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Resumo

Brachiaria € uma graminea de grande importancia econdmica. No Brasil, sao
estimados 70 milhdes de hectares cultivados com esta forrageira. Seu
melhoramento e a ampliagdo da variabilidade genética sdo de grande
importancia para a sustentabilidade e crescimento da agropecuaria no Brasil.
Um dos entraves para o melhoramento Brachiaria é a presenga da apomixia,
modo de reproducdo onde nao ha recombinagao para a formagao do embrido.
A compreensdo dos mecanismos que regulam a apomixia possibilitara a
utilizacdo desse modo de reprodugcdo como ferramenta biotecnolégica para
fixar caracteristicas agrondmicas de interesse em espécies cultivadas. A
ocorréncia de apomixia em espécies, como as de Brachiaria, que conservaram
a habilidade de se reproduzir por sexualidade permite estudos comparativos,
tanto estruturais, quanto genéticos e moleculares. Comparagdes, ao longo do
desenvolvimento, entre sacos embrionarios de plantas sexuais e apomiticos
poderao revelar as diferencas que irdo especificar se um saco embrionario
seguira a via apomitica ou sexual. Neste trabalho foi comparada, por
hibridizagao in situ, a expressdo temporal e espacial de sete sequéncias de
cDNA em ovarios de plantas sexuais e apomiticas de Brachiaria. Nas plantas
apomiticas, o transcrito de BbrizREC foi detectado preferencialmente no
meiocito, no momento imediatamente anterior a diferenciacdo de iniciais
aposporicas, indicando que esse transcrito pode estar associado a morte
programada do meidocito e ao aparecimento das iniciais aposporicas. Em
momentos posteriores da diferenciacdo, precursores da fertilizagdo, BbrizMYO,
BbrizAQP, BbrizMAPK apresentaram expressao preferencial nas sinérgides,
sugerindo o envolvimento de BbrizMYO e BbrizMAPK no processo de
fertiizacdo e de BbrizAQP na ativagdo da oosfera. Nas apomiticas
peseudogamicas o embrido é formado a partir do desenvolvimento auténomo
da oosfera, mas a fertilizagdo da célula central é necessaria para formar o
endosperma. O presente trabalho também contribuiu para o estabelecimento
da técnica de fertilizagao in vitro em Brachiaria que permitira, em condi¢des
controladas, avaliar o papel de diferentes genes no decorrer deste processo e

assim contribuir a melhor compreensao da reprodugdo em angiospermas.
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Abstract

Brachiaria is a forage grass of great economic importance. In Brazil, an
estimated area of 70 million hectares is cultivated with Brachiaria species.
Improvement of breeding programs and genetic variability is very important for
the culture and sustainability of pastures in Brazil. One of the barriers for
Brachiaria improvement is the asexual mode of reproduction through seeds -
apomixis. The understanding of the mechanisms that regulate apomixis makes
possible its use in biotechnological programs to fix interesting agronomic
characteristics in cultivated plants. Species that show both apomictic and sexual
mode of reproduction allow morphological, genetic and molecular comparative
studies. Analysis of embryo sac development from sexual and apomictic plants
can report the differences that will specify the sexual or apomictic pathway. In
the present work, the temporal and spatial expression of cDNA sequences was
analyzed by in situ hybridization in ovaries of apomictic and sexual plants.
BbrizREC was preferentially expressed in the meiocyte, just before apospore
initials differentiation, suggesting its involvement in programmed cell death of
the meyocite and appearance of apospore initials. Later on in the reproduction,
before fertilization, BbrizMYO, BbrizAQP, BbrizMAPK were preferentially
expressed in the synergids, suggesting that BbrizMYO and BbrizMAPK are
concerned in this process and BbrizAQP in egg cell activation. In pseudogamic
apomicts embryo is formed from autonomous development of the egg cell, but
the central cell fertilization is required to form the endosperm. The present work
contributed to establishing an in vitro fertilization technique in Brachiaria that will
make possible, in controlled conditions, to evaluate the role of different genes
along this process, contributing to a better understanding of reproduction in

angiosperms.



1. Introducao

1.1. Brachiaria

Reconhecido em 1953, por Grisebach, o género Brachiaria compreende
aproximadamente 100 espécies (Renvoize et al., 1996) que sao amplamente
distribuidas nos trépicos, e principalmente na Africa que é o centro de origem
desse género (Nunes, 1984).

Brachiaria apresenta colmo herbaceo que floresce uma vez por ano. No Brasil
o periodo de floragao se inicia nos ultimos dias de dezembro e se estende até
meados de julho. As inflorescéncias sao terminais do tipo panicula, compostas
por racemos. Cada racemo, por sua vez, sustenta uma série de espiguetas
solitarias e unisseriadas (Nunes, 1984). A espigueta € composta por duas
flores. A flor hermafrodita abriga trés anteras e um pistilo com apenas um
ovario uniovular. A flor estaminada se difere da hermafrodita exclusivamente

pela auséncia de pistilo (Seiffert, 1980) (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura floral de Brachiaria sp. a- inflorescéncia terminal
composta de racemos (seta). b- detalhe do racemo que é composto
por espiguetas unisseriadas, dispostas ao longo de um unico lado da
raque. c- visao em detalhe da porgao abaxial da espigueta. d- flor
hermafrodita com trés anteras (amarelas) e um pistilo constituido de
um ovario (OV) e estigma bifido (seta), e ramificado na extremidade.



1.1.1. Classificacao taxondmica

Divis80:.....ccoieviiiiiiiieeeeees Anthophyta
Subdivisao:.......ccceeeeeeennn. Angiospermae
Classe:....ccooceeeiiiiiiieeeeeee Monocotyledonae
Ordem:......covveeiiiiiiiiiieeee, Pales (Glumiflorales)
Familia:.......ccccooeeeeeiien. Poaceae (Gramineae)
Subfamilia:.......ccccccceeee. Panicoideae

TrbO: e Panicea

(€121 01T (o L Brachiaria

1.1.2. Importancia agronémica

A producdo animal e a industria da carne, leite e derivados representam
importante setor da economia brasileira, uma vez que tém posi¢cao de destaque
na constituicdo do produto interno bruto. O Brasil abriga o maior rebanho
bovino comercial do mundo. Atualmente, sdo abatidas de 32 a 34 milhdes de
cabecas, por ano; movimentando em torno de R$ 12 bilhdes, se somados o
ganho com cortes de carne, couro, e outros subprodutos (Polaquini et al.,
2006). Contudo, o setor pode se tornar mais competitivo e gerar divisas ainda
mais significativas para o pais. Nesse sentido, € indispensavel buscar novas
tecnologias que possam resultar num aumento de produtividade.

No Brasil, onde a criagéao do rebanho bovino se da principalmente a campo,
sob o regime de pastagem, a melhoria da qualidade das forrageiras esta
diretamente relacionada ao aumento da produtividade do rebanho.

Entre as forrageiras, as do género Brachiaria conquistaram importancia
econdmica significante no Brasil e no mundo. Essa posigcdo de destaque no
cenario econdmico se deve a varias de suas espécies apresentarem

caracteristicas agrondémicas desejaveis para as forrageiras que facilita sua



adaptacao a varios tipos de solos (Fisher & Kerridge, 1996). No Brasil, em
1996, Fisher e Kerridge estimaram aproximadamente 70 milhdes de hectares
cultivados com esta forrageira. A comercializagdo de espécies de Brachiaria é
feita por meio de sementes. A germinacdo da semente e o0 crescimento da
parte aérea sdo rapidos, resultando num rapido forrageio do solo (Fisher &
Kerridge, 1996). A maior parte das pastagens tropicais no Brasil foi formada
com espécies do género Brachiaria principalmente B. brizantha, B. decumbens
e B. humidicola
(www.abrasem.com.br/materia_tecnica/2004/0008 parceria_embrapa_unipasto
s.htm). De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO), no Brasil, aproximadamente 5,5 mildes de ha de pastagens
permanente sao replantadas anualmente. Por ano, sdo necessarios 80.000 t de
sementes e dessas 50% s&o de B. brizantha (www.fao.org, consulta em
novembro de 2006).

O melhoramento genético de Brachiaria visando o aumento do teor protéico,
reducdo de lignina, resisténcia a pragas e doengas e a ampliacdo da
variabilidade genética sdo de grande importancia para a sustentagdo e

crescimento da agropecuaria no Brasil (Valle et al., 2004).

1.2. Reproducao em angiospermas

As angiospermas surgiram ha pelo menos 130 milhées de anos (Raven et al.,
1992) e conquistaram vantagens evolutivas que as tornaram a vegetagao
dominante na Terra. Este grupo de plantas agrega caracteristicas vegetativas
muito variadas e uma caracteristica peculiar: as sementes sdo formadas dentro

de um ovario desenvolvido - fruto. O modo de reproducao, anfimitico (sexual)



ou apomitico (assexual), ou ainda a presenga de ambos, caracteriza o
potencial reprodutivo da maioria das angiospermas que se subdividem em duas
classes, Dicotiledonae e Monocotiledonae com aproximadamente 65.000 e

170.000 espécies respectivamente (Raven et al., 1992; Raghavan, 1997).

1.2.1. Anfimixia

Na maioria das angiospermas, a forma de reproducdo sexual, anfimixia, &
predominante. A caracteristica mais importante dessa forma de reproducéo é a
capacidade de gerar descendentes diferentes dos pais, proporcionando assim,
a variabilidade genética. Este processo envolve a recombinagdo cromossdémica
que ocorre durante a formacao dos gametas reduzidos; e a combinacédo de
material genético materno e paterno mediada pela dupla fertilizagdo, que
resulta na produgao de embrides geneticamente diferente dos progenitores. O
gametdfito feminino ou saco embrionario resulta de meiose que ocorre dentro
do ovario, no oOvulo, por meio de processos consecutivos denominados
megasporogénese e megagametogénese. Na megasporogénese, uma célula
do nucelo se diferencia em célula-mae do megasporo que por meio de meiose
forma uma tétrade de megasporos haploides, dos quais trés degeneram. Na
megagametogénese, o megasporo sobrevivente ou funcional se diferencia, e
apos trés mitoses consecutivas e diferenciagdo celular, origina um saco
embrionario do tipo Polygonum, que segundo van Went e Willemse (1984) é o
mais comum entre as angiospermas. O saco embrionario do tipo Polygonum é
composto de sete células: trés antipodas, duas sinérgides, uma célula central e
uma oosfera. Na maturidade, por meio de um processo conhecido por dupla

fertilizacdo, a oosfera é fertilizada por um gameta masculino hapléide (n)



resultando em embrido dipldide (2n). Enquanto um segundo gameta masculino
também hapldide (n) fertiliza a célula central que é binucleada para formar o
endosperma tripldide (3n), tecido que ira sustentar o embrido até a germinagéao
(Raven et al., 1992).

O embrido e o endosperma sao envolvidos pelo dvulo e resultam na semente
contida no ovario. O ovario remanescente se transforma em fruto, que por sua
vez protege a semente e serve de agente dispersor, garantindo a propagagao

da espécie (Asker, 1979; Raven et al., 1992; Raghavan, 1997)

1.2.2. Apomixia

A apomixia, forma de reproducdo assexual por sementes, tem forte relacao
com anfimixia e tem sido interpretada como resultado de uma variagao na via
de desenvolvimento da reprodugédo sexual (Koltunow, 1993; Vielle-Calzada et
al., 1996; Grossniklaus & Schneitz, 1998).

Enquanto na reproducgao sexual, ocorrem meiose e fertilizacdo da oosfera pelo
gameta masculino, na apomixia, as sementes contém embrides formados sem
a participacdo do gameta masculino, pelo desenvolvimento autbnomo da
oosfera ndo-reduzida (Figura 2). Asker (1979) dividiu apomixia em dois tipos:
embrionia adventicia, de natureza esporofitica e apomixia gametofitica que

inclui aposporia e diplosporia.
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Figura 2: Representacéo esquematica das diferencas entre os modos de reprodugéo sexual e apomitico.

reduzido

Dupla fertilizagéo

Na embrionia adventicia também conhecida como embrionia tegumentar ou
nucelar os embrides sdo formados diretamente de células somaticas do nucelo
ou do tegumento interno do évulo (Asker & Jerling, 1992), o desenvolvimento
de embrido zigdético ocorre normalmente (Naumova et al., 1993) e o sucesso
dos embrides adventicios depende do endosperma resultante da fertilizagcado do
saco embrionario meiodtico. A apomixia gametofitica apresenta duas etapas
peculiares: (1) apomeiose - formagao de sacos embrionarios nao reduzidos, (2)
desenvolvimento autbnomo do embrido. A distincdo entre diplosporia e
aposporia encontra-se na procedéncia da célula precursora do saco
embrionario.

Na diplosporia, o saco embrionario é formado a partir da célula-mée do
megasporo por meio de trés mitoses consecutivas, apos alteragdes ou omisséo

da meiose que impedem a redugdo e recombinacdo (Naumova & Vielle-



Calzada, 2001). Nesse caso o0 saco embrionario possui oito nucleos néao
reduzidos e morfologicamente muito parecidos com aqueles encontrados nas
plantas sexuais.

A aposporia € uma forma de apomixia na qual o gametofito feminino nao
reduzido é originado diretamente de células somaticas, do nucelo, que sofrem
diferenciacao e passam a ser chamadas iniciais apospoéricas (Dusi & Willemse
1999; Araujo et al., 2000). Dentre os sacos embrionarios aposporicos, os do
tipo Hieracium apresentam oito nucleos em uma disposicdo bipolarizada,
estruturalmente idéntica a do tipo Polygonum, e os sacos embrionarios do tipo
Panicum contém quatro nucleos, dispostos em um mesmo pélo, e sdo muito

comuns entre os membros da familia Poaceae.

1.2.2.1. Historico

O termo apomixia foi utilizado pela primeira vez por Winkler em 1908 para
descrever a reproducao assexual de forma geral, tanto em plantas quanto em
animais (Asker & Jerling, 1992). Naquela ocasido, o desenvolvimento
vegetativo e a viviparidade foram incluidos no conceito de apomixia.
Atualmente, o termo apomixia € usado de forma restrita para descrever a
formagao de semente fértil onde o embrido se desenvolve sem a contribuicao
do material genético paterno, agamospermia (Bashaw & Hanna, 1990; Nogler,
1984; Asker & Jerling, 1992). Portanto os embrides gerados por meio desta
forma de reproducdo sdo considerados verdadeiros clones, uma vez que
carregam a mesma informagao genética contida na planta-mae. Sabe-se que
aproximadamente 400 espécies compreendidas em 35 familias de

angiospermas apresentam apomixia (Carman, 1997). Entre as angiospermas, a



apomixia tem sido bastante estudada (Nogler, 1984; Koltunow, 1993; Gordon et
al., 1998), podendo ser encontrada tanto em monocotiledbneas quanto em
dicotileddéneas, sendo frequentemente descrita em Poaceae, Asteraceae,
Rosaceae e Rutaceae (Hanna & Bashaw, 1987; Koltunow, 1993; Koltunow et
al., 1995). O relato mais recente do numero de espécies caracterizadas como
apomiticas foi realizado por Carman em 1997. Certamente novas espécies
poderiam ser adicionadas a esta lista, visto que o estudo da apomixia tem
despertado interesse com o0 avango da biotecnologia (Carneiro et al., 2004).
Exemplos sdo as espécies da familia Melastomataceae, que apresenta
apomixia em 39-44% das 113 espécies estudadas (Goldenberg &

Werpachowski, 2004).

1.2.2.2. Importancia da apomixia na agricultura

A natureza clonal da progénie de plantas apomiticas faz desse modo de
reproducdo um poderoso aliado para a producao de sementes e melhoramento
de espécies de interesse agronémico (Grossniklaus, 2001). As vantagens da
apomixia para os programas de melhoramento incluem:

- fixacdo de gendtipos desejados associada a propagagdo por sementes,
permitindo que os produtores estoquem as sementes a serem plantadas na
proxima safra assegurando-lhes mesmo vigor hibrido por geragdes
indeterminadas;

- simplificagdo na producdo de sementes comerciais uma vez que nao
demanda isolamento e nem multiplicagdo das linhagens parentais;

- eliminacdo de problemas relacionados a reproducdo sexual como

dependéncia de polinizadores e possibilidade de cruzamentos;
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- prevencao da transferéncia de virus de plantas, processo que ocorre
freqientemente quando uma cultura é propagada de forma vegetativa, como
acontece no caso da batata.

Considerando que apomixia € uma caracteristica determinada por um ou
poucos genes (Valle et al., 2004) pode-se vislumbrar a utilizagdo de estratégias
biotecnolégicas na exploragdo desse (s) gene (s) fazendo deste modo de
reprodugao uma importante ferramenta para clonagem de hibridos de interesse
pela simples propagacdo de sementes. A implantagdo desse sistema
certamente resultaria em beneficio social, industrial e refletiria de forma positiva
na agricultura mundial, principalmente beneficiando os agricultores de paises

em desenvolvimento.

1.2.2.3. Apomixia facultativa

A maioria das plantas apospédricas € descrita como apomitica facultativa
(Nogler, 1984; Asker & Jerling, 1992) que € definida como o processo no qual
plantas apomiticas retém a capacidade de se reproduzir por sexualidade,
podendo gerar progénie aberrante (Savidan, 2000; Asker & Jerling, 1992). A
apomixia facultativa é caracterizada pela capacidade da planta em desenvolver
sacos embrionarios meidtico e apospoéricos em uma mesma planta, de forma
simultanea (Valle & Savidan, 1996). Nesse processo, a oosfera do saco
embrionario meidtico pode ser fertilizada e gerar plantas com caracteristicas
genéticas totalmente diferentes da planta-mé&e. O balango entre a reprodugéo
apomitica e sexual, nas plantas que apresentam apomixia facultativa é

influenciado por fatores como gendtipo parental, fotoperiodo, baixas
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temperaturas (Nogler, 1984; Asker & Jerling, 1992). A existéncia da apomixia
obrigatéria foi questionada por Nogler (1984). Ele advertiu que o aumento no
grau de apomixia para aproximadamente 100% € um indicativo de supressao
na via sexual durante o desenvolvimento e ressaltou, também, a presenca de
tracos de sexualidade em espécies onde a apomixia é tida como obrigatdria.
Bicknell e Koltunow (2004) relataram que em plantas apomiticas de Hieracium
piloselloides e H. aurantiacum, o processo sexual € interrompido
imediatamente apds o aparecimento das iniciais apospoéricas e, portanto, nao
ha formacdo de sacos embrionarios meidticos. Em Brachiaria o modo de
reprodugao € determinado pela analise morfolégica dos sacos embrionarios.
Os acessos apomiticos que apresentam acima de 10% dos sacos embrionarios

do tipo Polygonum s&o classificados como apomiticos facultativos (Valle, 1991)

1.2.2.4. Apomixia e pseudogamia

A formacgéo do embrido em plantas apomiticas segue um caminho apomeiético
e de desenvolvimento autbnomo da oosfera, ao contrario dos embrides
zigoticos que envolvem meiose e fertilizagdo (Nogler, 1984; Naumova & Matzk,
1998). Quanto a dependéncia da fertilizacdo para formagdo da semente, as
plantas apomiticas podem ser divididas em pseudogamicas e autbnomas. A
palavra pseudogamia é usada para designar o processo no qual o embrido se
desenvolve independentemente da fertilizacdo da oosfera, mas, a formacao de
sementes viaveis depende da fertiizacdo da célula central para
desenvolvimento do endosperma. A pseudogamia € regra entre as plantas
apomiticas da familia Poaceae, Rosaceae e Ranunculaceae (Berthaud, 2001).

Pseudogamia foi sugerida em Brachiaria, a partir de experimentos de
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polinizagdo em estigmas cortados nos quais nao foi observada a formagao de
sementes (Ngendahayo, 1988). Em 2001, Alves e colaboradores comprovaram
a existéncia de pseudogamia em B. brizantha cv. Marandu por meio de
experimentos de fertilizagdo controlada; seguidos de analise morfoldgica da
semente durante o desenvolvimento e analise citolégica do endosperma. Por
meio do exame de cortes morfoldgico apds a fertilizagao controlada verificou-se
a fusdo do nucleo espermatico com o nucleo da célula central; enquanto a
citogenética confirmou a ploidia do endosperma resultante. Em plantas nas
quais existe apomixia autbnoma a formacdo do endosperma também
independe da polinizacdo e a esterilidade masculina é frequente. A apomixia
autbnoma ocorre principalmente na familia Asteraceae (Asker & Jerling, 1992;

Crane, 2001).

