via citometria de fluxo
revelou que a espécie Lippia alba apresenta uma preferéncia reprodutiva sexuada, ou seja,
os individuos tendem a cruzar entre eles. Até o momento ndo foi possivel detectar o
processo de apomixia, mas este ndo pode ser descartado visto que ¢ necessario um
aumento da amostragem. Alguns dados obtidos em um trabalho de doutorado sanduiche
do nosso grupo de pesquisa com mais alguns acessos indicam o mesmo resultado. Os
individuos diploides tendem a produzir embrides também diploides com endosperma
triploide, apontando para uma reproduc¢do sexuada convencional na espécie. Uma unica
excecdo foi detectada em que um individuo diploide apresentou em duas amostras um
embrido compativel com a ploidia triploide, sugerindo que apesar de rara, existe a
presenga da formacgdo de poliploides a partir desses individuos. Os triploides por sua vez
apresentaram maior variacdo de ploidia do embrido, podendo ser compativeis com
aneuploides, diploides e triploides e endosperma sugestivo de reproducdo sexuada. Ja na
analise dos tetraploides, foram obtidos poucos histogramas, em que foi possivel a
deteccdo de embrido e endosperma. Quando detectados, esses embrides também
apresentaram quantidades de DNA proximas a de tetraploides e alguns possiveis
aneuploides. Houve a presenca também de embrides possivelmente triploides com
endosperma compativel com a reproducdo sexuada (CAMPOS 2022).

Com relagdo a reproducdo sexuada, na literatura ¢ observado que a longevidade
floral da espécie ¢ maior que a encontrada nas demais espécies da mesma familia como
Lantana camara, Stachytarpheta glabra e Sthachytarpheta maximiliani (BARROS et al.,
2001; ANTONINI et al., 2005; BARBOLA et al., 2006) ampliando as possibilidades de
atragao de polinizadores que contribuiriam para o processo de fecundagao cruzada. Além
disso, o trabalho de Venancio et al. (2016), acerca de sua polinizagao e floragao, relata a

presenca de flores abertas durante todo o ano, sendo visitadas por diferentes tipos de
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insetos com potencial de polinizacdo, incluindo o principal deles: a abelha. E ainda,
destaca que o guia de néctar floral pode servir como um sinal atraente quando as flores
de L. alba sdo receptivas a fertilizacdo.

Como ja citado anteriormente, as consequéncias evolutivas da poliploidia sao
numerosas e dinamicas (RAMSEY & SCHEMSKE, 2002; COMALI, 2005; OTTO, 2007,
WENDEL, 2015; BARKER etal., 2016; SOLTIS et al., 2016) e imediatamente apos esse
fenomeno, os poliploides recém-formados (neopoliploides) experimentam um forte
isolamento reprodutivo de seus progenitores diploides (MUNNZING, 1936). E
importante salientar que os dados de citometria apontam que os individuos diploides da
espécie L. alba tendem a produzir somente individuos diploides com poucas excegoes. A
partir desses resultados € possivel sugerir que esse fenomeno de isolamento dos diploides
pode estar ocorrendo no complexo poliploide L. alba se considerarmos esse complexo
relativamente recente (neopoliploides). De alguma forma, a estrutura feminina das plantas
diploides tende a ser fertilizada por gametas de outros diploides, surgindo assim em sua
grande maioria, individuos diploides, porém sendo possivel encontrar também uma
pequena porcentagem de poliploides.

Os dados obtidos de gametas ndo reduzidos sdo de extrema importancia para
determinar tanto a taxa de formacao de neopoliploides quanto a probabilidade de seu
estabelecimento. Frequéncias mais altas desses gametas 2n resultam em taxas mais altas
de formagao de neopoliploides, independentemente da via (FELBER, 1991; KREINER
et al, 2017). Coincidentemente, baseado em dados de meiose masculina ja obtidos pelo
nosso grupo de pesquisa, esse mesmo individuo diploide apresenta uma alta taxa de
irregularidade meiotica podendo influenciar tanto na producao de gametas nao reduzidos
quanto na propria meiose feminina. Além disso, para os poliploides se estabelecerem
como neopoliploides, esses gametas nao reduzidos devem ser gerados a uma taxa
suficiente para que eles persistam em face da desvantagem de acasalamento dependente
da frequéncia esperada (exclusao de citotipos minoritarios) (KREINER et al., 2017).