1.2.2.5. Apomixia e poliploidia

Poliploidia é resultado de um processo evolutivo onde dois ou mais genomas
sdo trazidos juntos para um mesmo nucleo, usualmente por meio de hibridagéo
seguida de duplicagdo cromossdmica (Levy & Feldman, 2002). A
poliploidizacdo em angiospermas envolve adaptag¢des que séo favorecidas pela
aquisicao de novas caracteristicas. Estas permitem aos polipléides colonizarem
novos nichos e aumentarem as suas chances de serem selecionados para o
uso na agricultura (Osborn et al., 2003). Apomiticos diploides s&o raros na
natureza (Nogler, 1984) e grupos apomiticos sdo geralmente associados a
poliploidia (Carman, 1997). Individuos com diferentes niveis de ploidia s&o
comuns entre as plantas que apresentam apomixia gametofitica (Asker &

Jerling, 1992). No complexo agamico Brachiaria, a forma diploide exibe o modo
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de reprodugdao sexual enquanto a forma polipldide apresenta modo de
reprodugao apomitico (Valle et al., 2004). Contudo, entre as angiospermas
existem outros complexos polipldides sem nenhuma ligagdo com a apomixia. A
poliploidia pode favorecer as condi¢gdes para o desenvolvimento do modo de
reprodugao apomitico, mas a formagao regular de sacos embrionarios nao
reduzidos depende da presenga de genes que facilitem essa via (Asker &
Jerling, 1992). A relacao entre apomixia e polipléides pode ser investigada com
estratégias que envolvem duplicagcdo do numero de cromossomos de plantas
dipléides ou reducdo do numero de cromossomos de plantas tetrapléides. Em
Brachiaria ruziziensis e em B. brizantha a duplicagdo cromossémica, por
tratamento com colchicina, ndo levou a alteracdo no modo de reproducgao
(Gobbe et al., 1981; Pinheiro et al., 2000; Araujo et al., 2005). Ao contrario, em
plantas autotetrapldides induzidas de Paspalum hexastachyum (Quarin &
Hanna, 1980), P. notatun (Quarin et al., 2001) e P. rufum (Quarin et al., 1998)
foi observada presenca de sacos embrionarios aposporicos. Com base nos
estudos acima mencionados a relacdo entre apomixia e poliploidia pode ser
interpretada de duas formas: (1) os fatores genéticos que controlam apomixia
estariam presentes nos progenitores dipldides, sexuais, porém a expressao
desses fatores so seria permitida em niveis tetraploides; (2) considerando que
um unico alelo dominante e ausente em plantas sexuais controla a apomixia,
como sugerido para Brachiaria (Valle et al., 2004), apenas a duplicagéo
cromossOmica ndo seria capaz de mudar o modo de reprodugao de sexual (aa)

para apomitico (Aaaa).
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1.2.2.6. Bases genéticas da apomixia

Varios estudos vém sendo conduzidos para desvendar os mecanismos
responsaveis pelos fendtipos que caracterizam a apomixia. Nessa linha é de
fundamental importancia entender os mecanismos genéticos que controlam as
vias responsaveis por esses fendtipos. Mesmo somando esforgos, o
conhecimento genético sobre apomixia gametofitica, que € o tipo de apomixia
mais estudado (Carneiro et al., 2006) € escasso (Bicknell & Koltunow, 2004).
Estudos da apomixia baseados na genética mendeliana indicam que a
apomixia é transmitida como uma caracteristica qualitativa aparentemente
controlada por um unico l6cus dominante que se localiza num unico l6cus em
Panicum maximum (Savidan, 2000), Ranunculus (Nogler, 1984), Cenchrus
ciliaris (Sherwood et al., 1994) e Brachiaria (Ndikumana, 1985; Lutts et al.,
1994; Valle & Savidan, 1996). Em Brachiaria, os primeiros hibridos
interespecificos foram obtidos por meio de cruzamentos entre B. ruziziensis,
uma sexual tetraploidizada artificialmente e apomiticas tetrapldides de B.
decumbens ou B. brizantha (Ndikumana, 1985). A obtengdo de progénie
contendo plantas sexuais e apomiticas na propor¢cao de aproximadamente 1:1
sustentou a hipotese de que apomixia em Brachiaria é controlada por um unico
l6cus. Novos cruzamentos foram conduzidos (Valle et al., 1994; Valle &
Savidan, 1996) e confirmaram a heranga monogénica nessa espécie. Estudos,
da heranga da apomixia em Tripsacum dactiloides, utilizando marcadores
moleculares somados a teoria de genome syntheny entre as gramineas
mostraram auséncia de recombinagdo no brago cromossémico que carrega
o(s) gene(s) da apomixia e permitiram a Grimanelli e colaboradores (1998)

sugerir que a apomeiose poderia ser controlada por um grupo de loci
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interligados. A falta de recombinagao no segmento cromossémico que carrega
o(s) gene(s) da apomixia foi também observada em Pennisetum (Ozias-Akins
et al., 1998). Em 1997, Pessino e colaboradores (Pessino et al., 1997)
verificaram que um grupo de genes ligados, derivados do cromossomo 5 do
milho, estava relacionado com o locus apospodrico em Brachiaria. No ano
seguinte, também utilizando marcadores moleculares, foi publicada a
construgdo de um mapa da regiao aposporica em Brachiaria, evidenciando alta
homologia com areas cromossémicas em arroz e milho (Pessino et al., 1998).
Van Dijk e colaboradores (2003) sugeriram que trés loci independentes sejam
necessarios para garantir a heranga apomitica em Taraxacum officinale.
Bicknell e Kotunow (2004) sugeriram que o numero de loci que controla a
apomixia tem sido subestimado em Hieracium e que pelo menos trés fatores
dominantes nado ligados poderiam ser necessarios para assegurar a
transferéncia da apomixia nessa espécie. Utilizando mutacdes deletérias e
marcadores de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) para estudar
a herangca em Hieracium caespitosum, o grupo de Bicknell obteve resultados
que indicam que a apomixia nessa espécie é controlada por dois loci principais,
um lécus esta relacionado com a apomeiose e outro com o desenvolvimento
autbnomo do embrido (Catanach et al., 2006).

Recentemente foi proposto um novo modelo para explicar a herangca da
apomixia em Poa pratensis. Nesse modelo cinco genes principais controlam a
formacido de sementes em plantas apomiticas e a diferenca na penetrancia e
na expressividade dos alelos sdo fundamentais para determinar a via

reprodutiva. Os componentes responsaveis pela aposporia e pelo
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desenvolvimento autbnomo do embrido segregariam independentemente

(Matzk et al., 2005).

1.2.2.7. Caracterizacao da apomixia: enfoque experimental

Existem algumas caracteristicas como polimorfismo morfolégico, polipolidia,
grau de aborto e esterilidade do pdlen, que sao indicativas de reprodugao por
apomixia (Czapik, 1994). Varios métodos podem ser utilizados para estudar o
desenvolvimento apomitico. Entre esses podem ser citados: o teste de
progénie; a citometria de fluxo; a microspectrometria de Feulgen; o
clareamento; sec¢des finas, semifinas e ultrafinas de ovarios (Asker & Jerling,
1992; Sherwood, 2001; Czapik, 1994), e mais recentemente as varias técnicas
de biologia molecular, como por exemplo, 0 uso de marcadores moleculares. O
teste de progénie representa uma maneira direta de detectar e quantificar
apomixia. Esse teste consiste da observacao fenotipica de uma determinada
populagado, sendo que a origem apomitica, indicada pela uniformidade entre os
individuos contrapde, a origem sexual indicada pela presengca de uma
populagdo heterogénea. A utilizacdo desta técnica € restrita a grandes
populacdes, ao espaco dispensado e ao tempo necessario a um ciclo de
crescimento. Um outro fator que deve ser considerado € a ocorréncia de
apomixia facultativa ou homozigose de progenitores que podem gerar erros na
determinacdo do grau de apomixia (Valle et al., 2004). A citometria de fluxo
fornece informagdes sobre o conteudo de DNA (ploidia) de tecidos especificos
como embrido e endosperma permitindo dessa forma avaliar a frequéncia de
apomixia e a presenga ou auséncia de pseudogamia. A microspectrometria de

Feulgen, como a citometria de fluxo, também fornece informagao sobre ploidia
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de tecidos especificos, porém permite trabalhar com amostras em estagios de
desenvolvimento onde a quantidade de nucleos é restrita ou quando se quer
determinar o conteudo de DNA de nucleos individualizados, como € o caso do
meiodcito ou da oosfera. Em 1971, Herr desenvolveu a técnica de clareamento
que desde entdo sofreu varias modificagdes e significou um avango importante,
uma vez que permite analisar diretamente a posicao e divisdo dos nucleos de
grandes quantidades de amostras em um curto periodo de tempo. A utilizagéao
das seccgdes finas, semifinas e ultrafinas permite analise detalhada de ovarios,
por meio de microscopia otica e eletrbnica, das estruturas e componentes
quimicos presentes em cada etapa do desenvolvimento permitindo estudo
morfolégico comparativo além da aplicagdo simultdnea de outras técnicas
como hibridizagdo in situ e imunologia que permitem localizar temporal e
espacialmente  mRNA ou proteinas especificas. O uso de marcadores
moleculares pode agilizar a identificagdo em larga escala de apomiticos em
populacdes hibridas que de outra forma demandaria muito trabalho e tempo

(Dusi, 2001).

1.2.2.8. Estratégias de estudo da apomixia

Apomixia tem sido extensivamente estudada com o propédsito de entender os
mecanismos que a controlam para, posteriormente, utiliza-los como ferramenta
em programas de melhoramento. Com o propdésito de identificar e caracterizar
0s genes responsaveis pela apomixia, duas linhas principais de pesquisa estdo
sendo conduzidas. Na primeira, busca-se trazer a apomixia a uma planta-
modelo de reproducdo sexual por mutagdo. Mutantes de Arabidopsis thaliana

vém sendo utilizados para clonagem de genes candidatos a serem usados na
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engenharia da apomixia. Alguns mutantes recuperados apresentam
caracteristica de certos elementos presentes na apomixia, como producgao de
endosperma e inicio da formagdo do embrido na auséncia de fertilizacio
(Grossniklaus et al., 2001). Entretanto, ndo existe mutante que seja capaz de
realizar o processo como um todo, ou seja, produzir clones por sementes
(Silveira, 2004). Na segunda, estudam-se diretamente espécies naturalmente
apomiticas (Silveira, 2004). Estratégias de introgressao génica e determinagéo
do perfil de expressdo génico de plantas apomiticas sdo empregadas com
intuito de esclarecer os mecanismos que controlam a apomixia. Na tentativa de
transferir gene (s) que confere apomixia, a técnica de hibridagéo foi realizada
em milho (Leblanc et al., 1994) e milheto (Ozias-Akins et al., 1993). Nesse
caso, nenhum hibrido verdadeiramente apomitico foi obtido e as plantas
apresentaram elevado grau de esterilidade (Savidan, 2001). O primeiro hibrido
relatado como apomitico, "Natsukaze", foi gerado a partir de polinizagdo aberta
entre plantas sexual e apomitica tetraploides de Panicum maximum (Sato et al.
1990 in Savidan 2000).

A andlise da populagdo segregante derivada de cruzamentos entre
progenitores masculinos apomiticos e femininos sexuais tem sido de grande
importancia para o entendimento da transmissao genética dessa caracteristica,
bem como para produzir mapas genéticos, do l6cus apomitico, baseados em
marcadores moleculares. A clonagem do(s) gene(s) envolvido(s) na apomixia a
partir desses mapeamentos ainda nao foi possivel. Na tentativa de entender a
heranca da apomixia, marcadores moleculares relacionados a essa

caracteristica foram isolados de varias espécies (Carneiro et al., 2006).
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1.3. Estado da pesquisa e desenvolvimento da apomixia em Brachiaria
Estudos genéticos sugerem que o modo de reprodugdo predominante em
Brachiaria é a apomixia (Valle & Miles, 1992), um carater dominante que esta
ligado a um unico lécus do tipo (Aaaa). Foi postulado que plantas sexuais tém
um lécus recessivo para apomixia (aa) (Valle & Miles, 1994).

A utilizacdo da técnica de marcadores moleculares forneceu forte evidéncia
que um unico gene controla a apomixia em espécies de Brachiaria. Para a
obtencdo desse dado, o DNA dos parentais — B. ruziziensis e B. brizantha, e
também da progénie (Fi) foram amplificados separadamente usando
iniciadores randémicos de RAPD (Randon Aplified Poimorphic DNA), o perfil de
co-segregacao dos marcadores com o modo de reprodugédo corroborou com o
modelo da heranga monogénica em Brachiaria (Tohme et al., 1996).
Posteriormente Pessino e colaboradores (1998) utilizaram marcadores
moleculares para a constru¢do de um mapa da regido “apo” em Brachiaria.
Nesse trabalho os autores verificaram uma ligacdo da regido “apo” de
Brachiaria, com o cromossomo dois de arroz e cromossomo cinco de milho.
Uma alta colinearidade entre o I6cus apospérico de Brachiaria € 0 cromossomo
cinco de milho foi verificada, sugerindo que essa regido parece ser bem
conservada.

Para possibilitar as analises celular e molecular, diferentes espécies de
Brachiaria foram regeneradas por organogénese de tecido meristematico
(Carneiro et al., 1995; Pinheiro et al., 2000) e embriogénese somatica (Tohme
et al., 1996; Manzano, 1998). Autopoliploides foram induzidos com sucesso por
aplicacéo de colchicina in vitro, em Brachiaria ruziziensis (Gobbe et al., 1981) e

em B. brizantha (Pinheiro et al., 2000). A analise do comportamento meiotico
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de duas plantas duplicadas de B. brizantha sugeriram, que assim como as
plantas de B. ruziziensis, essas mantém o modo de reprodugédo (Pozzobon et
al., 1999). Recentemente foi confirmada a fertilidade de plantas de B. brizantha
duplicadas (Araujo et al., 2005).

Os eventos iniciais da formacdo da semente em plantas apomiticas de
Brachiaria foram descritos (Alves et al 2000), bem como o desenvolvimento do
gametdfito feminino para verificar a existéncia de diferengas morfoldgicas entre

plantas sexuais e apomiticas (Figura 3) (Dusi, 2001; Araujo et al., 2000).

Sexual

7 SR / \ ﬁ | a3 mitu-ses
@~ (g |\ T
MMC TD MS SE Polygonum Dupla fertilizagao Semente

TD
— Megasporogénese —— — Megagametogénese
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\ y |‘2] J
1A 1A

SE Panicum Pseudogamia Semente

Figura 3: Representacdo esquematica da morfologia dos évulos de Brachiaria
brizantha sexual e apomitica durante o desenvolvimento da semente.
MMC-=célula-mde do megasporo, R!=meiose, TD=tétrade, MS=megasporo sobrevivente,
SE=saco embrionario, |IA=iniciais aposporicas.
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O momento de diferenciacdo, o posicionamento e as caracteristicas
morfoldgicas das iniciais aposporicas em plantas de B. brizantha (Araujo et al.,
2000) e B. decumbens (Dusi, & Willemse, 1999) foi determinado. Em B.
decumbens, o aparecimento das iniciais aposporicas € precoce em relacédo a B.
brizantha. Enquanto em B. decumbens, as iniciais aposporicas comegcam a
surgir concomitantemente com a célula-méae do megasporo ou meiécito (Dusi &
Willemse, 1999), em B. brizantha as iniciais apospédricas foram detectadas
quando tétrades de megasporo ja estdo presentes no évulo (Araujo et al.,
2000).

Em B. decumbens nos estagios precoces do desenvolvimento do o6vulo foi
observada alteracdo no padrdo de deposigdo de calose. A calose (B1-3
glucano) é um carboidrato complexo constituinte da parede celular (Raven et
al.,, 1992) que esta presente na parede do meiécito e durante a divisdo é
detectado na parede de microsporos e megasporos (Dusi, 2001). Segundo
Carman e colaboradores (1997), a auséncia desse carboidrato circundando a
célula-maée do megasporo em apomiticas, pode ser consequéncia da
expressao de fatores que culminam com a apomixia. Por meio da atividade e
localizacdo de enzimas que degradam a sacarose, como a invertase e a
sacarose sintase, o nivel de carboidratos durante o desenvolvimento do évulo
em plantas sexuais e apomiticas de B. decumbens foi determinado. Durante os
estagios iniciais de desenvolvimento, momento crucial da diferenciacéo entre o
modo de reprodugcdo apomitico e sexual, houve uma interrupgdo no
metabolismo de carboidratos em évulos de plantas apomiticas, sugerindo que
essa condicdo pode influenciar na decisao celular para que ocorra apomixia

(Dusi, & Willemse, 1999).
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Também com o intuito de localizar diferencas e similaridades entre o modo de
reprodugao sexual e apomitico foi feita uma investigacdo para determinar o
padrao de distribuicdo de RNA total e RNA mensageiro durante o
desenvolvimento de dvulos de plantas de B. decumbens sexual e apomitica. A
quantidade e distribuicdo de RNA total e RNA mensageiro foram diferentes em
oOvulos de planta sexual e apomitica nos estagios precoces do
desenvolvimento. A principal diferenca detectada foi em relagdo a célula-mae
do megasporo de plantas apomiticas, onde foi detectada maior quantidade de
RNA poli A" e uma consideravel quantidade ficou confinada ao ntcleo (Dusi,
2001).

Estudos morfolégicos e citogenéticos de plantas apomiticas, cv. Marandu
(2n=4x=36) confirmaram a presenc¢a de pseudogamia em Brachiaria (Alves et
al., 2001) previamente sugerida por Ngendahayo (1998). Analises citologicas
mostraram o momento da fertilizagdo, caracterizado pela fusdao do nucleo
espermatico com o nucleo polar enquanto a analise citogenética evidenciou a
presenca de 52 a 54 cromossomos nas células do endosperma, confirmando a
presenca de um tecido tripldide, resultante da fertilizacdo do nucleo polar nao
reduzido por um nucleo espermatico reduzido (Alves et al., 2001). Estudo do
desenvolvimento da cariopse de cv. Marandu revelou que morfologicamente o
desenvolvimento do embrido partenogenético € similar ao zigoético de outras
gramineas (Alves, 2000). Os diferentes estagios de desenvolvimento do saco
embrionario estdo relacionados ao comprimento e aspecto dos pistilos e
ovarios, associados a maturagédo de B. decumbens (Dusi, & Willemse, 1999) e
B. brizantha (Araujo et al., 2000). Essas caracteristicas foram usadas na

separagcdo de ovarios em estagios especificos da megasporogénese ou
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megagametogénese, por associagao de grupos de ovarios com caracteristicas
similares.

A introducdo de genes em plantas pode ser realizada por técnica conhecida
como transformagdo genética. Atualmente, a transformagdo genética é
realizada principalmente via Agrobacterium ou biobalistica. O éxito da
transformacao esta atrelado a regeneragdo e manutencao in vitro da espécie
em questdo (Carneiro et al., 2004). Um método de transformagdo por
biobalistica para diferentes espécies de Brachiaria foi estabelecido no final dos
anos 90 (Manzano, 1998; Lentini et al., 1999). Com a finalidade de aperfeigoar
esse meétodo, Silveira e colaboradores (2003) fizeram avaliagdo de seis
promotores (Act1, Ubi1, Act2p, CaMV3, CsVMV e Ubi3) e estabeleceram que
para Brachiaria, os promotores de monocotilidéneas Act1, de arroz e Ubi1, de
milho sdo mais eficientes. Trabalhos visando melhorar a eficiéncia de
regeneragao e manutengao in vitro (Cabral et al., 2003; Santana, 2006) estédo
sendo desenvolvidos.

O padrdao de expressdo génica em ovarios em estagio precoce de
desenvolvimento que corresponde a megasporogénese, e em estagio tardio
que corresponde a megagametogénese de acessos apomitico tetraploide e
sexual dipléide de B. brizantha foi comparado utilizando a técnica de
Differential Display Polymeraze Chain Reaction (DDPCR). Sessenta
combinagdes de iniciadores produziram aproximadamente 4.320 fragmentos de
cDNA. Desses, 65 fragmentos, aqueles que tinham entre 150 e 950 pb, foram
clonados, sequenciados e submetidos a northern reverso para confirmar o

carater diferncial. Foram determinados os clones especificos do acesso sexual
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e apomitico em diferentes fases de desenvolvimento como mostra a tabela 1

(Rodrigues et al., 2003).

Tabela 1. Especificidade da hibridizagdo por northern reverso dos cDNAs
isolados por DD-PCR, referentes a amostras de ovarios coletados em estagios
de megasporogénese ou megagametogénese de plantas apomitica (A) e
sexual (S) de Brachiaria brizantha.

Clones megasporogénese megagametogénese
A S A S

5 + - + -
7 - + ++ +
10 +++ + ++ ++
18 - - + -
20 ++ - -
29 + - +++ +
30 + - +++ +++
34 + - ++ -
38 +++ + +++ +++
56 - - - +
64 - ++ + ++

- auséncia de sinal, + sinal fraco, ++ sinal forte, +++ sinal muito forte.
Baseado em Rodrigues et al 2003.

Sequéncias de cDNA foram similarmente isoladas de dvulos de B. decumbens
(Dusi, 2001). A analise dessas sequéncias por hibridizagao in situ revelou um
padrao diferente de expressdo em o6vulos de plantas sexuais ou apomiticas,
que pode estar relacionado ao desenvolvimento autbnomo do embrido.

A ocorréncia de apomixia em espécies, como Brachiaria, que conservaram a
habilidade de se reproduzir por sexualidade fornece oportunidade impar para
delineamento comparativo, tanto para estudos estruturais, quanto para estudos
genéticos e moleculares. Comparagdes, ao longo do desenvolvimento, entre
sacos embrionarios sexuais e apomiticos representam um sistema adequado
para desvendar as diferengcas que irao especificar se um saco embrionario

seguira a via apomitica ou sexual. No presente trabalho, sete dos onze clones
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caracterizados por Rodrigues e colaboradores em 2003 foram selecionados
com base no perfil de expressdo, em momentos decisivos para a diferenciagao
da apomixia, para estudo do perfil de expressao pela técnica de hibridizagao in
situ, sendo que um desses, o denominado clone 20, por apresentar um sinal
forte e especifico de ovarios em megasporogénese de planta apomitica foi
selacionado para ser amplificado por 5’'RACE. Ente os clones selecionados,
alguns apresentaram identidade molecular com proteinas como mostra a figura

4.
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Figura 4: Especificidade da hibridizacdo por northern reverso dos cDNAs isolados por
DD-PCR (Rodrigues et al 2003) utilizados no presente trabalho, mostrando o perfil de
expressao de amostras de ovarios coletados em estagios de megasporogénese ou
megagametogénese de plantas apomitica (A) e sexual (S) de Brachiaria brizantha e a

identidade molecular determinada por analise em bancos de dados.
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1.4. Fertilizac&o in vitro

A implementacao de técnicas de fertilizagdo in vitro em Brachiaria foi iniciada
em 2004, nesse mesmo ano foi publicado um capitulo sobre o Estudo da
polinizacdo e fecundacéao no género Brachiaria, apresentado no anexo 1.

Em Brachiaria, o desenvolvimento de uma técnica de fertilizacdo in vitro
eficiente sera de grande valia nos estudos comparativos entre os modos de
reproducado sexual e apomitico presentes nessa espécie. O principal beneficio
desse sistema advém da possibilidade de controlar minuciosamente as
condicbes de estudo, oferecendo a oportunidade de avaliar passo a passo as
etapas envolvidas no processo de polinizagao e fertilizacdo que culmina com a
geracdo de sementes em plantas apomiticas e sexuais. Acompanhar
morfologicamente etapas como a descarga, a migracdo e o destino dos
nucleos masculinos dentro do saco embrionario, e estudar a expressao dos
genes envolvido em cada uma dessas etapas contribuira para esclarecer
questdes fundamentais no entendimento dos mecanismos diferenciais entre a
apomixia e sexualidade. Além de gerar conhecimento basico que contribuira
para o programa de melhoramento nessa e em outras gramineas de interesse
agrondmico, a técnica de fertilizag&o in vitro possibilita cruzamentos que seriam

inviaveis in vivo devido a alguma incompatibilidade pré-zigaética.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Contribuir para o progresso da pesquisa em apomixia bem como em
reprodugao de plantas de uma maneira geral, utilizando analises celulares e
moleculares e desenvolvendo estratégias de manipulagdo da reprodugao de

plantas de Brachiaria naturalmente apomiticas.

2.2. Objetivos especificos

Inferir a fungdo de sequéncias de cDNA envolvidas no processo de
diferenciacdo da apomixia em Brachiaria pela analise de sua expressao
espacial e temporal in situ durante o desenvolvimento do 6vulo e estabelecer

condicbes experimentais da fertilizagao in vitro.



28

3. Material e Métodos

3.1. Material vegetal

Para a realizacdo deste trabalho foram coletados: ovarios, anteras, folhas, e
raizes de diferentes acessos apomiticos e sexuais de Brachiaria (Tabela 2),
cultivadas no campo experimental da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia; Brasilia-DF e Embrapa Gado de Corte; Campo Grande-MS.

Tabela 2: Origem do material vegetal utilizado nos experimentos deste

trabalho.
Acesso Modo de reproducéo Material coletado
(Ploidia)
B. brizantha - BRA 00591 apomixia ovarios, anteras, folhas, e
(2n=4X=36) raizes
B. brizantha B105 - BRA sexual ovarios, anteras, folhas, e
00274 raizes
(2n=2X=18)
B. decumbens D4 - BRA sexual ovarios e anteras

004430 (2n=2X=18)

B. decumbens D58 - BRA apomixia ovarios e anteras
000191 (2n=4X=36)

B. decumbens D62 apomixia ovarios e anteras
(2n=4X=36)

B. ruziziensis - R50 sexual ovarios e anteras
(2n=2X=18)

B. ruziziensis —-R112 sexual ovarios e anteras
(2n=2X=18)

B. ruziziensis —R44 apomixia ovarios e anteras
(2n=4X=36)

B. brizantha B112 apomixia ovarios e anteras
(2n=4X=36)

B. brizantha - B291 apomixia ovarios e anteras
(2n=4X=36)

B.humidicola - B. hum. apomixia ovarios e anteras

(2n=4X=36).
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3.2. Hibridizacéao in situ

3.2.1. Preparo das laminas

Laminas de vidro foram lavadas e fervidas, por aproximadamente 20 min, com
extran 5% em agua (v/v), enxaguadas em agua corrente por aproximadamente
2 h, e enxaguadas novamente em agua destilada. As laminas ficaram em
estufa a 42°C durante a noite. Apds secagem as laminas foram tratadas com
alcool etilico 96% e incubadas a 180°C por 4 h. Em seguida, as laminas foram
colocadas em uma raque de vidro e incubadas em Poly-L-Lisyne (Sigma-
Aldrich Co.) 0,1% em agua tratada com di-etil-pirocarbonato (DEPC) (v/v) por 5
min. As laminas foram mantidas a temperatura ambiente por 14 h e estocadas

a-20°C.

3.2.2. Preparo do tecido

Racemos foram coletados de plantas com o auxilio de tesoura de poda,
colocados em frascos com agua e levados ao laboratorio. Ovarios em
diferentes estagios de desenvolvimento (Araujo et al., 2000) foram coletados,
com o auxilio de microscoépio esterioscopico Zeiss-Stemi SV11, colocados em
solugdo fixadora contendo glutaraldeido 0,25%, paraformaldeido 4% em
tampao fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,2 sob vacuo por 1 h a temperatura
ambiente. A solugao fixadora foi trocada e os ovarios mantidos na nova solugéo
por 4 h a temperatura ambiente.

As amostras foram lavadas em tampao fosfato de sédio 0,01M e em seguida
desidratadas em série crescente de alcool etilico (30, 50, 70, 90 e 100%), 30
min cada; embebidas em série crescente de alcool etilico: butil-metil-

metacrilato (BMM) (5:1, 5:2, 5:3, 5:4, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5; v/v) e BMM puro
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(duas trocas) por pelo menos 4 h cada passo. Cada ovario foi colocado em
uma capsula plastica contendo BMM e polimerizado a 4°C por 48 h sob luz
ultravioleta 815 2537 A° (15 watts). Apos polimerizagdo as amostras foram
estocadas a 4°C. Seccgbes de 3,0 - 3,5 uym foram obtidas utilizando um
ultramicrétomo Leica Ultracut-UCT e colocadas sobre laminas previamente
cobertas com Poly-L-Lisyne. As secc¢bes foram colocadas sobre gotas de H,O
tratada com DEPC, esticadas com vapor de cloroféormio e colocadas por 1-2 h a
60°C. Para remogédo do BMM, as laminas foram mergulhadas duas vezes em
acetona 100% (10 min cada), acetona: agua tratada com DEPC (1:1; v/v) por

10 min e duas vezes em agua tratada com DEPC (10 min cada).

3.2.3. Teste com laranja de acridina

Para verificar a preservacdo do RNA presente no tecido ovariano, algumas
secgdes foram coradas com laranja de acridina (AO) 0,05% em tampéo acetato
pH 2,1 na auséncia de luz, por 30 min, e enxaguadas em tampao veronal
acetate pH 7,8 (Bimal & Willemse, 1996) por 15 min. Estas secgdes foram
examinadas sob luz ultravioleta emitida na faixa de 395 nm ou 510 nm e

fotodocumentadas em microscépio de epi-fluorescéncia Zeiss-Axiophot.

3.2.4. Sintese das sondas marcadas com digoxigenina

Foram utilizadas como molde para a confeccdo das sondas de mMRNA
fragmentos de cDNA identificados como diferencialmente expressos durante o
desenvolvimento do ovario de plantas apomitica e sexual de B. brizantha
(Rodrigues et al 2003). Os fragmentos clonados no vetor pGEM® -T Easy

Vector Systems (Invitrogen) (Figura 5) foram mantidos em bactérias XL1 Blue
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de Escherichia coli estocadas em glicerol 20% a -80°C. Para a confecgdo das
sondas, as culturas de bactérias contendo o inserto de cDNA clonado no vetor
foram reativadas em meio LB (Luria-Bertani - triptona 1%, extrato de levedura
0,5%, NaCl 1%, pH 7,5)) liquido com ampicilina 100 ug/mL e em seguida o
DNA plasmidial foi extraido como descrito a seguir (item 3.10). As sondas de
MRNA, senso e anti-senso, foram sintetizadas por transcri¢édo in vitro, a partir
dos fragmentos de cDNA clonados no vetor “pGEM® -T Easy”, utilizando o DIG
RNA Labeling Kit (Roche) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os plasmidios contendo os fragmentos de cDNA 7, 10, 18 (18=BbrizMYO), 20
(BbrizREC) e 30 (BbrizMAPK) foram linearizados por digestdo com Spel ou
Ncol. Os vetores contendo os fragmentos de cDNA 29 e 34 (34=BbrizAQP)
foram linearizados com Sall ou Ncol. A transcricdo da sonda senso ou anti-
senso foi realizada utilizando T7 ou SP6 polimerase respectivamente. Antes da
reacao de transcricdo os plasmidios linearizados foram purificados em fenol:
cloroférmio (1:1; v/v) seguido de lavagem em cloroférmio puro. A precipitacéao
foi realizada com NaAc 3M, pH 5,5:alcool etilico 100% (1:10; v/v), a -80°C por 1
h ou a -20°C por 2h30min. O precipitado foi lavado com &lcool etilico 70%,

secado ao ar livre, re-suspendido em 25 uL de agua DEPC e estocado a -20°C.
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Figura 5: Mapa do vetor pGEM®-T Easy utilizado para a clonagem dos
produtos do DDPCR. O vetor possui 3015pb, Promotores T7 e SP6
flanqueando o sitio multiplo de clonagem com o gene lacZ, gene da
betagalactamase (Amp") e origem de replicagdo do plasmidio (ori). Vetor
adquirido na forma linear e possui na extremidade 3’ um residuo de timina
(T) que propicia a clonagem de produtos de PCR contendo residuos de
adenina (A) nas extremidades (Pomega®)
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3.2.5. Dot blot

Para conferir a marcagcao e estimar a quantidade de sonda sintetizada foi
realizado um dot blot. Uma membrana de Nylon Hybond N (Amersham
Biosciences) foi mergulhada em Tris-(hidroximetil)-aminometano 10 mM, pH
7,5 (Tris-HCI) por 1 min. Apos retirar o excesso do Tris-HCI, foi adicionado 1 uL
da sonda sintetizada e 1 uL do RNA controle DIG RNA Labeling Kit (Roche) em
duas concentragdes (10 e 100 ng). O material foi fixado a membrana sob luz
ultravioleta - UV Stratalinker® 2400 (Stratagene). Apés lavagem em tampéo de
deteccédo | (Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5; NaCl 0,15 M) a membrana foi incubada por
30 min no tamp&o de detecgao Il (bovine serum albumin (BSA) 2% em tampé&o
[). Em seguida a membrana foi incubada com Anti-Digoxigenin-AP Fab
fragments (Roche) diluido 1:5000 em tampao de detecgao | por 1 h e incubada
na solugdo de coloragdo contendo 15 puL de 5-Bromo-4-Chloro-3'-
Indolyphosphate p-Toluidine Salt - BCIP (0,05 g/mL) e 15 uL de Nitro-Blue
Tetrazolium Chloride - NBT (0,05 g/mL) em 5 mL de tamp&o de deteccéo Il por
cerca de 30 min no escuro. A reagao de coloracao foi finalizada pela adigdo do
tampao de detecgao IV (Tris-HCL 0,1M pH 8,0; acido etileno diamino tetra-
acético (EDTA) 1 mM). A estimativa da quantidade de sonda marcada foi
determinada com base na comparag¢ao da intensidade de coloragao dos pontos
entre a sonda sintetizada e o RNA controle marcado com digoxigenina

(fornecido pelo Kit).

3.2.6. Reagéo de hibridizagdo
As secgdes foram incubadas com 60 ng de tRNA de levedura (Gibco BRL®), 60

ng de sonda em 100 uL de tampao de hibridizacéo [Tris-HCI 10 mM pH 7,5;
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NaCl 300 mM; formamida 50%; EDTA 1 mM pH 8,0; mistura de Denhardt
(solugédo de Denhardt 100X = Polyvinylpyrrolidone 2%; BSA 2% e Ficoll™ 400
2%) 1X; sulfato de dextran 10%]. As secc¢bes foram colocadas em camara

Umida a 42°C, no escuro, por um periodo de 15 h.

3.2.7. Reacao de pos-hibridizacdo e detec¢cdo imunoldgica

Apods incubagdo com a solugao de hibridizacdo as seccbes foram lavadas em
SSC 4X, SSC 2X, SSC 1X e SSC 0,5X (SSC 20X = 3M NaCl; 0,3M Najs-citrato,
pH 7,0), por 30 min cada. Em seguida foram lavadas por 5 min em tampéo de
deteccdo | (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5; NaCl 0,15 M) e incubadas por 30 min no
tampéao de detecgéo Il (BSA 2% em tampéo I). As secg¢des foram novamente
lavadas em tampéo de deteccado | por 5 min e incubadas com Anti-Digoxigenin-
AP Fab fragments (Roche) diluido 1: 1000 em tampao de detecgdo | por
2h30min. Apds duas lavagens seguidas, de 15 min, em tamp&o de deteccédo | e
uma lavagem em tampé&o de deteccgao Il (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5; NaCl 0,1 M;
MgCl; 0,05 M; com pH final ajustado para 9,5) as sec¢des foram incubadas em
solugéo de coloragdo contendo 4,5uL de BCIP (0,05 g/mL) e 4,5 uL NBT (0,05
g/mL) em 1 mL de tampé&o de deteccéao Ill por 1 h, no escuro. Para finalizar a
reacao de coloragao, as secg¢des foram incubadas em tampéao de detecgao IV
(Tris-HCI 0,1 M pH 8,0; EDTA 1 mM) por 10 min. Finalmente as secc¢des foram
lavadas em agua bi-destilada, desidratadas em série crescente de alcool etilico
(30, 50, 70, 90 e 100%); alcool etilico:xileno (1:1; v/v) e xileno puro por 30s
cada. As laminas, contendo as secgdes, foram montadas com Permount®

SP15-500 (Fisher Chemicals- Fisher Scientific). Apos secarem ao ar livre as



35

laminas foram observadas e fotodocumentadas em microscopio de Luz Zeiss-

Axiophot.

3.3. Extracdo de RNA

3.3.1. Coleta de ovarios para extracdo de RNA

Racemos B. brizantha apomitica e sexual foram coletados no campo e
imediatamente colocados em agua. No laboratério os ovarios foram extraidos
sob microscoépio esterioscopico Zeiss-SV11, utilizando-se pinga e bisturi RNase
free e imediatamente colocados em tubos de micro-centrifuga de 1.5 mL (250

ovarios/tubo) mantidos em nitrogénio liquido e estocados a -80°C.

3.3.2. Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o método de extracao por
reagente Trizol® (Invitrogen). Para cada tubo, contendo 250 ovarios, foram
adicionados 250 puL do reagente Trizol®. Em seguida, os ovarios foram
macerados por 30 s com um pistilo de polietileno acoplado a uma broca (AD1-
18 s Bionic Drill set). Apés a maceragcdo foram adicionados 25 uL de uma
solugéo contendo cloroformio 100% e alcool isoamilico 100% (24:1; v/v). Apos
agitacédo, em agitador de tubos tipo vortex, por 30 s o material foi incubado por
5 min no gelo, e centrifugado a 12.000 rpm por 15 min a 4°C.

A fase aquosa foi transferida para um tubo novo e a ela foi adicionado o
mesmo volume de alcool isopropilico. Apés 30 min no gelo, o material foi
centrifugado a 13.000 rpm, por 30 min, a 4°C. Em seguida, o precipitado foi
lavado com 500 uL de alcool etilico 70%, centrifugado a 12.000 rpm, por 5 min,

a 4°C, seco ao ar livre, e finalmente re-suspendido em 10 uL de agua bi-
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destilada, tratada com DEPC e autoclavada. A integridade do RNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1.2% corado com brometo de

etidio (0,5 ug/mL) em tampéo Tris-borato-EDTA (TBE) 0.5X.

3.3.3. Purificacdo de RNA poli-A*™ de ovarios de Brachiaria brizantha

O RNA poli-A* foi isolado do RNA total utilizando o Kit Dynabeads® Oligo (dT)zs,
segundo instrugbes do fabricante. Para a extragcdo de RNA poli-A*, foram
utilizados 45 ng e 100 pug de RNA total, extraidos de ovarios do acesso
apomitico, estagio /Il e IV respectivamente, num volume final de 100 uL de
agua bidestilada. Primeiro, o RNA total foi aquecido a 65°C por 2 min
posteriormente, adicionou-se ao RNA, previamente aquecido, 200 uL de
suspensdo de Dynabeads®, previamente lavados com tamp&o de ligacdo 2X.
Apods incubar por 5 min a temperatura ambiente, o material foi colocado no
MPC (concentrador magnético de particulas - Dynal®) por 30 s. O material n&o
ligado foi entdo descartado com o sobrenadante e os beads foram lavados, por
trés vezes, consecutivas, com tampao de lavagem B. Para eluir o RNA poli-A*,
foram adicionados aos beads 6 uL de Tris-Hcl pH 7,5 (livre de RNase). Esta
solucdo foi aquecida a 80°C por 2 min e imediatamente colocada no MPC.
Finalmente, o sobrenadante contendo o mRNA, foi resgatado e transferido para

um tubo novo. O RNA poli-A™ foi estocado a -80°C para posterior utilizagéo.

3.4. Extenséao terminal 5" de cDNA por 5’RACE - Rapid amplification of
cDNA ends

As reacbdes de 5'RACE foram realizadas utilizando o Marathon TM cDNA

Amplification Kit (Clontech) seguindo as recomendagdes do fabricante.
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3.4.1. Sintese da primeira fita de cDNA

Num tubo de micro-centrifuga de 0.5 mL foram adicionados: 3 uL (~2 ng) de
RNA poli-A*, 1 uL de cDNA synthesis Primer (10 uM) e 2 uL de agua
bidestilada. Apds incubagdo a 70°C por 2 min a mistura foi colocada no gelo
por 2 min e acrescida de 2 uL de 5X First-Strand Buffer, 1 uL de dNTP mix (10
mM) e 1 uL de AMV Reverse Transcriptase (20 unidades/uL). A mistura foi
incubada a 42°C por 1 h e colocada no gelo para proceder imediatamente a

sintese da segunda fita de cDNA.

3.4.2. Sintese da segunda fita de cDNA - 5’RACE

Foram adicionados ao tubo contendo os 10 uL da reagcdo de sintese da
primeira fita: 48,4 uL de agua bidestilada estéril, 16 uL de 5X Second-Strand
Buffer, 1,6 uL de dNTP mix (10mM) e 4 uL de 20X Second-Strand Enzyme
Cocktail. Apds incubar a 16°C por 1h30min a reagéo foi acrescida de 2 uL (10
unidades) de T4 DNA Polimerase e novamente incubada por 45 min a 16°C.
Para terminar a sintese da segunda fita de cDNA, foram adicionados a reacéo
4 uL de EDTA/Glycogen mix. A reacédo foi acrescida de 100 uL de agua

bidestilada estéril e transferida para um tubo de 1,5 mL para posterior limpeza.

3.4.3. Purificacéo da segunda fita de cDNA

A reacdo de sintese da segunda fita de cDNA foi submetida a extragdo com
fenol pela adicdo de 200 pL de solugdo fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(25: 24: 1). A mistura foi agitada em agitador de tubos tipo vortex por 30 s e

centrifugada a 14000 rpm por 10 min. A fase aquosa foi transferida para um
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tubo novo, acrescida de 200 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).
Realizou-se uma nova homogeneizagdo e centrifugacdo, nas condigdes
descritas acima. A fase aquosa foi resgatada e acrescida de 75 uL (0,5 v) de
acetato de aménio 4 M, 375 uL (2,5 v) de alcool etilico 95% - a temperatura
ambiente e centrifugada a 14000 rpm por 20 min. O precipitado foi lavado com
300 uL de alcool etilico 80%, centrifugado a 14000 rpm por 10 min, seco a
temperatura ambiente, e re-suspendido em 10 uL de agua bidestilada estéril. A
quantidade de cDNA fita dupla purificada foi estimada por espectrofotometria -
BioPhotometer (Eppendorf) e a qualidade foi verificada por eletroforese em gel
de agarose 1.2% corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) em tampao TBE

0.5X.