Stevens et al., 2020, ao estudarem aspectos relacionados a germinacédo e progénie
de individuos diploides e tetraploides da espécie Themeda triandra, notaram uma
diferenga marcante na dorméncia das sementes entre os citotipos. As sementes dos
individuos poliploides possuiam um status de dorméncia mais alto e maior grau de
dorméncia do que a semente diploide e que isso ndo € relacionado com clima ou regido.
A principio, o mesmo pode estar ocorrendo com os poliploides de L. alba, que possuem

uma menor taxa de germina¢do quando comparados aos diploides. Juntas, essas
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caracteristicas aumentam a probabilidade de que a germinagdo ocorra em um momento
em que as condi¢des favorecem o estabelecimento de mudas com sucesso € o crescimento
inicial, garantindo assim maior sobrevivéncia da progénie. Em climas extremamente
variaveis e extremos, regular o momento e a localizagdo da germinacéo ¢ crucial para o
sucesso reprodutivo.

Ainda sobre os dados de germinacao de sementes, o fato de os diploides
apresentarem maior taxa de germinacao esta ligado a dados ja obtidos em L. alba por Reis
etal. (2014), sendo mostrado que estes individuos sao os detentores de maior quantidade
de polens viaveis. Os poliploides, por sua vez, tendem a apresentar maior taxa de
inviabilidade do polen, estando estritamente relacionado com as irregularidades meioticas
encontradas nesses organismos. Sua menor taxa de germinag¢do também pode estar
relacionada ao proprio evento de poliploidizagao, ocasionando, principalmente,
alteracdes cromossdmicas numéricas. Além disso, esse processo também faz com que
aumentem as ocorréncias de alteracoes cromossomicas estruturais como inversao,
delegao e translocagao podendo afetar a estrutura cariotipica e até mesmo a fertilidade do
individuo (MA e GUSTAFSON, 2005; WEISS-SCHNEEWEISS et al., 2013). Reis et al.
(2016), observaram em um individuo tetraploide de L. alba, o fenomeno chamado
citomixia, que consiste na migragao de material nuclear ou citoplasmatico entre células
adjacentes (LATTOO et al., 2006; SINGHAL ¢ KUMAR 2008; GUAN et al., 2012;
MURSALIMOV et al, 2013). Frequentemente, individuos hibridos, aneuploides,
poliploides e que fazem apomixia estao relacionados a esse fenomeno (DE
NITTANCOURT e GRANT 1964; GOTTSCHALK, 1970; LI et al., 2009; PIERRE e
SOUSA 2011). Independentemente de como a citomixia acontece, suas consequeéncias
genéticas sao sérias podendo interferir inclusive na gametogeénese e na fertilidade
produzindo gametas nao-balanceados devido ao aumento ou decréscimo de conteudo de
DNA (MURSALIMOV et al., 2013; MURSALIMOYV e DEINEKO, 2015).3

As diferengas na morfometria polinica de individuos diploides da espécie
corroboram com a hipétese de ndo redugdo gamética em Lippia alba, considerando que a
duplicacdo do genoma resulta tipicamente em aumento do tamanho celular (TATE &
SIMPSON, 2004), e consequentemente sua possivel contribui¢do para a formacdo de
neopoliploides. Contudo, os dados encontrados nido apresentaram correlacdo direta com
os resultados de germinagdo polinica do presente trabalho, ndo sendo possivel estabelecer
relacdes entre o tamanho e o potencial de germinagdo dos polens dos diferentes acessos

estudados para a formag¢do de novos individuos da espécie. Devido as irregularidades
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meidticas presentes nos individuos, e considerando a altera¢do do tamanho polinico tipico
como indicativo de ndo reducdo gamética, espera-se que poOlens com tamanhos
aumentados, possiveis pdlens ndo reduzidos, possuam menor taxa de germinagido. Além
disso, a baixa germinac¢do polinica encontrada também pode estar relacionada a uma
preferéncia da espécie pela reproducdo vegetativa visto que Lippia alba apresenta uma
grande facilidade de propagag¢do clonal quando comparada a outras espécies do género
Lippia (PIMENTA et al., 2007). De acordo com Budeguer et al., (2013), a presenca de
rizomas pode ser uma adaptacdo a baixa viabilidade do pélen e das sementes. Embora a
reproduc¢do assexuada por apomixia ndo tenha sido confirmada em L. alba até o momento,
a reproduc@o clonal parece ser um importante fator de dispersdo na espécie. Nesse
cendrio, uma possivel hipdtese seria que mesmo a baixa porcentagem de germinagdo
polinica encontrada seria suficiente para o surgimento dos diferentes citotipos, € a
ocorréncia predominante da reproducdo vegetativa seria majoritariamente responsavel
pela manutencdo da espécie.

Contudo, ¢ importante ressaltar que a simulacéo artificial de condi¢des adequadas
a germinag¢do pode ndo representar suficientemente o cendrio natural, interferindo na
germinacdo dos polens. Além disso, a baixa germinagdo polinica também pode estar
atrelada a inviabilidade dos mesmos, porém, neste trabalho, ndo foi realizado um estudo
de viabilidade desses polens para que esses dados pudessem ser correlacionados. No
entanto, estudos anteriores de Reis et al (2022), foi encontrada menor viabilidade nos
pélens de individuos poliploides da espécie, o que pode ser relacionado ao fato de que
individuos triploides tendem a apresentar maiores irregularidades meioéticas, seguidos de
tetraploides e diploides, segundo os resultados desse mesmo estudo.