3.4.4. Ligacao do adaptador 5 RACE ao cDNA fita dupla (ds cDNA)

Em um tubo de 0,5 uL combinou-se: 5 uL de cDNA fita dupla, 2 uL de Marathon
cDNA Adaptor (10 uM), 2 uL de 5X DNA Ligation Buffer e 1 uL de T4 DNA
ligase (400 unidades/uL). Essa mistura foi incubada a 16°C overnight e
aquecida a 70°C por 5 min para desativar a ligase. Procedeu-se a diluigdo do
cDNA ligado ao adaptador para 0,4 ng/uL em Tricine-EDTA Buffer e estocagem
a —20°C. Ap6s uma nova diluigdo para 0,1 ng/uL, no mesmo tamp&o, o cDNA
ligado ao adaptador foi desnaturado a 94°C por 2 min, Imediatamente colocado

no gelo por 2 min e em seguida estocado a —20°C até ser utilizado na reagéo

de 5’ RACE.
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3.4.5. Desenho dos iniciadores especificos para o experimento de 5’
RACE

Os iniciadores especificos foram desenhados no sentido anti-senso utilizando o
programa PRIMER DESIGNER version 2.0 (Copyright 1990, 91. Scientific &
Educational Software). Antes de proceder a reacdo de 5’RACE os iniciadores
especificos foram testados utilizando como molde, a sequéncia de cDNA
clonada no vetor pGEM-T Easy (Invitrogen). As condigbes de amplificagcédo
foram as mesmas utilizadas na reacdo 5 RACE. As sequéncias e

caracteristicas dos iniciadores utilizados estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas principais dos iniciadores utilizados para o 5’'RACE
PCR. Os iniciadores CDS, AP1 e AP2 sao providos pelo Marathon TM cDNA
Amplification Kit (Clontech) e os demais sao especificos para os cDNAs de
interesse — BbrizREC ou BbrizMYO.

Identificacéo sequéncia tamanho  Tm
CDS 5 T(30)NN 3 32bases -
AP1 5 CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC 3 27 bases 71°C
AP2 5 ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC 3 23 bases 77°C

Clont20 5 CTGCACTTCCACCTCTCGTCTTCA 3’ 25 bases 78°C

Clone20lu 5 GGTCTTTGCACTGAATCCCAGTGAGC 3 26bases 78°C

Rev75 5 GAATGGTCTGCCTGTAGTTC 3 20bases  65°C
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3.4.6. Reacdo de 5’ RACE

As reacodes de polimerase em cadeira foram realizadas num volume final de 50
uL. A um tubo de 0.5 mL foram adicionados 36 uL de agua bidestilada estéril, 5
uL de 10X Adevantage2 buffer, 1 uL de dNTP mix (10 mM) e 1 uL de
Advantage2 polymerase mix (50X). Apos agitacdo em agitador de tubos tipo
vortex e centrifugacédo rapida (30 s), acrescentou-se ao tubo 5uL de cDNA
dupla fita ligado ao adaptador (0,1 ng/uL), 1uL de iniciador AP1 (10 uM) e 1 uL
do iniciador especifico do gene de interesse (10 uM). Em seguida, cada reacgao
foi acrescida de duas gotas de Oleo mineral e submetida aos seguintes
paradmetros de amplificagdo: 94°C por 1 min, 5 ciclos de 94°C por 30 s e 72°C
por 4 min, 5 ciclos de 94°C por 30 s e 70°C por 4 min e 35 ciclos de 94°C por
20 s e 68°C por 4 min. Em um termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.). O
produto desta reacéo foi analisado em gel de agarose 1,5% com brometo de

etidio (0,5 ug/mL).

3.4.7. Purificacéo dos produtos dareacdo de 5’ RACE
Os fragmentos de DNA de interesse foram recortados do gel com o auxilio de
uma lamina de bisturi nova, colocados em tubos de micro-centrifuga de 1,5 mL,

pesados e purificados de acordo com o QIAEX Il Kit (Quiagen).

3.4.8. Preparo de E. coli eletrocompetentes

O protocolo utilizado foi adaptado de Sambrook et al 2001 (Sambrook &
Russel, 2001). Colbnias isoladas foram crescidas em 5 mL de meio LB liquido
a 37°C sob agitagdo (220 rpm) por aproximadamente 16 h. Foram incubados 5

mL desta cultura em 500 mL de meio LB liquido e incubado a 37°C sob
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agitacao vigorosa (250 rpm) até atingir uma absorbancia a 600nm de 0,5. A
cultura foi dividida em tubos estéreis de 250 mL e resfriada em banho de gelo
durante 15-30 min. Em seguida as células foram coletadas por centrifugacao a
4000 rpm por 15 min numa centrifuga (Sorvall® RC-5B) com temperatura
ajustada para 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento re-
suspendido em 125 mL de H,O bi-destilada estéril e gelada. As células foram
submetidas a uma etapa de centrifugagdo sob as mesmas condigdes descritas
acima. Novamente o sobrenadante foi descartado e o sedimento re-suspendido
em 10 mL de glicerol 10% (v/v) gelado. As células em suspensdo foram
novamente centrifugadas a 4000 rpm por 15 min a 4°C, o glicerol foi
descartado e as células sedimentadas foram re-suspendidas em 1 mL de
glicerol 10% gelado. As células, agora competentes, foram distribuidas em
aliquotas de 40 uL em tubos de micro-centrifuga de 1,5 mL, imediatamente

depositadas em nitrogénio liquido e mantidas a —80 OC para uso posterior.

3.4.9. Clonagem e transformacao dos produtos da reacdo de 5° RACE

Apds serem purificadas as bandas de interesse foram clonadas no pCR® 2.1
3.9 Kb (Invitrogen) (Figura 6) seguindo as recomendacgdes do fabricante. Foram
adicionados 2 uL do vetor contendo o fragmento de interesse em 40 uL de
células competentes XL1 Blue e transferidos para uma cuveta de eletroporacao
previamente resfriada. A eletroporacdo foi conduzida em um eletroporador
modelo 165-2107 (Bio-Rad) que foi ajustado com resisténcia de 25 uF,
capacitancia de 200 Q, intensidade do pulso elétrico de 1,8 KV e a duragao do
pulso elétrico variou entre 4,0 e 4,5 ms. Ainda na cuveta, foi adicionado 1 mL

de meio LB ao sistema de transformagdo, em seguida a cultura de células
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transformadas foi transferida para um tubo estéril de 15 mL e submetida a
agitacdo (220 rpm) por 1 h a 37°C. Apds esse periodo, 50 a 150 pL da
transformacao foram plaqueados em 20 mL de meio LB so6lido (meio LB liquido
acrescido de 1,6% de agar bacteriologico) pH 7,5 com ampicilina (100 ng/mL),
X-Gal (20 pg/mL) e IPTG (0,16 mM). As placas foram incubadas a 37°C por
aproximadamente 16 h e as colonias transformadas foram selecionadas
verificando a agao da B-galactosidase que é codificada quando o gene LacZa

presente no plasmidio ndo é fragmentado pela entrada do inserto.
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Figura 6: Mapa do vetor de clonagem dos produtos de 5° RACE PCR e PCR,
pCR 2.1®. O vetor possui 3900pb, Promotores T7 e M13 flanqueando o sitio
multiplo de clonagem com o gene lacZ; o gene da B-galactamase (Amp') que
confere resisténcia a ampicilina e gene que confere resisténcia a canamicina.
Origem de replicacdo e manutencdo em E. coli (f1ori) e origem que permite a
recuperagao da fita senso para metagénese e fita simples para sequenciamento
(pUC ori) . Vetor adquirido na forma linear e possui na extremidade 3’ um

residuo de timina (T) que propicia a clonagem de produtos de PCR contendo
residuos de adenina nas extremidades (Invitrogen®)
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3.5. Extracdo de DNA plasmidial (lise alcalina) em pequena escala

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada segundo Maranhao e Morais (2003),
com algumas modificagbes. Para a extracdo de DNA plasmidial, pelo menos
quatro colbnias transformadas foram coletadas separadamente e depositadas
em tubos estéreis contendo 3 mL de meio LB liquido com ampicilina 100
ng/mL. As culturas foram crescidas a 37°C sob forca rotacional de 220 rpm
durante aproximadamente 14 h. Em seguida, a cultura de bactérias (3 mL) foi
centrifugada a 13000 rpm por 1 min. O sedimentado foi re-suspendido em 100
uL de solugéo | (Tris-HCI 25 mM pH 8,0; EDTA 10 mM pH 8,0; glicose 50 mM)
adicionada de 2 uL de RNase A (10 mg/mL). Apés 5 min de incubagao a
temperatura ambiente, foram adicionados 200 uL da solugéo Il (NaOH 0,2 M;
dodecil sulfato de sédio - SDS 1%; p/v). As amostras foram homogeneizadas
por inversao e incubadas no gelo por 5 min. Apés adicdo de 150 uL da solugéo
I (KOAc 3 M pH 5,0), as amostras foram agitadas em agitador de tubos tipo
vortex rapidamente e incubadas no gelo por 5 min. Em seguida, o material foi
centrifugado a 13.000 rpm por 10 min e a fase aquosa contendo o DNA
plasmidial, precipitada com 2,5 v de alcool etilico 100%. Apdés um periodo de
incubacéo de 20 min a temperatura ambiente, o DNA foi lavado com 800 uL de
alcool etilico 70%, centrifugado a 1300 rpm por 5 min, seco a temperatura
ambiente, eluido em 30 uL de agua bidestilada estéril e finalmente, estocado a

—-20°C.
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3.6. Analise do perfil de restricdo dos produtos da extracdo de DNA
plasmidial

As reacdes de restricdo foram realizadas com a endonuclease de restricao
EcoRI (Gibco BRL) e seu respectivo tampé&o, React 3 (Gibco BRL), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Rotineiramente foram utilizadas 10 unidades
de enzima para cada 1 ug de DNA, num volume final de 20 uL. As reagdes

foram incubadas a 37°C em banho-maria por 2 a 4 h.

3.7. Sequenciamento de DNA

As amostras de DNA foram enviadas para sequenciamento numa concentragao
variando entre 250 e 400 ng/uL num volume final de 4 uL. A reacdo de
sequenciamento foi realizada utilizando 4 uL de molde, 2 uL (3,2 pmoles) de
cada iniciador (M13F ou M13R) e 2 uL de mistura fornecida pelo Big Dye 3.1Kit
(Applied Bioscystems). O sequenciamento foi realizado em sequenciador
automatico ABI 3700 (Applied Bioscystems) pela equipe da plataforma

gendmica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3.8. Andlise das sequiéncias

A qualidade dos cromatogramas gerados no sequenciador ABI3700 foi
analisada utilizando o programa PHRED (Ewing et al., 1998). O programa
CROSSMATCH foi usado para remover a seqiiéncia do vetor PCR® 2.1 e dos
adaptadores do Kit 5’'RACE (Clontech). Para o agrupamento de sequéncias
semelhantes (clusterizagao), utilizou-se o programa PHRAP (www.phrap.org).
Esse programa forma um contig, que é uma sequéncia consenso, derivada da

juncdo de duas ou mais sequéncias relacionadas, por multiplos alinhamentos.
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O programa CONSED (Gordon et al., 1998) foi utilizado para gerar a

visualizagao do contig criado pelo PHRAP.

3.9. Northern blot

RNA total de ovarios, folha, antera e raiz de plantas de B. brizantha, foram
extraidos pelo método de Trizol® Reagent como descrito anteriormente (item
3.4). Eletroforese em gel desnaturante foi realizada em gel de agarose 1,5%
em tampdo MOPS 1X (MOPS 10X = MOPS 0,2 M; Acetato de sddio triidratado
50 mM, Na;EDTA. 3H,O 10mM, pH 7,0). Para cada amostra foram aplicados
20 ng de RNA re-suspendido em 5 uL de agua DEPC, 25 uL tampédo de
amostra para RNA (Azevedo et al., 2003) e desnaturado a 65°C por 20 min.
Apds 8 h de corrida a 40 V, o gel foi fotografado e o RNA transferido, por
aproximadamente 15 h, por capilaridade para uma membrana de nylon Hybond
N* (Amershan Biosciences). Em seguida, o RNA foi fixado a membrana por
meio de luz ultravioleta — UV Stratalinker® 2400 (Stratagene) de acordo com o
fabricante. A membrana foi incubada a 42°C por um periodo de 4 h em 10 mL
de solugao de pré-hibridizacdo contendo SSPE 5X (20X SSPE = NaCl 3M;
NaH,PO4.H,O 0,2 M; EDTA 0,02M, pH 7,4), Solugdo de Denhardt 2X, SDS
0,1%, DNA de esperma de salmao 20 ug/mL e agua DEPC 0,1%.

As sondas marcadas radioativamente com [o*? P] foram sintetizadas com o
Ready-To-Go DNA labelling beads Kit (Amershan Biosciences). Este kit possui
dNTPs, enzima, primer e tampao liofilizados. Para a sintese da sonda, 50 ng de
DNA, inserto referente ao cDNA do clone 20 previamente clonado no vetor
pGEM® — T Easy foram diluidas em 45 puL de agua bidestilada e desnaturadas

por 2 min a 95°C e imediatamente colocadas no gelo por 2 min. Apds uma
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breve centrifugacdo, o cDNA foi homogeneizado com as solugdes liofilizadas
do kit. Em seguida foram adicionados 5 uL de [0** P] dCTP. A mistura foi
incubada a 37°C por 30 min. As sondas foram purificadas em MicroSpin G50
colums (Amershan Biosciences), desnaturadas por 2 min a 95°C, adicionas a
solugéo de pré-hibidizagdo e incubadas a 42°C por 24 h para hibridizagdo. A
membrana foi lavada por trés vezes por 3 a 5 min em 200 mL de SSPE 2X a
42°C. A membrana foi exposta a uma placa de Phosphoimager (FUGIFILM
FLA-3000) e a analise da imagem gerada foi realizada a partir do Imager

Reader FLA-3000 (FUGIFILM FLA-3000).

3.10. Polinizagéo in vitro

3.10.1. Determinacéo da viabilidade polinica

A viabilidade de polens de B. decumbens sexual e apomitica foi estimada pela
analise de polens coletados de anteras maduras por dois métodos:

1- coloragao do pélen: polens corados com DAPI 0,001 g/L (4’-6’-diamidino-2-
phenylindole) em H,O pH 4,0 foram analisados sob UV que fluorescente a 360
nm. Polens corados com Lissamine green 1% foram analisadas em
microscopia de luz, campo claro. Os polens que apresentaram coloragao azul
ou verde foram considerados mortos. Além da coloracdo, também foram
observados os aspectos morfolégicos como tamanho, turgidez, forma e
presenga de nucleos.

2- crescimento de tubos polinicos in vivo: polinizacao foi feita na superficie do
estigma. Apds 4 h, 1 dia e 2 dias da polinizagao os pistilos foram coletados e
colocados em solugao fixadora de Carnoy (etanol: acido acético, 3: 1 (v/v)) por

30 min, transferidos para etanol 70% por 1 h, enxaguados trés vezes em H,0 e
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colocados em NaOH 8N por pelo menos 3 h. Em seguida, os espécimes foram
corados com azul de anilina 1% em K;HPO4 0,15M, colocados em uma gota de
glicerina e examinados sob UV num comprimento de 360 nm. Dependendo do

pH, os tubos emitem fluorescéncia de cor azul ou amarela.

3.10.2. Meio de cultura para germinacéo e crescimento de polens

Os polens foram coletados das anteras de flores em pré-antese e de flores em
antese. As anteras coletadas de flores em antese apresentavam-se deiscentes
ou indeiscentes. As anteras que ainda nao estavam abertas foram colocadas
em placas de Petri sob luz incandescente até o momento da abertura. Os
polens foram coletados e plagueados em um meio basal contendo acido bérico
0,03 g/L, nitrato de calcio 0,03 g/L acrescido de Agar 0,19% de ou Phytagel
0,15%. Diferentes concentragcées de sacarose ou agucar de cana (0, 1, 5, 10,
12, 15, 17, 20, 22, 25, 27, 30, 33, 35 e 40%) foram testadas. A porcentagem de
germinagao e o crescimento dos tubos polinicos foram observados para varios
acessos de Brachiaria. Cerca de 200 polens foram contados para cada acesso

e fotografados sob microscopio esterioscopio Zeiss — Stemi SV11.

3.10.3. Maturidade da antera

Para estabelecer a melhor condicdo de desenvolvimento de polens a ser
utilizada no processo de polinizagao in vitro foram coletadas: anteras
deiscentes e iniciando o processo de deiscéncia a partir de flores em antese e
anteras indeiscentes de flores imediatamente antes da antese. As anteras
foram depositadas em uma placa de Petri sob luz incandescente para

deiscéncia. Em seguida, os polens foram coletados e transferidos para o meio



49

de germinagao (sacarose 33%, acido bérico 0,03g/L, cloreto de célcio em H,O
0,03g/L, Agar 0,19%). A germinagao e crescimento dos tubos polinicos foram
observados sob microscopia de luz (microscépio esterioscopico Zeiss-SV11).
Para cada estagio de desenvolvimento da antera foram feitas quatro repeti¢cdes

com cerca de 500 polens por placa.

3.10.4. Desinfestacdo das inflorescéncias

As inflorescéncias foram coletadas no campo e imediatamente colocadas em
recipiente contendo agua. No laboratério, os racemos foram separados e
lavados por 2 min em alcool etilico 70%. Em seguida, foram transferidos para
40 mL de solugéo de hipoclorito de sodio 1,5% contendo uma gota de Tween
40. As inflorescéncias foram lavadas por trés vezes em agua estéril e
transferidas para o meio de cultura basal (item 3.10.5) sem agar. Nesse meio,
os explantes foram isolados e introduzidos no meio basal solidificado com 2,4

g/L de agar.

3.10.5. Escolha do explante receptor do pdélen

Para determinar o melhor explante, foram observados aspectos como niveis de
contaminagdo, receptividade ao pédlen e viabilidade do explante apods
submissao ao meio de cultura. Nessa etapa, foram testados racemos inteiros,
racemos cortados a cada duas e também a cada 3 espiguetas, pistilos isolados

inteiros e isolados e cortados na base de maneira a expor o évulo.
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3.10.6. Estabelecimento de meio para manutencao de ovarios polinizados
Para o estabelecimento do meio de cultura para a manutengao dos ovarios
apos a polinizagdo foram utilizados 40 ovarios, sendo 10 ovarios por placa,
para cada tratamento.

A composic¢ao do meio de cultura para manutencio dos ovarios tem como base
0 meio para resgate de embrides de Brachiaria (Rodrigues-Otubo et al., 2000)
com algumas modificagbes. O meio basal consiste de sais de MS
suplementado com tiamina 1,0 mg/L, inositol 100 mg/L, sacarose 6 g/L e agar
2,4 g/L, pH 5,8. A partir do meio basal foram feitas trés composigdes diferentes
(tratamentos) como descrito a seguir:

Meio 1: meio basal adicionado de 0,2 mg/L de 24-D (acido 24-
diclorofenoxiacético).

Meio 2: meio basal adicionado de 0,2 mg/L de 2,4-D e 0,2 mg/L de BAP (6-
benzilaminopurina).

Meio 3: meio basal adicionado de 0,2 mg/L de 2,4-D; 0,2 mg/L de BAP e de

0,25 mg/L de GA3 (acido giberélico).

3.10.7. Polinizacéao in vitro

Dados preliminares indicaram que para polinizagdo in vitro de Brachiaria é
melhor utilizar pistilos seccionados na base e depositar os polens proximos a
base seccionada. Este método evita barreiras de incompatibilidade ao longo do
estilete e estigma e do tecido do ovario.

Inflorescéncias de Brachiaria contendo racemos com uma ou duas flores

abertas foram coletadas um dia antes da polinizagao e colocadas em H,0.
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Inflorescéncias de D4 e D58 contendo racemos com espiguetas prestes a
entrar em antese foram coletadas, colocadas em um frasco com H,O e
colocadas no escuro a temperatura ambiente durante aproximadamente 14h
(durante a noite). Pistilos de flores recém abertas foram coletados com inciséo
na parte basal, e colocadas no meio de germinagao de podlen, 10 pistilos por
placa. As anteras foram coletadas e colocadas em placa de Petri estéril sob luz
incandescente para abrirem. Anteras com uma pequena area de abertura nas
extremidades foram manuseadas com uma pinca e o pdlen foi espalhado
diretamente da antera proximo a base seccionada do pistilo. As placas de Petri
foram colocadas no escuro a temperatura ambiente por no minimo 24 horas.
Para confirmar a ocorréncia da polinizacéo, apds 4, 24 e 48 h os ovarios foram
fixados em solugdo de Carnoy por 30 min. Alguns ovarios foram transferidos
para etanol 70% por 1 h, lavados por trés vezes em H,O e colocados em NaOH
8N por pelo menos 3 h. Em seguida, os ovarios foram colocados em azul de
anilina 1% em K;HPO4 0,15M, depositados em uma lamina com uma gota de
glicerina e observados sob luz UV 360nm. Outros ovarios foram fixados em
FAA (fomaldeido 37%, acido acético glacial, etanol 70%; 1: 1: 18 (v/v)),
desidratados a temperatura ambiente em série crescente de etanol (70, 80 e
95%) por 1 h e transferidos para etanol 95% adicionado de solugéo de incluséo
(JB-4 Embedding Kit, Polyscience) 1:1 (v: v) a temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram depositadas em solugdo de inclusdo pura por
aproximadamente 18 h. Este processo foi realizado a 4°C. A solugcdo de
inclusdo foi trocada e o sistema foi colocado sob vacuo por mais 2 h a
temperatura ambiente. As amostras foram devidamente posicionadas em uma

capsula plastica a 4°C e colocadas numa estufa a 60°C para polimerizacgao.



52

Apds serem seccionadas (5 um), as amostras foram coradas com solugao
aquosa de azul astra e safranina (0,9 e 0,1% (v/v) respectivamente). O excesso
do corante foi removido com etanol 70%. As laminas foram montadas com
Permount® SP15-500 (Fisher Chemicals- Fisher Scientific) e analisadas sob

microscopio de luz (Zeiss-Axiophot).
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4. Resultados

4.1. Descricédo do desenvolvimento do 6vulo de B. brizantha

Para auxiliar as analises dos resultados de hibridizagao in situ, foi desenhado
um esquema representativo do desenvolvimento do évulo de B. brizantha
(Figura 7). Nas plantas de reproducao sexual, a célula-mae do megasporo
(MMC) entra em meiose para formar quatro megasporos reduzidos, e
posicionados linearmente no sentido micropila-calaza. Desses, trés degeneram
e o calazal sobrevive e forma o megasporo funcional (FM). Apds trés mitoses
sucessivas, ocorre o processo de celularizagdo que culmina em um saco
embrionario do tipo Polygonum. Durante a maturac&o, os dois nucleos polares
se fundem originando um nucleo dipléide. Como ocorre em outras gramineas,
as antipodas proliferam para um total de 6 a 9 células. O processo da
fertilizacdo dupla resulta em um embrido dipléide e um endosperma tripléide.
Nas plantas de reprodugao apomitica, o desenvolvimento do saco embrionario
se inicia de forma similar ao da planta sexual; uma MMC sofre meiose e forma
quatro megasporos. Porém, nas plantas apomiticas, ndo trés, mas todos os
megasporos degeneram, € ao mesmo tempo algumas células do nucelo, as
iniciais apospoéricas (Al), crescem e por meio de duas mitoses consecutivas
formam um coendcito (CO) composto de quatro nucleos posicionados no
mesmo polo. Apds celularizagdo, sacos embrionarios nao-reduzidos do tipo
Panicum, contendo quatro células, sdo formados. A auséncia de antipodas e a
natureza nao-reduzida das células sdo caracteristicas desse tipo de saco
embrionario. Mais de uma inicial apospdrica pode se desenvolver
concomitantemente, e dessa maneira, mais de um saco embrionario do tipo

Panicum é encontrado. Enquanto os embrides se desenvolvem de forma
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autbnoma, em alguns casos antes da polinizagdo, a fertilizacdo da célula
central é necessaria para a formacado do endosperma (Alves et al. 2001). O
megasporo calazal pode sobreviver e formar um saco embrionario do tipo
Polygonum. Nesse caso, um saco embrionario do tipo Polygonum pode ser
encontrado em ovarios de plantas apomiticas concomitantemente com aqueles
de tipo Panicum. Em B. brizantha cv. Marandu, um saco embrionario do tipo
Polygonum é encontrado em apenas 2% dos 6vulos (Valle, 1986; Araujo et al.,

2000).
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Figura 7: Representacdo esquematica do desenvolvimento do ovulo em
Brachiaria. Nos ovarios das plantas sexuais, a célula arqueosporal se
diferencia e forma a célula-m&e do megasporo (MMC). Esta entra em meiose
(meidcito-MC) para formar quatro megasporos reduzidos, e orientados
linearmente no sentido micrépila-calaza. Trés destes degeneram, e o calazal
sobrevive (megasporo funcional-FM) e sofre trés mitoses sucessivas para
formar o coendcito (CO) octanucleado, com os nucleos distribuidos igualmente
entre os poélos micropilar e calazal. Em seguida, ocorre o processo de
celularizagdao e um saco embrionario (ES) jovem do tipo Poligonum é formado.
Este contém sete células e oito nucleos hapldides: trés antipodas (AN) no polo
calazal e no polo micropilar localizam-se duas sinérgides (SY) e a oosfera (EG)
e uma célula central com dois nucleos polares (PN). Apds a celularizagédo as
antipodas proliferam para 6 a 9, e os nucleos polares fundem-se para formar
um unico nucleo dipléide no saco embrionario maduro. O desenvolvimento do
saco embrionario na planta apomitica € inicialmente igual ao que ocorre na
planta sexual: a célula-mde do megasporo sofre meiose e forma quatro
megasporos. Os quatro megasporos degeneram e concomitantemente,
algumas células nucelares, as iniciais apospoéricas (Al), desenvolvem. Estas
células passam por duas meioses e formam um coendcito tetra-nucleado.
Todos 0s nucleos sao posicionados no mesmo polo. Apdés a celularizacao,
sacos embrionarios do tipo Panicum, contendo quatro células, sdo formados.
Estes sdo compostos de duas sinérgides (SY), uma oosfera (EG) e uma célula
central com um nucleo polar (NP). Eventualmente, embrides autbnomos se
desenvolvem antes da antese e mais de um saco embrionario, néo
necessariamente contendo quatro nucleos, pode desenvolver em um mesmo
ovulo. EB = células do embellum. Modificado de Dusi e Willemse (1999).
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4.2. Avaliacao da integridade do RNA total de seccdes de ovarios a serem
submetidos a hibridizac&o in situ

Todas as seccgdes de ovarios usadas nos experimentos de hibridizacio in situ
passaram por teste de coloragdo com laranja de acridina para verificar a
integridade do RNA. Apds coloragdo, o RNA apresenta fluorescéncia laranja,
enquanto o DNA manifesta fluorescéncia verde sob luz ultravioleta. No caso de
degradacao do RNA no tecido, visualiza-se uma fluorescéncia verde intenso e
o laranja néo é detectado. A integridade do RNA foi usada como condi¢ao para
a realizacdo dos experimentos de hibridizacdo. Ovarios de B. brizantha em
diferentes estagios de desenvolvimento, mostrando RNA de qualidade
adequada aos experimentos podem ser visualizados na Figura 8. As
hibridizagbes in situ com as diferentes sondas foram realizadas
separadamente, mas obedecendo as mesmas condigbes biologicas e
experimentais: condigdes de cultura; coleta; tratamento das amostras e
metodologia de hibridizagéo.

A detecgdo da sonda marcada com digoxigenina foi realizada apds exposi¢cao
das seccoes ao NBT/BCIP, pela formacdo de precipitado de coloracéo
azul/purpura. Sec¢des foram hibridizadas com a sonda senso de todos os
clones para verificar o nivel de hibridizacdo inespecifica (background) e
estabelecer parametros de comparacao. Estas seccbdes foram usadas como
controle negativo. As consideragdes sobre presenga ou auséncia dos
transcritos nos experimentos de hibridizagao foram feitas considerando o limite

de deteccédo da técnica.
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Figura 8: Seccgobes histolégicas de ovarios de Brachiaria brizantha, acesso
apomitico, coradas com laranja de acridina. a- ovario em megasporogénese
contendo célula-mae do megasporo (seta) envolvida pelo tecido nucelar do
ovulo; barra=5,7 um. b- ovario em megasporogénese com diades de
megasporo circundado pelo tecido nucelar; barra= 8,5 um. c- ovario em
megagametogénese contendo saco embrionario no inicio da celularizag&o
envolvido pelo tecido nucelar; barra= 21,4 um. d- ovario contendo dois sacos
embrionarios (1 e 2) maduros. Na por¢cao micropilar do 6vulo visualiza-se a
oosfera no saco embrionario 1, e a oosfera e uma das sinérgides no SEZ2;
barra=9,2 um.

D=Diade de megasporo; OS= oosfera; OV=ovario; MY=por¢ao micropilar; SE=saco
embrionario; SY=sinérgides; N=tecido nucelar; T=tegumentos.
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4.3. Localizacéo dos transcritos dos clones 07, 10 e 29.

Os resultados da hibridizacdo in situ dos clones 07, 10 e 29 em B. brizantha
sexual e apomitica estdo esquematizados na figura 9A, B e C,
respectivamente. Este esquema foi construido baseado na localizagdo dos
transcritos nos 6vulos. Os resultados de cada clone estéo relatados em detalhe

nas figuras 10, 11, 12 e 13.
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Nas figuras 10 e 11 sdo apresentadas secgbes de ovarios incubadas com a
sonda 07 em B. brizantha sexual e apomitica, respectivamente. Na hibridizacao
da sonda anti-senso foi visualizado precipitado de coloragao azul resultante da
hibridizagdo em todos os estagios de desenvolvimento tanto de plantas sexuais
como de apomiticas. Os controles, secgdes hibridizadas com a sonda 07 senso
nao apresentaram precipitado de cor azul (Figura 10e; 11g). Nas plantas
sexuais, a coloracao foi detectada com a mesma intensidade no ovario e no
receptaculo floral em estagio de desenvolvimento bem precoce, anterior a
megasporogénese (Figura 10a). Em estagios posteriores de desenvolvimento,
uma marcacao discreta foi detectada em todo o ovario, porém muito mais
acentuada nos 6vulos. Nenhum sinal de hibridizac&o foi detectado no coendcito
(10b) ou saco embrionario jovem (Figura 10c). A presencga do transcrito foi
observada em todas as células do saco embrionario maduro e também nas
células do nucelo e tegumentos, exceto nas células do embellum (Figura 10d).
Nas plantas apomiticas (Figura 11), o transcrito do clone 07 foi detectado no
ovario, € no nucelo do évulo em estagio de célula-méde do megasporo (Figura
11a). Seguindo o desenvolvimento, uma forte marcacdo foi detectada no
meiocito enquanto nas células nucelares o sinal de hibridizagdo foi detectado
em menor intensidade e na parede do ovario nenhum sinal de hibridizagao foi
observado além da coloracdo de fundo (Figura 11b). Nos évulos contendo
tétrades e iniciais aposporicas concomitantemente, o transcrito foi detectado no
nucelo e nas iniciais aposporicas, mas ausente nas tétrades de megasporos
(Figura 11c). O transcrito foi detectado no coendcito, no nucelo e também nos
tegumentos dos ovarios no estagio cenocitico (Figura 11d), mas estava

ausente nas células de sacos embrionarios jovens (Figura 11e) e maduros
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(Figura 11f). Nestes sacos embrionarios, sinal de hibridizagao foi detectado nas

células do nucelo e tegumentos.

Figura 10: Expressao do clone 07 durante o desenvolvimento de ovarios de
Brachiaria brizantha sexual. a- o transcrito foi detectado no ovario e no 6vulo
num estagio precoce do desenvolvimento; barra=13,1 um. b- évulo com
tegumentos e nucelo fortemente marcados enquanto no coendcito a presencga
do transcrito ndo foi detectada; barra=12,4 um. c- ovario contendo 6vulo com
marcagao mais intensa nas células do nucelo proxima aos tegumentos, e
também nestes. O saco embrionario no inicio da celularizacdo nao apresenta
marcagao; barra=26,7 um. d- saco embrionario maduro com marcagao na
oosfera; célula central, principalmente em torno do nucleo polar e nas
antipodas. As células do nucelo e tegumentos também apresentaram sinal de
hibridizagao, porém, nas células do umbelo, assim como na camada de célula
do nucelo proxima ao saco embrionario (cabega de seta), a presenga do
transcrito n&o foi detectada; barra=3,4 um. e- hibridizagéo, com a sonda senso,
em ovario com saco embrionario maduro. Como esperado; nenhuma marcacao
foi detectada além da coloragao de fundo; barra=14,3 um.

A=antipodas; CC=célula central; CO=coendcito; EG=oosfera; OV=ovario; O=6évulo; MY=porg¢ao
micropilar; ES=saco embrionario; SY=sinérgides; N=nucelo; NP=nucleo polar; T=tegumentos;
EM= embellum.
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Os resultados da hibridizacao in situ, com a sonda sintetizada a partir do clone
10 estdo apresentados na Figura 12. Os controles, hibridizagbes com a sonda
senso, em ovarios tanto de plantas sexuais quanto de plantas apomiticas, nao
apresentaram marcacgao, como esperado (Figura 12a). Nas hibridizacbes com
a sonda anti-senso do clone 10 em ovarios apomiticos, o transcrito foi
detectado discretamente no nucelo dos O6vulos contendo célula-mae do
megasporo (Figura 12b) e coendcito. Nos ovarios contendo sacos embrionarios
celularizados o transcrito ndo foi detectado nas células do nucelo ou do saco
embrionario, exceto na base das sinérgides de sacos embrionarios maduros,
onde um forte sinal de hibridizagdo foi detectado (Figura 12c). Na regido do
aparato filiforme a marcacdo nao foi detectada. O mesmo padrdo de
hibridizagdo foi observado nos sacos embrionarios maduros, ou seja, prontos
para serem fertilizados. Sob as condigdes experimentais estabelecidas nesses
experimentos, nas hibridizagbes realizadas com a sonda 10 anti-senso, em
ovarios de plantas sexuais nenhum sinal foi detectado, durante a

megasporogénese (Figura 12d) ou megagametogénese (Figura 12e).
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Figura 12: Secgbes semi-finas de ovarios de plantas apomitica (a-c) e sexual
(d, e) de Brachiaria brizantha hibridizadas com a sonda clone 10 senso (a) e
anti-senso (b-e). a- ovario contendo dois coendcitos (CO) circundados pelo
nucelo (N); barra= 17,3 um. b- fraco sinal de hibridizacdo pode ser observado
no ovario (OV) em megasporogénese,e também no 6vulo (O) compreendendo
a célula-mae do megasporo (seta); barra= 6,3 um. c- ovario com saco
embrionario (SE) maduro. Na porgdo micropilar (MY) do évulo podem ser
visualizas duas sinérgides (SY) e a oosfera (EG). O sinal de hibridizagao foi
detectado estritamente na base (seta) das sinérgides; barra= 7,4 um. d- sinal
de hibridizacdo nao foi detectado em ovéario (OV) contendo diade de
megasporo (D); barra= 10 um. e- a presenga do transcrito nao foi detectada em
ovario contendo saco embrionario jovem (SE) circundado pelo nucelo (N);
barra= 9,6 um.
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A figura 13 apresenta os resultados da hibridizac&o in situ com transcritos do
clone 29, em 6vulos de B. brizantha. Nas reagdes de hibridizacao realizadas
com a sonda 29 anti-senso em ovarios de plantas apomiticas observou-se
marcagao tanto nos estdgios de megasporogénese quanto de
megagametogénese. Inicialmente, o transcrito foi detectado discretamente nas
células do nucelo, enquanto um sinal de hibridizagdo mais intenso foi detectado
no meidcito (Figura 13a). Logo apds a divisdo do meidcito (Figura 13b), nas
tétrades, nenhuma marcacéao foi detectada, enquanto nas células do nucelo foi
visualizado sinal de hibridizacdo. Posteriormente, na escala do
desenvolvimento do 6vulo, uma marcacgao forte foi detectada nos tegumentos,
nucelo e coendcito (Figura 13c). Nenhuma marcagéo, além do sinal de fundo,
foi detectada nas células do ovario. No saco embrionario maduro, o citoplasma
das células do tecido nucelar continuou fortemente marcado, bem como o
citoplasma da oosfera e das sinérgides (Figura 13d). Nos ovarios de planta
sexual, o transcrito do clone 29 nao foi detectado durante a megasporogénese
(Figura 13e). Nos sacos embrionarios em estagio cenocitico a presenca do
transcrito ndo foi observada, mas nas células nucelares que os circundam o
transcrito foi detectado (Figura 13f). Nos ovarios contendo saco embrionario
maduro o transcrito foi detectado no nucelo e também nas células do saco
embrionario (Figura 13g). Nas hibridizagdes utilizadas como controle, sonda 29

senso, nenhum sinal de hibridizag&o foi detectado (Figura 13h).
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4.4. Localizacdo dos transcritos de BbrizMYO, BbrizAQP e BbrizMAPK
Resultados da hibridizacao in situ de BbrizMYO, BbrizAQP e BbrizMAPK, estao

esquematizados nas figura 14 A, B e C respectivamente.

BbrizMYO

gl

BbrizAQP

A (2(E
B

BbrizMAPK

(2%

Figura 14: Representacado esquematica da expressao de BbrizMYO, BbrizAQP
e BbrizMAPK durante o desenvolvimento de 6vulos de plantas apomiticas. A
coloragdo mais intensa indica o local de maior expressdo. A - acréscimo de
BbrizMYO foi observado no nucelo durante a maturacdo do 6vulo. Nas células
do saco embrionario houve uma modulagcdo do transcrito durante o
desenvolvimento do o6vulo. A expressdo foi particularmente observada no
meiocito e sacos embrionarios jovens, principalmente nas sinérgides e oosfera.
B - o transcrito de BbrizAQP nao foi detectado em évulos contendo célula-mae
do megasporo, meidcito ou iniciais aposporicas. Nos ovulos contendo
coendcito, o sinal foi detectado nos tegumentos. Nos sacos embrionarios
maduros a célula central apresentou marcacdo. O sinal mais intenso foi
localizado nas células do aparato da oosfera. C - o transcrito de BbrizMAPK foi
observado no nucelo de o6vulos contendo coendcito e mais intensamente
quando os 6vulos continham sacos embrionarios jovens. Um forte sinal de
hibridizagao foi detectado nas sinérgides de sacos embrionarios maduros. Nos
sacos embrionarios coletados na antese e 48 h apds a antese, o transcrito ndo
foi detectado, considerando o limite de detecg&o da técnica utilizada.
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BbrizMYO em apomiticos ndo mostrou hibridizagdo em 6vulos contendo MMC
(Figura 15b). Nas células do nucelo houve um acréscimo gradual do sinal
sincronizado com o desenvolvimento progressivo do 6vulo contendo meiécito
até saco embrionario, mas nao foi observado nenhum sinal nas células do
embellum nos évulos contendo coendcitos e sacos embrionarios maduro. Sinal
foi observado em meidcito (Figura 15c¢), mas foi muito fraco ou ausente nas
iniciais aposporicas (Figura 15d). No coendcito, nenhum sinal foi observado,
embora as células do nucelo tenham apresentado fraco sinal de hibridizacao
(Figura 15e). Logo apds a celularizagdo, um forte sinal foi observado nas
células do aparato da oosfera, na célula central e também nas células do
nucelo. Seguindo o desenvolvimento, foi observado que, primeiro, uma das
sinérgides (Figura 15f) e em seguida, no decorrer do desenvolvimento, todas
as células do saco embrionario pararam de expressar BbrizMYO (Figura 159).
Durante o desenvolvimento sexual, o sinal de hibridizagdo de BbrizMYO foi
completamente ausente na célula-mae do megasporo (Figura 15i), meiécito
(Figura 15j) e estagio cenocitico (Figura 15k); entretanto, estava presente nas
células do aparato da oosfera e nucelo de 6vulos contendo saco embrionario
maduro (Figura 15I; 15m) e ausente nas células do embellum ou célula central.
Cortes hibridizados com a sonda senso, controle negativo, ndo apresentaram

precipitado de cor azul (Figura 15h).
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Nas plantas apomiticas, sinais de hibridizagdo com a sonda BbrizAQP nao
foram detectados em célula-mé&e do megasporo, meidcito (Figura 16a) e iniciais
apospoéricas. Nos 6vulos com coendcito, sinal foi observado no nucelo, mas
nao nas células da micropila. A porcdo dos tegumentos préxima a micropila
também apresentou sinal que permaneceu no saco embrionario maduro.
Nestes, as células do aparato da oosfera mostraram forte sinal de hibridizagao,
e a célula central também apresentou marcagao (Figura 16b e 16c¢). Nas
plantas sexuais, transcritos de BbrizAQP nao foram detectados em nenhum
estagio de desenvolvimento como apresentado em diade (Figura 16e) e saco
embrionario maduro (Figura 16f). A figura 16d mostra um corte hibridizado com
a sonda senso onde ndo foi detectada a presenca do transcrito, como
esperado.

Nas plantas apomiticas a expressado de BbrizMAPK foi negativo em célula-méae
do megasporo, meidcito e iniciais apospédricas (Figura 16i). Sinal muito fraco
pdde ser observado no citoplasma do coendcito e também no nucelo. Os
tegumentos ndo apresentaram sinais de hibridizagcado exceto no pélo micropilar.
Nos sacos embrionarios jovens, todas as células do évulo mostraram sinal de
hibridizagao, incluindo o nucelo (Figura 16k). Nos sacos embrionarios maduros,
apenas as sinérgides apresentaram marcagao (Figura 16l). Durante a antese e
48 h apds polinizagdo, na presenga de embrido, os transcritos ndo foram
observados (Figura 16m). Analogamente, nenhum sinal de hibridizagdo foi
detectado em O6vulos de plantas sexuais em nenhum estagio de
desenvolvimento como célula-mae do megasporo (Figura 16h); tétrades (Figura
16j) e saco embrionario maduro (Figura 16n). Secc¢do hibridizada com a sonda

senso, controle negativo, € mostrada na figura 16g.
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4.5. Localizacéo do trasncrito de BbrizREC (clone 20) em B. brizantha e B.

decumbens

Resultados da hibridizagao in situ de BbrizREC em Brachiaria brizantha sexual

e apomitica estdo esquematizados na Figura 17A e de Brachiaria decumbens

sexual e apomitica na Figura 17B.