Com relagdo aos cruzamentos artificiais realizados, apenas o primeiro, de ambos
parentais diploides, apresentou producdo de semente. Apesar da andlise de um "n"
amostral muito pequeno, devido a disponibilidade de material, o0 ndo surgimento de
sementes a partir dos cruzamentos envolvendo doadores poliploides, pode ser indicativo
de obsticulos no pareamento cromossdmico, visto que possuem maior irregularidade
meidtica e inviabilidade polinica (em especial, os triploides, chegando a 78%) (REIS et
al.,2022). No entanto, no trabalho anterior de Campos et al. (2022), foi possivel observar
a producdo de uma semente viavel provinda dos mesmos parentais do cruzamento 2.
Ainda, o mesmo estudo revelou, a partir de andlises anatomicas, que polens de diferentes
individuos foram capazes de germinar ainda no interior das anteras, indicando que ¢

possivel que os obstaculos encontrados ndo estejam relacionados apenas especificamente
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as condicdes de germinagdo dos polens. Esse fato reforca ainda mais a complexidade
existente na reproducdo de poliploides naturais.

Esses resultados também podem ser associados com resultados anteriores, que
indicam um parcial isolamento reprodutivo dos diploides em relagdo a outros niveis de
ploidia, sendo que plantas maes diploides apresentam uma tendéncia maior ao
cruzamento com polens de outros individuos diploides.

Outro dado interessante obtido no presente trabalho estd relacionado as medidas
da tnica semente obtida de cruzamento. Seu comprimento e largura sdo de Imm x 1mm.
Dados anteriores obtidos dos parentais diploides desse mesmo cruzamento apontam
tamanhos de 1,86mm x 2,08mm (genitor materno) e 1,73mm x 2,19mm (genitor paterno).
Essa diferenca de medidas pode estar associada as dificuldades de germinacdo
enfrentadas por esta semente, sendo valido notar que em polinizagdes controladas
anteriores, feitas com diploides, sementes de dimensdes menores também foram
produzidas. Segundo Haig e Westobi (1991), o desequilibrio da dosagem génica no
endosperma de origem materna e paterna esta fortemente ligado a falhas no cruzamento
entre diferentes niveis de ploidia de uma mesma espécie. Os autores também sugerem
que o tamanho da semente pode ser influenciado por esse desequilibrio, pois a expressao
génica ¢ diferenciada dependendo de qual genitor (materno ou paterno) ¢ herdada.
Quando a heranca ¢ materna, as sementes tendem a ser menores enquanto as sementes
que receberam o gene pelo pai paterno tendem a ser maiores. Apesar de no presente
trabalho o cruzamento ser entre o mesmo namero cromossomico, algum
desbalanceamento também pode estar relacionado a esse resultado. E importante salientar
a necessidade de andlises da formacgdo de gametas femininos para a compreensdo do

quanto podem ser vidveis ou inviaveis.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a germinag¢éo polinica permitiram melhor compreensao
de alguns aspectos da biologia reprodutiva de Lippia alba. E possivel inferir que a espécie
realiza o processo de autofecundacéo, mas que alguns individuos podem apresentar algum
grau de autoincompatibilidade. E ainda, apresenta uma preferéncia pela alogamia, ou seja,
os individuos tendem a cruzar entre si, sendo possivel observar também uma tendéncia
dos individuos diploides produzirem progénie diploide, com pouquissimas exceg¢des. A
medigdo polinica forneceu indicios de uma grande variagdo comportamental dentro do
mesmo citotipo, nos levando a acreditar que a ndo-reducdo gamética seja o principal meio
de formacdo de poliploides na espécie. O complexo poliploide apresenta, em geral, uma
baixa taxa de germinacdo polinica, sendo que a média dessa taxa, entre diploides e
poliploides, varia significativamente.

J& os resultados do cruzamento artificial corroboram com a hipdtese de que os
diploides apresentam parcial isolamento reprodutivo, beneficiando a reproducao cruzada
entre diploides. Porém, neste caso, se faz necessaria a ampliagdo da amostragem, para
melhor esclarecer esse cenario. Os resultados também contribuem para demonstrar a
complexidade existente na reproducdo de poliploides naturais e evidenciar o

comportamento diferenciado entre diploides e poliploides.

De forma geral, os dados obtidos acrescentaram novas informacdes a base de
dados da espécie, visando uma elucidacdo cada vez maior dos aspectos relacionados a

reproducdo e evolucdo em complexos poliploides tropicais.
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