SEX
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Os resultados de hibridizacdo in situ nas duas espécies sao apresentados na
figura 18. A determinacdo do modelo de expressao de BbrizZREC em B.
brizantha e B. decumbens, mostrou que a expressdo deste transcrito é
confinada aos O6vulos. Durante a megasporogénese, o sinal foi primeiro
detectado no citoplasma de poucas células nucelares que circundam a célula-
mae do megasporo enquanto outras células do évulo como nucelo e
tegumentos nao apresentaram sinal de hibridizagdo (Figura 18b). Seguindo o
desenvolvimento, quando o megasporo esta presente no 6vulo, o sinal de
hibridizagao foi detectado no nucelo e também nos tegumentos. Um forte sinal
foi detectado no citoplasma do megasporo (Figura 18c) embora a presenga do
transcrito ndo tenha sido detectada no nucleo (Figura 18d) do megasporo. Um
sinal menos intenso foi observado. No final da megasporogénese, quando o
megasporo ja sofreu meiose e as iniciais apospdricas estdo presentes, o sinal
de hibridizacéo foi detectado com menos intensidade nas células do nucelo,
principalmente nas células mais préximas a micrépila, mas n&o no citoplasma
das iniciais apospoéricas (Figura 18e). Nenhum sinal de hibridizacdo foi
detectado durante a megagametogénese em Ovulos contendo coendcitos,
sacos embrionarios jovens (Figura 18f), quando comega o processo de
celularizagao, ou em sacos embrionarios maduros (Figura 18g). Nos ovarios de
B. brizantha, acesso sexual, transcrito de BbrizREC nado foi detectado em
ovulos contendo célula-mae do megasporo (Figura 18i), megasporo (Figura
18j), coendcitos (Figura 18k) ou sacos embrionarios maduros (Figura 18m).
Uma forte marcacdo foi detectada por um curto periodo nos sacos

embrionarios jovens (Figura 18l).
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Nos ovulos de B. decumbens, acesso apomitico, similarmente a B. brizantha,
um forte sinal foi detectado no citoplasma do megasporo, enquanto nas células
nucelares a presenca do transcrito foi detectada em menor quantidade (Figura
18n). Nos Ovulos com sacos embrionarios maduros, um forte sinal de
hibridizagdo foi observado nos tegumentos interno e externo, nucelo e nas
células do aparato da oosfera (Figura 180). O transcrito foi detectado em dois
estagios de desenvolvimento de ovario de B. decumbens, acesso sexual.
Primeiramente, durante a megasporogénese, quando sinal da expressao foi
detectado nos tegumentos e no nucelo, mas estava ausente no meidcito
(Figura 18p). Em seguida, no final da megagametogénese, quando o saco
embrionario ja estava diferenciado, Ao contrario das antipodas que apresentou
um forte sinal de hibridizacdo, uma marcacdo discreta foi observada nos
tegumentos, no nucelo e também nas células do aparato da oosfera (Figura

180).
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4.6. Verificacdo da qualidade dos RNAs e cDNAs
A pureza e qualidade do RNA extraido de ovarios de B. brizantha foram
verificadas por espectrofotometria e por eletroforese em gel de agarose 1,2%
(Figura 19A). Os cDNAs sintetizados por transcriptase reversa foram

verificados em gel de agarose 1,2% (Figura 19B).

M 1

4kb

RNAs ribossomais

Figura 19: Analise de RNA total e cDNA de ovarios, de Brachiaria brizantha,
apomitica, em megasporogénese. A - visualizagdo de 0,5 ug de RNA total em
gel de agarose 1,2% RNAase free. Os fragmentos mais intensos correspondem
aos RNAs ribossomais e pequenos RNAs (seta). B - coluna M: marcador de
massa molecular (1kb ladder, Promega®) Coluna 1: visualizagdo de 2 uL de
cDNA sintetizado a partir de RNA poli-A+ em gel de agarose 1,2%.

4.7. Amplificagao de BbrizREC por 5 RACE

Os cDNAs ligados aos adaptadores complementares AP1 (Tabela 3) serviram
como molde para amplificacdo da sequéncia nucleotidica de BbrizREC nas
reacdes de 5’RACE como esquematizado na figura 20. A amplificacdo a partir
do clone 20 resultou em varios fragmentos. Estes foram purificados diluidos e

utilizados como molde para uma nova amplificacdo com um iniciador mais

interno, denominado Rev 75. Apenas um fragmento, o mais intenso, de 750pb
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foi re-amplificado mostrando que apenas esse fragmento era especifico do
clone 20. Apds sequenciamento e andlise dos cromatogramas gerados,
verificou-se que a sequéncia BbrizREC foi acrescida de 216 nucleotideos. A
partir desta, foram desenhados outros iniciadores e novos fragmentos gerados
por 5'RACE, purificados e clonados. Apds analise do perfil de restricao com
EcoRI, enzima que libera o fragmento do vetor pCR 2.1, os fragmentos
liberados foram sequienciadas e submetidos a novo sequenciamento e analise.
A analise da sequéncia predita de aminoacidos em banco de dados atualizado
revelou similaridade com outras sequéncias que também n&o codificam para
proteinas com fungdo conhecida (Tabela 4) e mostrou que o transcrito de

BbrizREC esta incompleto no sentido 5.
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L AMP1

Figura 20: Esquema da seqUéncia nucleotidica de BbrizREC. A- sequéncia primaria
de BbrizREC gerada por 5 RACE. A sequéncia inicial (clone 20) utilizada para
desenhar o iniciador usado na primeira amplificacao de BbrizREC é mostrada em azul.
a localizagao do iniciador usado para gerar AMP1 (sequéncia resultante da primeira
amplificacado), em vermelho; sequiéncia resultante de AMP1, em rosa; a localizagdo do
iniciador usado para gerar a seqiéncia da segunda amplificagdo (AMP2), em verde e

a sequéncia gerada a partir da segunda amplificagdo (AMP2) é mostrada em laranja.
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Tabela 4: Similaridade da sequiéncia deduzida de aminoacido de BbrizREC
(1037 nucleotideos) contra diferentes sequéncias de proteinas do banco de

dados nao redundante pelo NCBI (www.ncivi.nim.nih.gov/BLAST/ Blast.cgi).

Sequiéncias E-value
gi:125550656 (Oryza sativa) 2e-130
gi:115461825 (Oryza sativa) 2e-129
gi:125592648 (Oryza sativa) 8e-129
gi:57863804 (Oryza sativa) 1e-92
gi:54306076 (Oryza sativa) 3e-92
0i:92888832 (Medicago truncatula) 2e-79

0i:92880911 (Medicago truncatula) 2e-79
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4.8. Deteccdao do transcrito BbrizREC por northern blot

Foi constatado por northern blot que a sonda de 498 pb relativa ao clone 20
marcado radioativamente hibridizou exclusivamente, em nossas condi¢cdes
experimentais, com RNA de aproximadamente 1,2 kb de raizes de plantas

apomiticas e sexuais (Figura 21A; B).
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Figura 21: Analise da expressao do transcrito do clone 20 em diferentes tecidos de
plantas sexuais e apomiticas de Brachiaria brizantha por northern blot . A- RNA total
(20ug) de ovarios, folhas e raizes de B. brizantha apomitica (B30) e sexual (B105) e
anteras de B. brizantha apomitica, separado por eletroforese em gel desnaturante de
agarose 1,5% em condi¢cdes RNase free. B- northern blot do gel apresentado na figura
21 A. O DNA do clone 20, de 498 pb, foi utiizado como sonda marcada
radioativamente. A expressao do transcrito foi detectada apenas em raizes de B30 e
de B105 (seta). Nos demais tecidos, a presenca do transcrito ndo foi detectada nas
condi¢des experimentais utilizadas.

Coluna M: marcador de massa molecular (0.16-1.77Kb RNA ladder, Invitrogen); coluna
1: ovario B30 I/ll; coluna 2: ovario de B30 IlI/IV; coluna 3: ovario de B105 I/1l; coluna 4:
ovario de B105 Ill/1V; coluna 5: folha de B30; coluna 6: folha de B105; coluna 7: raiz de
B30; Coluna 8: raiz de B105; coluna 9: antera de B30.
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4.9. Polinizacao in vitro

4.9.1. Viabilidade do pdlen

A qualidade do pélen foi determinada para diferentes espécies de Brachiaria. O
corante vital lissamine green permite a distingdo entre polens viaveis e néao
viaveis. Além disso, a dimensao do pdlen, presencga de vacuolo no citoplasma,
numero de nucleos e presenga de vestigios da parede celular com ou sem
plasma pode dar uma idéia do desenvolvimento do pdlen. Algumas
caracteristicas do desenvolvimento, como presenca de vacuolos, servem como
indicativo do crescimento e acumulo de material de reserva do podlen. O
desenvolvimento dos polens (D) é apresentado na tabela 5. Um elevado
numero destes polens teve desenvolvimento lento (S); os polens pequenos,
usualmente com um unico vacuolo e dois nucleos representam um estagio de
desenvolvimento precoce do gametdfito ou pdlen jovem. Tais polens
apresentam desenvolvimento retardado (R); a presenca de polens com
citoplasma degenerado sugere degeneracdo no comeg¢o do estagio de
micrésporo (M). A presenca de residuos de parede celular indica degeneracéo
do micrésporo (E), imediatamente antes da formagao de tétrades livres.

A consideracdo mutua destas caracteristicas pode dar uma indicacdo sobre a
qualidade do pdlen que € o principal ponto para se comecar experimentos de

polinizacao e fertilizag&o in vitro.
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Tabela 5: Classificacdo quanto ao desenvolvimento e viabilidade de polens

presentes em anteras maduras de diferentes espécies de Brachiaria.

Acesso
(Ploidia)

D

N

LP

VP

SP

PP

WP

B. ruziziensis
R50
(2N=2X)

258

76

B. ruziziensis
R112
(2N=2X)

SR

644

32

58

B. ruziziensis
R44
(4N=4X)

M,E

388

39

22

17

22

B. decumbens
D4
(2N=2X)

242

87

B. decumbens
D62
(2N=4X)

386

18

21

34

18

B. decumbens
D58
(2N=4X)

R,E

259

33

41

12

B. brizantha
B112
(2N=4X)

273

47

22

10

B. brizantha
B291
(2N=4X)

R,E

325

19

36

25

10

B. humidicola
(2N=4X)

(A)=acesso;

(WP)= polens com parede;

R,E

D=estagios

262

de

39

desenvolvimento:

37

(S)=desenvolvimento
desenvolvimento retardado; (M)=estagio de micrésporo; (E)=pdlen vazio; (N)= niamero total de
polens contados; (LP)= percentagem de polens grandes, V =viaveis e I= inviaveis; (VP)=
percentagem de polens com vacuolos V =viaveis e I= inviaveis; (SP)= percentagem de pdlen
pequeno — sem viabilidade determinada e I= inviaveis, (PP)= polens com plasma inviaveis (I)

lento;

19

(R)=
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Nas condicbes experimentais sob as quais foram conduzidos estes
experimentos, duas das plantas sexuais dipléides (2n=2x), R50 e D4,
apresentaram aproximadamente 85% de polens viaveis. Entre as plantas
apomiticas tetraploides (2n=4X) a maioria apresentou viabilidade polinica em
torno de 40%, exceto a B112, em torno de 69% e a B291 de 27%. Entre as
plantas analisadas a maioria apresentou polens com desenvolvimento
retardado e aborto precoce. Outras duas, a R112 e a B291 apresentaram
polens com desenvolvimento lento.

A coloragcao de polens com DAPI confirmou que o pdlen é ftri-celular. Na
maioria dos polens os nucleos das células germinativas foram claramente
visualizados. Eles sdo pequenos e apresentam cromatina contraida. O nucleo
da célula vegetativa é difuso, grande e apresenta cromatina menos contraida.
Apds polinizagdo in vivo na superficie do estigma o crescimento do tubo
polinico foi observado por coloragdo com azul de anilina. A Figura 22a
apresenta varios tubos em crescimento no estigma. O numero de tubos
polinicos € reduzido no estilete e apenas um deles atinge a micrépila (Figura
22b). A coloragdo por DAPI revelou que os nucleos espermaticos estdo
presentes nos tubos polinicos crescidos no meio de cultura. Estes tubos

polinicos apresentam comprimento dez vezes maior em relagdo ao diametro.
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4.9.2. Meio de cultura

Concentragdes crescentes de sacarose, de 10% a 40%, foram testadas em
meio de cultura para germinagao de polen. Como mostrado na tabela 6, a
germinagcdo de polens in vitro é diferente nas diferentes espécies e
concentragbes de sacarose usadas. B. decumbens sexual dipldide (D4) e
apomitica tetraploide (D62, D58) e B. brizantha sexual dipldide (B105)
apresentaram boa capacidade de germinagao e crescimento de tubo polinico in
vitro, nas condi¢des testadas e B. ruziziensis sexual dipléide (R50 e R112) e
tetrapldide (R44) tém baixa capacidade de germinagao nas condi¢des testadas.
B. humidicola apresentou nivel médio de germinagao e crescimento de pdlen.
Na condicdo de 33% de sacarose ou em torno desta ocorreu a maior taxa de

germinacgao e crescimento de tubos polinicos.

Tabela 6: Faixa de concentracdao de sacarose no meio de cultura e melhor

média de germinacgao de pdlen obtida em diferentes acessos de Brachiaria.

Acesso (Ploidia) Concentracdo de  Média de germinacao
sacarose (%) de polen (%)

B. ruziziensis - R50 (2N=2x) 20-10

B. ruziziensis - R112 (2N=2x) 25-10

B. ruziziensis - R44 (2N=4x) 12-10 1

B. humidicola - (2N=4x) 35-28 28

B. decumbens - D4 (2N=2x) 35-25 70

B. decumbens - D62 (2N=4x) 18-10 70

B. decumbens - D58 (2N=4x) 35-25 10

B. brizantha - B105 (2N=2x) 33 80
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4.9.3. Maturidade de anteras

Os polens coletados de anteras deiscentes apresentaram baixo potencial de
germinacao, cerca de 10% dos polens germinaram in vitro (Figuras 22c e
Figura 23). Os polens coletados de anteras maduras indeiscentes que abriram
sob luz incandescente e aqueles coletados de anteras imediatamente apds o
inicio do processo de deiscéncia apresentaram elevado potencial de
germinacao, acima de 90% (Figura 22d e Figura 23).

A melhor porcentagem do crescimento do tubo polinico foi acompanhada pelo
maior vigor no crescimento quando as anteras ja estdo maduras, mas néao

deiscentes, nas flores em antese.
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Figura 23: Comparagao das porcentagens de polens viaveis em anteras de
flores antes e durante a antese.

4.9.4. Polinizacgao in vitro

Ensaios de polinizagao e fertilizagado in vitro dependem do estabelecimento de

condigbes para a germinagdao e crescimento de tubos polinicos. A
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porcentagem de adesdo de tubos polinicos a base de ovarios mantidos em
meio de cultura para germinacdo de pdlen com sacarose a 33% de quatro

acessos de Brachiaria apés polinizagéo in vitro é apresentada na Figura 24.
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Acesso de Brachiaria

Figura 24: Comparacgao das porcentagens de tubos polinicos aderidos a base
de ovarios 24 horas apos a polinizagado in vitro de diferentes acessos de
Brachiaria: D4, acesso sexual de B. decumbens, D58, acesso apomitico de B.
decumbens, B. hum, acesso apomitico de B. humidicola, B30, acesso apomitico
de B. brizantha.

Na polinizagao in vitro, quando os polens s&o semeados na base do ovario,
apos duas horas, os tubos polinicos germinados podem ser visualizados e
apos 4 horas ja estéo localizados na base seccionada do ovario (Figura 25a; b,
c, d). A penetragao dos tubos € aleatt6ria podendo ser mais proxima a micrépila

entre as células nucelares (Figura 25c) ou entre as células do nucelo e a

parede do ovario (Figura 25d).
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Figura 25: Penetragcdo de tubos polinicos, 1dia apds polinizagéo in vitro, na
base seccionada de ovarios de Brachiaria. a- tubos polinicos aderidos a base
seccionada de ovario (OV) corado com azul de anilina e analisado sob
microscopia de fluorescéncia; barra= 26,7 ym. b- tubos polinicos aderidos a
base seccionada de ovario (OV) corados com azul de anilina e analisados sob
microscopia de contraste interferencial de fase. Pode se observar o aparato da
oosfera (seta) no saco embrionario (ES); barra= 26,7 uym. c- secgao semi-fina
de ovario corado com azul astra e safranina mostrando tubo polinico (seta)
penetrando as células do nucelo (N); barra= 13,3 uym. d- secg¢ao semi-fina de
ovario corado com azul astra e safranina mostrando penetragcdo do tubo
polinico (seta) entre as células do nucelo (N) e a parede do ovario (OW); barra=
15,3 pm.
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Apenas um tubo polinico penetra o évulo. A penetragcdo no évulo ocorre pelo
canal micropilar que é formado pelas células do embellum (Figura 26a; b).
Apoés atravessar a parede do ovario (Figura 26c¢) e o canal micropilar, os
nucleos do tubo polinico sdo descarregados na sinérgide degenerada (Figura

26d) normalmente posicionada na por¢géo micropilar do saco embrionario.
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Figura 26: Penetragédo e descarga de tubos polinicos em ovarios de Brachiaria,
in vitro, 1 dia apo6s polinizacdo (1DAP) - a; b, e 2 dias apds a polinizagéo
(2DAP) - c; d, a- tubo polinico (seta) corado com azul de anilina penetrando o
ovulo entre o canal micropilar formado pelas células do embellum (*) em
microscopia de fluorescéncia E possivel visualizar a extremidade do tubo
polinico (contorno pontilhado) no saco embrionario (ES). O limite do saco
embrionario foi acentuado com uma linha continua. barra= 2,7 um. b- tubo
polinico corado com azul de anilina penetrando entre as células do embellum
(*), em microscopia de contraste interferencial de fase com a extremidade do
tubo polinico contornada com linha pontilhada; barra= 2,7 um. c- Secg¢ao semi-
fina de ovéario corado com azul astra e safranina. Note dois nucleos
espermaticos (seta) localizados entre os tegumentos (T) do évulo e a parede
do ovario (OW); barra= 6,7 um. d- Secg¢ao semi-fina de ovario corado com azul
astra e safranina mostrando o nucleo vegetativo (seta) descarregado na
sinérgide degenerada (DSY) e a oosfera (EG) contendo pequenos vacuolos;
barra= 4,2 um.
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Em um dos ovarios de B. decumbens que haviam sido polinizados e mantidos
por dois dias em meio de cultura foi observada a presenca de um saco
embrionario na regido micropilar contendo todas as células do aparato da
oosfera. Uma das sinérgides apresentou aspecto degenerado (Figura 27a).
Dois nucleos vegetativos foram observados dentro desse saco embrionario; um
localizado entre a sinérgide intacta e a oosfera e o outro na oosfera (Figura
27b). Também foi observado resquicio de tubo polinico no aparato filiforme
entre as duas sinérgides (Figura 27c) e residuo de nucleo vegetativo proximo a

oosfera (Figura 27d).



92




93

Em um dos ovarios de B. humidicola apomitica polinizados in vitro, mantidos
em cultura e incluidos 2 dias apds polinizagao foram visualizados varios sacos
embrionarios (Figura 28a, b). Os dois sacos embrionarios (ES1 e ES2) estavam
posicionados na por¢ao micropilar do 6vulo. Em ES1 foi observado um dos
nucleos germinativos préximo ao nucléolo de um dos nucleos, resultantes da
primeira divisdo nuclear da oosfera (Figura 28c). O segundo nucleo resultante
da primeira divisdo nuclear na oosfera (EG) para a formagdo do embrido

autébnomo pode ser visualizado na figura 28d.
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Em B. humidicola sexual, nos ovarios polinizados in vitro, mantidos em cultura
e incluidos dois dias apds polinizagao, nao foi detectado sinal da descarga do
tubo polinico, nem sinal de degeneragao do ovario ou do 6vulo (Figura 29a). Ja
os ovarios de B. decumbens sexual mantidos em cultura por dois dias
continham 6vulos colapsados (Figura 29b), apesar de um tubo polinico ter sido
visualizado no saco embrionario colapsado (Figura 29c). Em B. decumbens
apomitica a primeira divisdo nuclear da oosfera para formacdo do embrido
autébnomo foi observada, embora nucleos masculinos ou resquicios de tubo

polinico ndo tenham sido observados (Figura 29c).



Figura 29: Ovarios polinizados in vitro, mantidos em cultura e incluidos 2 dias
apos polinizagdo corados com azul astra e safranina e observados em
microscopia de luz. a- saco embrionario (ES) de Brachiaria humidicola sem
resquicios ou nucleos de tubo polinico; barra= 26,7 um. b- sec¢ao de ovario de
B. decumbens sexual contendo évulo colapsado (O); barra= 11,3 um. c- outra
seccao do mesmo ovario mostrado em b. Note a presenga de um tubo polinico
(seta) penetrando pela micrépila (MY) e alcangando o saco embrionario
colapsado; barra= 6,7 ym. d- seccao de ovario de B. decumbens apomitica
mostrando a primeira divisdo nuclear (seta) da oosfera (EG) para formagéo do
embrido autbnomo. Neste ovario ndo foram observados nucleos masculinos ou
resquicios de tubo polinico; barra= 2,8 uym.
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4.9.5. Meio para manutencao do explante ap6s a polinizacéo in vitro

Ovarios de plantas sexuais e apomiticas, submetidos a cultura em meio 1, sem
BAP ou GA3, apresentaram aspecto de degeneragdo como coloragao marrom
e reducdo da consisténcia dos tecidos, apés uma semana. Os ovarios
submetidos ao meio 2, adicionado de BAP apresentaram aspecto similar
aqueles submetidos ao meio 1. Os ovarios submetidos ao meio 3, adicionado
de GA3 apresentaram coloracido esverdeada e crescimento da parede externa

do ovario, porém os 6vulos ficaram atrofiados.
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5. Discussao

5.1. Localizacédo dos transcritos aos clones 07, 10 e 29.

Em 2003 Rodrigues e colaboradores demostraram por meio de northern
reverso a expressao de clones de cDNA obtidos a partir de ovarios de plantas
apomiticas. A expressdo do clone 07 de 242 pb foi observada durante
megagametogénese de ovarios de plantas apomiticas; o clone 10 de 206pb
apresentou expressdo em ovarios na megasporogénese de apomiticos e néao
de sexuais, e na megagametogénese de sexuais e apomiticos. A expressao do
clone 29 de 396 pb foi mais intensa nos ovarios em megagametogénese de
plantas apomiticas e sexuais. Nenhuma dessas sequéncias apresentou
similaridade com proteinas ou ESTs depositados em bancos de dados, nao
havendo, portanto predicdo de suas fungdes (Rodrigues et al., 2003). Com o
avancgo das técnicas de biologia molecular, um grande numero de genes, cDNA
ou ESTs sao isolados em curtos periodos de tempo e consequentemente, o
numero de sequéncias depositadas nos bancos de dados também é crescente.
No presente trabalho, as sequéncias dos clones 07, 10 e 29 foram re-
submetidos as analises em banco de dados, mas a homologia com outras
sequUéncias e, portanto a predicdo de suas fungdes por comparagdo com
sequéncias homdlogas nao foi possivel.

Por hibridizacdo in situ, a expressao do transcrito 07 foi detectada durante todo
o desenvolvimento do évulo, em plantas apomiticas e nos estagios para os
quais foram realizados experimentos em plantas sexuais. A detec¢cdo do
transcrito foi também observada no receptaculo floral e ovario, indicando que
transcrito do clone 07 pode estar envolvido na via de diferenciagao floral. O

transcrito 07 estad presente em células que estdo sujeitas a divisdo nuclear
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como o meidcito, as iniciais apospoéricas, o coendcito e as células do nucelo, e
ausente nas tétrades e sacos embrionarios formados onde o processo de
divisdo nuclear ja foi estabelecido. A expressdo em sacos embrionarios
maduros foi restrita aos do tipo Polygonum, presente em plantas sexuais.
Novos exames utilizando a técnica de hibridizagdo in situ no estagio de
megasporogénese da planta sexual assim como em outras espécies, como B.
decumbens, devem ser realizados para esclarecer a participagao do transcrito
do clone 07 no desenvolvimento floral de Brachiaria. O estabelecimento do
padrao de expressdo desse clone no inicio da diferenciagcao de flores pode
contribuir ao esclarecimento dos mecanismos de expressao génica nesta etapa
da reproducéo vegetal.

Por hibridizacdo in situ, o transcrito 10 foi detectado exclusivamente na base
das sinérgides dos sacos embrionarios maduros da planta apomitica. Nesta
fase a diferenca marcante entre apomiticas e sexuais é a presenca da
fertilizacdo da oosfera e desenvolvimento auténomo do embrido. Como descrito
anteriormente, as sinérgides s&o células importantes no processo de
fertilizacdo de plantas superiores (van Went & Willemse, 1984). Elas produzem
substancias responsaveis pela atracao do tubo polinico como, por exemplo,
ZmEF1 um fator de atragdo exclusivo de Zea mays (Marton et al., 2005) e
MYBO98 descrito em A. thaliana (Kasahara et al., 2005) e BbrizMAPK, descrito
no presente trabalho, que pode estar envolvido com o desenvolvimento do
embrido autdbnomo, que foi detectado somente nas sinérgides de saco
embrionario apospdrico.

Na hibridizac&o in situ com transcrito referente ao clone 29 pode-se destacar a

deteccdo de expressado forte e restrita ao meidcito, no estagio inicial do
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desenvolvimento do évulo das plantas apomiticas. Neste estagio a meiose é
interrompida e o destino das tétrades formadas é a degeneracao. Nas tétrades
de megasporos o transcrito ndo foi detectado. Expressao foi verificada em
todas as células nucelares de évulos contendo SE em estagio cenocitico e
maduro. E importante ressaltar que no coendcito e no aparato da oosfera dos
ovarios de apomiticas foi observada expressao enquanto nas sexuais nao.

Considerando que o desenvolvimento dos sacos embrionarios meidtico e
aposporico ocorre devido a uma expressao diferencial de genes, os padrdes de
expressao dos trasncritos relativos aos clones 7, 10 e 29 os tornam sequéncias
de interesse na compreensdo da apomixia. Assim, a extensdo destas
sequéncias por 5° RACE permitira uma comparacdo mais precisa em bancos

de dados, o que auxiliara na inferéncia de funcao para esta sequéncia.

5.2. Localizacédo dos transcritos de BbrizMYO, BbrizMAPK e BbrizAQP

A analise dos experimentos de hibridizag&o in situ sugere a participagdo dos
trés clones em diferentes periodos do desenvolvimento do saco embrionario
para B. brizantha sexual e apomitica apospodrica. Somente BbrizMYO foi
expresso em ambos os tipos de saco embrionario, apresentando atraso na
expressdo em sacos embrionarios do tipo Polygonum das plantas sexuais.

BbrizAQP e BbrizMAPK foram expressos especificamente em plantas
apomiticas - BbrizAQP apresentou expressao em células do saco embrionario
e dos tegumentos, enquanto BbrizMAPK hibridizou em diferentes células do
ovulo, e notavelmente nas sinérgides. Estas sdo células muito ativas no saco
embrionario, com citoplasma denso e consideravel quantidade de acidos

nucléicos e proteinas (Tilton, 1981). Em plantas nas quais ocorre fertilizagao,
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elas mostram um elevado numero de reticulo endoplasmatico e vesiculas que
estdo associadas a maturagdo do saco embrionario (Koscinska-Pajak &
Bednara, 2006). Sinérgides desempenham papel importante na atracéo e
direcionamento do tubo polinico durante o processo de fertilizacdo em plantas
superiores (Jensen & Fisher, 1968; Kapil & Bhatnagar, 1975; Mogensen, 1978;
van Went & Willemse, 1984; Russel, 1992; Higashiyama, 2002).
Interessantemente, em Chondrilla juncea, uma apomitica obrigatéria na qual o
desenvolvimento do embrido e do endosperma € independente de fertilizacao,
as sinérgides permanecem indiferenciadas (Koscinska-Pajak & Bednara, 2006).
Nogler (1984) sugeriu a existéncia de um estado de balanco entre apomixia e
sexualidade que favoreceria a apomixia durante o desenvolvimento do saco
embrionario e formacdo da semente. Atualmente, pensa-se que apomixia é
consequéncia de um rearranjo no desenvolvimento que constitui a via normal
da sexualidade (Grimanelli et al., 2001; Koltunow & Grossniklaus, 2003; Tucker
et al., 2003).

Pelas diferengas na morfologia do évulo e do saco embrionario durante o
desenvolvimento, € possivel reconhecer pontos especificos na via que leva a
formacdo do saco embrionario meidtico ou aposporico. Um dos pontos
relevantes € a falha na meiose e a diferenciagdo das iniciais aposporicas.
Embora a meiose pareca ser completa em ovulos de B. brizantha apomitica
(Araujo et al.,, 2000), a tétrade de megasporos degenera e muitas iniciais
aposporicas surgem do nucelo. Tem sido sugerido que o desenvolvimento das
iniciais aposporicas pode influenciar diretamente a falha no programa sexual
por meio de modificagdo na expressdo génica, mas a identidade molecular

dessas células e o relacionamento das vias meidtica e apospoérica ainda séo
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desconhecidos (Tucker et al., 2003). Outro ponto é que o desenvolvimento
autdbnomo do embrido ocorre normalmente apenas em plantas apomiticas. Em
Brachiaria, a embriogénese pode ocorrer antes da fertilizagdo (Dusi &
Willemse, 1999; Araujo et al., 2000). Isto significa que o desenvolvimento
autébnomo da oosfera ocorre independentemente da polinizagcao ou fertilizacao
da célula central.

Nesse trabalho, o padrao de expressao de BbrizMYO, BbrizAQP e BbrizMAPK
na vias meioticas e aposporicas foram correlacionados com suas fungbes como
sugerido pela sua identidade molecular.

Em geral, a miosina funciona interagindo com a actina fornecendo a forca
motora para muitos movimentos celulares (Lodish et al., 2001; Alberts et al.,
1994). Em plantas, a miosina esta envolvida com o fluxo citoplasmatico celular
ou simplastico que produz uma reorganizagdo citoplasmatica durante a
reprodugao celular (revisado por Shimmen & Yokota, 2004). A expressao de
BbrizMYO em ovarios apomiticos, excluindo o nucelo, foi detectada em dois
estagios de desenvolvimento do évulo. Inicialmente, a expresséao foi detectada
no meiocito, antes da divisdo, quando as células estdo em expansido e o
rearranjo citoplasmatico leva a polarizagdo do conteudo celular preparando
para a divisdo. Mais tarde, quando o saco embrionario jovem esta presente; os
transcritos de BbrizMYO foram detectados no aparato da oosfera e célula
central, ao mesmo tempo em que estas células estdo se posicionado umas em
relacdo as outras. A expressdo foi muito forte no aparato da oosfera,
especialmente nas sinérgides, e foi também observada em &évulos sexuais.
Elementos do citoesqueleto intra e intercelular participam nos eventos de

fertilizac&o, direcionamento das células espermaticas e migragcado dos nucleos
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masculinos (Russel, 1993). De fato, em plantas sexuais e apomiticas de
Brachiaria ambos o0s eventos ocorrem, uma vez que a apomixia €
pseudogamica, ou seja, uma célula espermatica é necessaria para a formagao
do endosperma (Alves et al., 2001). Filamentos de actina foram observados em
oosfera e célula central de Torenia fournieri em um arranjo radial, e foram
localizados em abundancia préximos ao aparato filiforme e em uma sinérgide
em particular (Fu et al., 2000). Estendendo este fato para Brachiaria, um
possivel local de filamentos de actina seria coincidente com a localizagao dos
transcritos de BbrizMYO. Por outro lado, nos sacos embrionarios meidticos, as
células sao distribuidas em ambos os podlos, e a expressao de BbrizMYO é
também claramente polarizada nos pélos calazal e micropilar. Quando o saco
embrionario torna-se completamente organizado, os transcritos de BbrizMYO
tornaram-se completamente ausentes, e a expressao foi restrita as células
nucelares. Neste momento, o saco embrionario esta se preparando para a
fertilizacdo. Os transcritos de BbrizMYO né&o foram detectados em coendcitos,
um estagio de desenvolvimento do saco embrionario no qual a cariocinese
ocorre repetidamente, de acordo com observagcdes que a miosina intacta é
necessaria para citocinese mas nao para cariocinese (Yumura et al., 1984; De
Lozanne & Spudich, 1987; Solomon, 1987; Lodish et al., 2001). ions de calcio
sdo requeridos para o crescimento do tubo polinico e regulam os movimentos
citoplasmaticos em plantas (Tominaga et al., 1983). Em elevadas
concentragbes de calcio, a miosina pode se desestruturar, tornando o
movimento citoplasmatico irreversivel (Yokota et al., 1999). Em B. brizantha cv.
Marandu, a degeneracédo de uma das sinérgides foi associada com a descarga

do tubo polinico no saco embrionario (Alves, 2000). A expressao de BbrizMYO,
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que foi previamente detectada em ambas as sinérgides desta mesma planta,
foi mantida em apenas uma das sinérgides, como é também observado nas
plantas sexuais. E possivel que o controle da fertilizacdo, incluindo a
degeneragdo das sinérgides, inicia-se com o decréscimo dos niveis dos
transcritos e degeneracao das proteinas pela elevada concentragao de caicio.

Em relacédo a analise de BbrizAQP em B. brizantha, a expressao foi reservada
a ovarios contendo sacos embrionarios jovens e maduros pertencentes ao
acesso apomitico. Aquaporinas (AQP) controlam o fluxo de agua através da
membrana plasmatica (Lodish et al., 2001). Em plantas, AQP desempenham
um papel importante no transporte de proteinas dentro ou fora de corpos
protéicos durante o desenvolvimento e germinacao de sementes (Chrispeels &
Maurel, 1994), da mesma forma elas podem ter um papel no desenvolvimento
de cariopses de B. brizantha. A auséncia dos transcritos de BbrizAQP no
nucelo e sua presenga nos tegumentos sdo condizentes com o destino desses
tecidos; uma vez que o nucelo ira degradar, e os tegumentos iniciardo uma
fase de diferenciacdo. Como nenhum sinal de expressdo de BbrizAQP foi
detectado nos 6vulos de plantas sexuais de B. brizantha, BbrizAQP pode estar
envolvido em eventos especificos de plantas apomiticas. De fato, relatos de
AQP com expresséao tecido-especificas em plantas séo frequentes (Ciavatta et
al., 2001; Chaumont et al., 2001; Hakman & Oliviusson, 2002). AQP parece
expressar-se preferencialmente em tecidos com alta atividade metabdlica
(Barrieu et al., 1998), tais como as sinérgides (Tilton, 1981). Isto pode explicar
o elevado nivel de expressdo de BbrizAQP encontrado ndo somente em
oosfera mas especialmente nas sinérgides. AQP tem elevada identidade de

amino-acidos com “Big Brain protein” (BIB) de Drosophila, que contem um
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grande dominio C-terminal com varios possiveis sitios consenso para
modulagdo mediada por quinase (Burris et al., 1998; Yanochko & Yool, 2002).
A expressao de BIB em odécito de Xenopus sugere que a ativagao in vivo pode
resultar numa despolarizacdo da membrana que pode entdo ativar a
partenogénese por meio de uma quinase que estaria envolvida na via de
sinalizagao intracelular. (Wolf, 1974; Yanochko & Yool, 2002). Por associagéo,
€ possivel que a expressao de BbrizAQP em sacos embrionarios maduros de
plantas apomiticas, mas nao em plantas sexuais indique o seu envolvimento no
desenvolvimento autdnomo do embrido em Brachiaria. A oosfera nao-reduzida
se desenvolveria imediatamente em embrido por meio de um suprimento
continuo de nutrientes, sem periodo de laténcia. O elevado sinal de expressao
de BbrizAQP observado no aparato da oosfera, principalmente nas sinérgides,
pode estar relacionado a fungao destas células na atracéo e recepgao do tubo
polinico durante a fertilizacdo (van Went, 1970; Koscinska-Pajak & Bednara,
2006; Friedman, 2006). A expressao de BbrizAQP foi consideravel durante a
maturagao do saco embrionario aposporico e provavelmente esta relacionada
ao desenvolvimento do embrido e fertilizagdo da célula central. Em B. brizantha
apomitica, a fertilizacao é restrita a célula central para formar o endosperma
(Alves et al., 2001); dessa forma, existe a necessidade de atracdo de uma
célula espermatica para a célula central enquanto a outra célula espermatica
nao fertiliza a oosfera que se desenvolve autonomamente. Além disso, em
plantas, ja foi descrito que a fosforilagdo aumenta a atividade da AQP

(Chrispeels et al., 1999).
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Nossos resultados de hibridizacdo in situ apontaram uma expressao
significante de BbrizMAPK nas sinérgides de sacos embrionarios apospéricos
maduros, principalmente na regiao micropilar.

Proteinas quinases ativadas por agentes mitégenos (MAPK) estdo envolvidas
na sinalizacdo de diversos processos celulares. Em leveduras, esses
processos incluem acasalamento, manutencédo da integridade da parede
celular e formagdo de esporos (Herskowitz, 1995). Em animais, MAPKs
desempenham um importante papel na mitose e na sinalizacdo de estimulos
por fatores de crescimento. Em plantas, MAPK participa no crescimento, na
acao de hormoénios e na dinamica do citoesqueleto (Heberle-Bors, 2001). A
expressao de BbrizMAPK também esta presente no nucelo, e particularmente,
se apresenta mais elevada nas sinérgides de plantas apomiticas de Brachiaria.
Apos a fertilizagcdo, o transcrito nao foi detectado sob as condicbes
experimentais deste trabalho. Diferentes niveis de cDNA de MAPK foram
detectados em orgaos distintos de Medicago sativa. Estes niveis eram
dependentes da fase do ciclo celular (Jonak et al., 1993). Transcritos de MAPK
foram também detectados durante o desenvolvimento de 6rgaos reprodutivos
de Petunia hybrida (Decroocg-Ferrant et al., 1995). A presenga de transcritos
de BbrizMAPK nas sinérgides e sua auséncia nos sacos embrionarios apos a
fertilizacdo, bem como nos embrides desenvolvidos de forma autbnoma, indica
que BbrizMAPK pode ter um papel importante nos eventos relacionados a
maturagcao do saco embrionario, preparando-o para a fertilizacdo e inicio do
desenvolvimento do embrido.

E possivel que BbrizMAPK participe dos eventos que resultam na orientagdo

do tubo polinico para a micropila e finalmente para o aparato da oosfera. Por
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outro lado, BbrizMAPK pode estar envolvida na indugao da fase S na oosfera,
ativando o desenvolvimento auténomo do embrido. O periodo de expressao de
BbrizMAPK nao coincide com a transcricdo de AtSERK (Arabidopsis thaliana
somatic embryogenesis receptor kinases) em ovarios de B. decumbens, para o
qual nenhuma associagdo ao desenvolvimento autbnomo do embrido foi
verificada. O transcrito de SERK foi encontrado em todas as células do saco
embrionario de pistilos polinizados de B. decumbens sexual e apomitica, com
baixos niveis de expressao na oosfera de 6vulos de plantas apomiticas antes
da polinizagédo, e ausente em qualquer estagio de desenvolvimento dos
embrides (Dusi, 2001).

Estas trés sequéncias de cDNA foram previamente relacionadas ao
desenvolvimento do ovario por meio de northern reverso. Analises por meio de
hibridizagdo in situ indicaram que as sinérgides compdem a principal area de
modulagdo de expressao durante o desenvolvimento do saco embrionario,
sugerindo seu envolvimento na maturacdo dessa estrutura, fertilizagdo e
embriogénese. Todos esses eventos em plantas apomiticas sdo diferenciados
das plantas sexuais e estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento
autdbnomo do embrido, uma caracteristica do modo de reprodugao apomitico.
Dessa forma, as sinérgides podem desempenhar um papel crucial, néo
somente no momento da fertilizacdo, mas também no desenvolvimento
autbnomo da oosfera nao-reduzida, caracteristica peculiar de plantas
apomiticas. O perfil de expressao de BbrizMYO, BbrizAQP, BbrizMAPK
observado nas sinérgides pode ser o primeiro passo para o entendimento de

padrées moleculares de expresséo génica nestas plantas apomiticas naturais.
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5.3. Localizac&o do transcrito de BbrizREC (clone 20) em B.
brizantha e B. decumbens

Rodrigues e colaboradores (2003), por meio de analise direta no banco de
dados de proteina (BLASTX) verificaram similaridade do clone 20, de 498pb,
com uma proteina descrita em Arabidopsis thaliana, ID 15239302, e-value
0,002. Em seguida, a sequéncia traduzida do clone 20 foi submetida ao PSI-
BLAST, ferramenta que permite busca interativa produzindo matriz de registro
posicao-especifica para futuras pesquisas (McGinnis & Madden, 2004). Apés
quatro interacgdes, 10 proteinas apresentaram o mesmo padrao na conservagao
de alguns dominios. Estas proteinas foram alinhadas com o CLUSTALW a
proteina traduzida da sequéncia do clone 20 e verificou-se a presenca de trés
residuos de Cys categoricamente conservados na por¢cdo C-terminal dessas
proteinas. Como a pesquisa em banco de dados com BLASTP e BLASTN nao
adicionou maiores informagdes sobre homologos, os autores recorreram aos
bancos de dominios (PFAM, CDD e INTERPRO) para identificar homologos
distantes que pudessem contribuir para o esclarecimento da funcdo do clone
20. Os resultados obtidos com PRODOM indicaram indice de similaridade de
Arabidopsis thaliana 15239302 com PD462754 que continha cinco proteinas de
sulfobactérias e seus virus. Estas proteinas também continham os residuos de
Cys conservados na por¢ao C-terminal. Buscas no CDD mostraram alto indice
de similaridade com COG 1468, anotada como exonuclease da superfamilia
RecB possivelmente envolvida na replicacédo, recombinacéo ou reparo de DNA.
Esta familia é relacionada no PFAM a entrada DUF83 (dominio 83 de funcao
desconhecida). De posse desses dados foi realizado um alinhamento que
mostrou que motivos contendo residuos de ligacdo a metal da superfamilia

RecB eram também conservados nas outras proteinas. A partir desses



109

resultados foi sugerido que o clone 20 € uma nuclease metal dependente que
guarda um parentesco distante com a superfamilia RecB (Rodrigues et al.,
2003). No presente trabalho, a sequéncia inicial do clone 20 foi amplificada de
498pb para 1037 pb no sentido 5’, e novas analises de bioinformatica foram
realizadas. Buscas contra diferentes bancos de dados utilizando-se BLASTX e
BLASTP (utilizando-se a sequéncia traduzida), mostraram homologia do clone
20 com uma série de proteinas de fungao desconhecida, incluindo ID 15239302
de Arabidopsis thaliana, como descrito por Rodrigues e colaboradores (2003).
No entanto, o melhor resultado (BLASTX 2.2.15, banco de dados 'nr', e-value =
3e-128 e bit core = 461) foi obtido com uma proteina de Oryza sativa
gil1154618251 com a qual o clone 20 apresentou alta identidade de sequéncia.
O resultado obtido anteriormente (Rodrigues et al., 2003) foi confirmado e o
clone 20 denominado BbrizREC. Por meio de hibridizac&o in situ em secc¢des
de ovario os transcritos foram detectados exclusivamente em tecidos do o6vulo,
tanto de plantas apomiticas quanto de sexuais. Sua expressao em plantas
sexuais de B. brizantha foi detectada de forma efémera entre estagio cenocitico
octanucleado e o inicio do processo de celularizacdo. Durante a
megasporogénese a expressao de BbrizREC foi similar nos 6vulos de plantas
apomiticas de duas espécies, B. brizantha e B. decumbens; detectada
primeiramente em poucas células nucelares, mas ndo na célula-mae do
megasporo e em seguida em todas as células do nucelo e também no meidcito.
Em fase posterior do desenvolvimento quando as iniciais apospoéricas ja estao
presentes a deteccdo do transcrito foi restrita a células nucelares e de forma
bem discreta. Em B. decumbens, a presenca do transcrito também nao foi

detectada no meidcito de plantas sexuais, mas estava presente nas células
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nucelares e nos tegumentos. Em contraste com B. brizantha, em B. decumbens
o transcrito foi detectado em évulos contendo sacos embrionarios diferenciados
de plantas apomiticas e sexuais. O complexo enzimatico RecBCD ¢é o principal
componente da via para recombinagdo homéloga em E. coli. Embora o nivel de
expressao de RecBCD nas células de E. coli seja baixo (10 cépias por célula),
mutacdes neste complexo enzimatico afetam a recombinacdo durante a
conjugacgao das bactérias (Arnold & Kowalczykowski, 2001). Em E. coli, o l16cus
X (chi) estimula a freqiéncia de recombinagdo genética na vizinhanga. A
interacdo de RecBCD com X causa mudangas na fungdo do complexo
enzimatico que sdo manifestadas pelo decréscimo da atividade de nuclease de
RecBCD protegendo o DNA. Dessa forma, em bactéria, X € um regulador de
RecBCD e consequentemente da recombinagao (Arnold & Kowalczykowski,
2001). Nos eucariontes a recombinagéo ocorre durante a préfase | da meiose,
por meio de quebra e reunido das cromatides nao irmas (Swanson et al., 1969)
O principal resultado da recombinacgao, processo altamente preciso, € o mesmo
para procariontes ou eucariontes: duas moléculas de DNA homélogas trocam
partes (crossing-over) sem que haja perda ou ganho sem erro de um unico
nucleotideo nas cromatides envolvidas (Schrank et al., 1996). Em plantas
apomiticas ocorre um disturbio no processo meiotico, resultando na diplosporia
ou aposporia (Nogler, 1984; Asker & Jerling, 1992; Carman, 1997). Rodrigues e
colaboradores (2003) especularam, com base nos resultados obtidos por
Northern reverso, que a expressdao de um gene pertencente a familia das
recombinases na fase inicial do desenvolvimento de ovarios de plantas
apomiticas poderia estar relacionada com a identidade das iniciais apospéricas,

engatilhando um programa mitético e sugeriram que BbrizREC poderia estar
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relacionado com recombinacgao e replicagdo do DNA. Nas plantas com flores a
megasporogénese (meiose feminina) e, portanto a recombinagdo ocorre na
célula-mée do megasporo. Apds a permuta, as enzimas envolvidas no sistema
de reparo fazem uma varredura para detectar se ha falhas nas cromatides
novas (Alberts et al., 1994). Sabe-se que as recombinases, as quais pertence o
complexo RecBCD, promovem cortes proximos ao centro de permutacao
(Schrank et al., 1996). De modo analogo ao sistema de reparo em E. coli,
pode-se especular que nas plantas sexuais a regiao de permuta pode agir
como um regulador da atividade de nuclease de BbrizREC. Nas plantas
apomiticas, o processo de recombinagao que deveria ocorrer na célula-mae do
megasporo é bloqueado e, de forma interessante, nossos dados mostram
acumulo do transcrito BbrizZREC no meidcito. Este acumulo de BbrizREC
degradaria o genoma do meiécito gerando falhas drasticas que inviabilizariam a
formagdo dos megasporos. Nas apomiticas, a morte programada do meidcito
ou da tétrade ocorre simultaneamente com o aparecimento das iniciais
aposporicas, as quais nao apresentaram expressao do transcrito BbrizREC em
nenhuma das espécies estudadas. Estas observacdes nos levam a especular
que BbrizREC esteja envolvida numa via de sinalizagado capaz de redirecionar
o programa de desenvolvimento do évulo, viabilizando a posterior diferenciagéo
das iniciais aposporicas que dardo origem ao saco embrionario do tipo
Panicum, caracteristico das plantas apomiticas de Brachiaria.

Northern blot foi conduzido no sentido de verificar a atividade desse gene em
outros érgédos de B. brizantha como folhas, raizes e anteras. Os resultados
obtidos por meio desta técnica mostraram que BbrizREC é expresso também

em raizes de plantas sexual e apomitica de B. brizantha. Entretanto, por
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northern blot, a hibridizagdo de BbrizREC (transcritos do clone 20) com RNA de
ovarios nao foi detectada sob as condicdes nas quais esse experimento foi
conduzido. As raizes sao 6rgaos que apresentam crescimento continuo e séo
constituidas basicamente de trés regides distintas; a regido de divisao celular, a
de alongamento e a de maturacdo (Raven et al., 1992) de alta atividade
metabdlica. Investigacdes in situ permitirdo detectar as regides de expressao
de BbrizREC nesse tecido. O papel de BbrizZREC em ovarios em
megagametogénese de B. brizantha e B. decumbens deve ser igualmente
melhor investigado, buscando determinar sua especificidade celular, o grau de
maturacao do saco embrionario e sua relagdo com fendmenos de fertilizacao
em plantas apomiticas e sexuais que sucedem a megagametogénese. Nossos
resultados apontaram importante acumulo de transcrito de BbrizREC em
momentos precoces e decisivos da diferenciacdo de sacos embrionarios do
tipo Panicum e Polygonum sugerindo um papel no processo de desvio da via
sexual e inicio do desenvolvimento da via apomitica em ovarios. Outros autores
sugerem que genes como ASG1 (Chen et al., 2005), HPDEF (Gerin et al 2000),
PpSERK e PpAPOSTART (Albertini et al., 2005) participam nesta mesma via.
AGS1 é expresso nas iniciais aposporicas e células do saco embrionario
aposporico, e durante a microsporogénese, e também em sacos embrionarios
e embrides jovens de plantas apomiticas e sexuais de Panicum maximum.
HPDEF foi observada nos primordios de estames e pétalas, e durante o
desenvolvimento do 6évulo, desde os primordios até a antese, de Hieracium
piloselloides (Guerin et al., 2000). Em Poa pratensis, a expressdo de PpSERK
foi detectada nas células-mae do megasporo de plantas sexuais, mas nao de

apomiticas. Nestas, o sinal foi detectado apenas em algumas células nucelares
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(Albertini et al., 2005). Em relagao a estes sistemas, a expressao de BbrizREC
em ovarios de Brachiaria € mais precoce e restrita a momentos decisivos ao
desenvolvimento de sacos embrionarios de plantas apomiticas, a degeneragéao

dos produtos do meidcito e o aparecimento das iniciais aposporicas.

5.4. Expressao de genes supostamente relacionados a apomixia

Em 1999, Chen e colaboradores isolaram e caracterizaram ASG1, um gene
especifico, de plantas apomiticas de Panicum maximum. Recentemente,
estudos de hibridizagdo in situ revelaram o perfil de expressdo desse gene
durante o desenvolvimento de ovario de plantas apomiticas e sexual de P.
maximum. Os resultados desse trabalho indicam que ASG1 é expresso: nas
iniciais apospoéricas e células do saco embrionario apospoérico, durante a
microsporogénese, também em sacos embrionarios e embrides jovens de
plantas apomiticas e sexuais (Chen et al., 2005). Um outro gene, HPDEF, foi
isolado de Hieracium piloselloides, um apomitico aposporico (Guerin et al.,
2000). Pela técnica de hibridizacdo in situ, a expressao deste gene foi
observada nos primérdios de estames e pétalas, indicando sua atividade
funcional em B, de acordo com o modelo ABC proposto para desenvolvimento
floral. A presengca do transcrito foi também detectada durante o
desenvolvimento do o6vulo, desde os primérdios até a antese, indicando sua
participacdo nesse evento. A expressdo de HPDEF nao foi detectada na célula-
mae do megasporo nos sacos embrionarios sexuais ou aposporicos. Nas
plantas apomiticas, a expresséao foi transientemente down-regulated e restrita a
regidao calazal, onde ocorre a diferenciagdo dos sacos embrionarios

aposporicos (Guerin et al., 2000). Dois genes foram isolados e caracterizados
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de Poa pratensis, PpSERK e PpAPOSTART (Albertini et al., 2005). Nesse
trabalho, analises de RT-PCR revelaram que os dois alelos de PpSERK
apresentaram expressao em folhas e raizes de plantas apomiticas, sexuais e
também no gendtipo recombinante. Porém a expressdao de PpAPOSTART foi
restrita a inflorescéncias. Com o auxilio da hibridizacao in situ, foi realizada a
localizacdo dos transcritos de PpSERK e PpAPOSTART em plantas
apomiticas, sexuais e também no gendtipo recombinante durante os estagios
iniciais de desenvolvimento do 6vulo. A expressao de PpSERK foi detectada
nas células-mae do megasporo de plantas sexuais, mas ndo de apomiticas.
Nestas, o sinal foi detectado apenas em algumas células nucelares. Enquanto
a presenga de PpAPOSTART foi detectada durante a micro e
megasporogénese. Nesta, o transcrito foi detectado: no megasporo, células
nucelares e também nas células do saco embrionario tanto em plantas

apomiticas quanto em sexuais (Albertini et al., 2005).

5.5. Polinizacéao in vitro

O processo de fertilizagdo depende de fatores esporofiticos e gametofiticos.
Por meio da polinizacao e fertilizagao in vitro pode-se contornar a maioria das
barreiras que impedem a fertilizagdo in vivo. Porém a sincronia entre o
desenvolvimento dos gametdfitos masculino e feminino € fundamental
(Weterings & Russel, 2004) mesmo utilizando técnicas in vitro. Existe uma
correlagdo entre o crescimento da flor, o desenvolvimento da antera e o estagio
citolégico do desenvolvimento do polen (Raghavan, 1988). Em secc¢des de
anteras de arroz, pré-deiscentes e deiscentes, observou-se hidrdlise

progressiva de amido em um dos lados do pdlen. Na regidao de hidrdlise
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observou-se um ou dois nucleos espermaticos e um nucleo vegetativo,
indicando que o nucleo espermatico se divide apés o acumulo de amido no
polen justamente antes da deiscéncia da antera (Raghavan, 1988). A elevada
taxa de germinacgao, 90%, de polens de Brachiaria coletados de anteras pré-
deiscentes ou imediatamente apds a deiscéncia corroboram a sincronia entre o
desenvolvimento da antera e o estagio de desenvolvimento do pdlen e a
importancia do estagio de maturagéo do pdlen para o processo de emissao e
alongamento do tubo polinico. Verificou-se que a germinagao de polens in vitro
€ altamente dependente da espécie e da concentragdo de sacarose usada
(Tabela 6). B. decumbens sexual diploide (D4) e apomitica tetraploide (D62,
D58) e B. brizantha sexual dipléide (B105) apresentaram boa capacidade de
germinagao e crescimento de tubo polinico in vitro, nas condi¢des testadas e
sao, portanto boas candidatas a experimentos de fertilizagdo in vitro. A maior
viabilidade observada nos polens de plantas sexuais quando comparadas com
as apomiticas, €& condizente com trabalhos publicados anteriormente
mostrando que plantas sexuais de Brachiaria possuem menor taxa de polens
abortados quando comparadas com seus parentes apomiticos (Ngendahayo,
1988; Dusi, 1999; Alves, 2000). Estudos da viabilidade polinica sao
extremamente importantes para realizar experimentos de polinizagdo e
fertilizacao controladas. A qualidade do pdlen € um fator necessario tanto para
o melhoramento tradicional quanto para a utilizacao da técnica de fertilizacio in
vitro. A viabilidade do pélen varia ao longo do periodo de floragao, influenciada
também por fatores ambientais. Em B. brizantha sexual (BRA 00274) e
apomitica (00591) a viabilidade polinica foi estudada durante o periodo de

floracdo, de fevereiro a junho, e verificou-se que a taxa de viabilidade € maior e



116

constante em plantas sexuais, enquanto nas apomiticas a viabilidade € menor
e apresenta um pico no més de abril, auge da floragao (Alves, 2000).

Além das condig¢des fisioldgicas, as condi¢des fisicas e quimicas na qual o
polen se encontra desempenham um papel fundamental tanto para o processo
de polinizagado quanto para o sucesso da fertilizacdo in vivo e in vitro. Para que
a fertilizagcdo in vitro seja bem sucedida, € necessario que o polen e o explante
receptor estejam sobre uma camada horizontal e firme, porém hidratada, uma
vez que o processo de germinagao € dependente da hidratagdo moderada do
polen. Essa condigdo € conseguida pela adicdo de um agente geleificante ao
meio de cultura. A comparagdo entre agar e Phytagel® evidenciou que a
pureza do agente geleificante no meio de cultura ndo é determinante para o
crescimento do tubo polinico em Brachiaria. Ahloowalia em 1973 constatou que
a fonte de carboidrato no meio era fundamental para a germinagao de pédlen de
centeio, que também €& uma graminea. A anadlise dos resultados sugere que
pelo menos para as espécies de Brachiaria estudadas neste trabalho, a
concentragdo de carboidrato € categdrica no sucesso da germinagdo e
alongamento do tubo polinico. A condigdo de 33% de sacarose como fonte de
carboidrato foi escolhida para a continuidade dos experimentos uma vez que a
maior taxa de germinacdo e crescimento de tubos polinicos ocorreu nesta
concentracdo ou em torno dela.

Nos experimentos de polinizagdo in vitro, onde os polens foram semeados na
base de ovarios seccionados, evitando varias barreiras fisicas e quimicas
presente ao longo do estigma, estilete e ovario, varios tubos polinicos aderem a
base, mas apenas um foi visualizado penetrando o canal micropilar. Essa

tendéncia de apenas um tubo polinico penetrar a micrépila parece ser um
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mecanismo importante na prevencdo da polispermia e da fertilizacdo da
oosfera e da célula central por nucleos espermaticos originados de tubos
polinicos diferentes; fendmeno conhecido por heterospermia (Weterings &
Russel, 2004). Nos resultados obtidos com a polinizagao in vitro de Brachiaria,
destaca-se a penetragdo e a descarga de nucleo vegetativo e dos
espermaticos em sacos embrionarios apospoéricos. A presenga de nucleos
dentro da sinérgide degenerada de B. decumbens foi também observada em B.
brizantha cv. Marandu (Alves, 2000). Higashiyama e colaboradores (2003)
sugerem que a sinérgide degenerada reduz a resisténcia durante a entrada do
tubo polinico e a mistura de citoplasma do tubo polinico com o citoplasma da
sinérgide gera uma “corrente” citoplasmatica que carrega uma célula
espermatica para a oosfera e a outra para a célula central. De fato, neste
trabalho, a analise da expressao in situ de BbrizMYO sugere sua participagao
no processo de fertilizacdo, participando provavelmente, no processo de
degeneragdao de sinérgides, por meio de um decréscimo na produgdo do
transcrito e degradacédo de seus produtos pelo célcio. A presenga de nucleos
espermaticos dentro de oosferas ndo reduzidas € um evento que nao foi
anteriormente descrito para Brachiaria. As avaliacdes destes eventos pontuais,
e raros de se observar in vivo, demonstram a importancia do estabelecimento
deste sistema in vitro.

O desenvolvimento autbnomo do embrido antes da fertilizagdo foi relatado em
Brachiaria (Dusi & Willemse, 1999; Araujo et al., 2000). Savidan em 1989
supOds que a prevencao da entrada do nucleo espermatico na oosfera de
plantas apomiticas impedindo a fertilizacdo poderia ocorrer devido a barreiras

fisicas existentes nesta célula. Em Pennisetum ciliare esta barreira consiste de
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parede celular que cobre a membrana plasmatica da oosfera varias horas
antes da penetracdo do gametofito masculino no saco embrionario (Vielle-
Calzada et al., 1995). Outra hipotese para justificar a auséncia de fertilizagédo
na oosfera nao-reduzida é a ativagcao da oosfera antes da fertilizacdo. Esta
hipétese é sustentada em espécies nas quais o desenvolvimento autbnomo do
embrido ocorre antes da polinizagcdo como Poa, Phartenium, Taraxacum e
Tripsacum (Nogler, 1984). Em Brachiaria foi sugerido que a auséncia de
fertilizacdo seria devida a uma ativagado precoce da oosfera (Dusi, 2001).
Nossos resultados revelaram que em ovario de plantas apomiticas de B.
decumbens e B. humidicola polinizados in vitro e mantidos em cultura por dois
dias, o nucleo vegetativo é direcionado para a oosfera que ja se encontra
diferenciada, ndo permitindo a fertilizacao, corroborando a hipétese de Dusi em
2001. Com base nos resultados de hibridizacdo in situ com transcritos de
BbrizMAPK foi discutido neste trabalho um possivel papel de BbrizMAPK na
indugado da fase S na oosfera, ativando seu desenvolvimento autbnomo para a
formacdo do embrido. Esta ativagdo possivelmente decorrente de mudancas
precoces no ciclo celular da oosfera ndo-reduzida desfavoreceria a sincronia do
ciclo celular entre a oosfera ndo reduzida e o nucleo espermatico impedindo
processo de fusdo que em gramineas normalmente ocorre quando os gametas
estdo em G1 (Weterings & Russel, 2004).

Experimentos de fertilizacdo in vitro permitirdo a conducdo de experimentos
para a producgao de hibridos 2n + n a partir de oosfera ndo-reduzida dois e trés
dias antes da antese, evidenciando que a ativacdo precoce da oosfera nao-

reduzida é determinante no desenvolvimento autdnomo do embrido.
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O estabelecimento de um protocolo de fertilizac&o in vitro inclui a manutencao
dos explantes fertilizados por tempo indeterminado em meio de cultura. Entre
os meios de cultura testados, com esta finalidade, aquele que apresentou
melhores resultados (meio 3), diferentemente dos outros possui GA3. Este
regulador de crescimento € provavelmente relacionado aos melhores
resultados encontrados. No entanto, a concentragdo adequada precisa ainda
ser estabelecida. Outras composicdes podem ser testadas uma vez que, foi

verificado, em semanas, um processo de deterioragdo do material bioldgico.
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6. Conclusdes

O momento atual da pesquisa em plantas vem sendo apontado como a era pos
gendmica apds a conclusdo do sequenciamento dos genomas completos de
Arabidopsis (The Arabidopsis Genome, 2000) e arroz (Sequencing Project
International Rice, 2005). Busca-se elucidar a fungao de genes envolvidos nos
diferentes processos bioldgicos de modo a compreender o funcionamento de
células e tecidos estudando sua expressdo em nivel de transcri¢gao, tradugao e
pos-traducdo. Para a caracterizacdo da expressao génica € necessario que os
diferentes processos bioldgicos estejam precisamente descritos.

No caso da apomixia, as plantas naturalmente apomiticas permitem analise
das alteragdes minimas que as diferenciam das plantas de reproducao sexual.
Em espécies de Brachiaria foram apontados momentos precoces da formacéao
e diferenciagdo do gametofito feminino que irdo resultar em apomixia, ou seja,
clonagem por meio de sementes onde plantas idénticas a planta mae sao
produzidas. Para entender os mecanismos moleculares que acionam a
reprodugao apomitica & essencial identificar os genes envolvidos e analisar sua
expressao.

A grande contribuicdo do presente trabalho foi localizar a expressdo génica
relativa a diferentes seqiéncias de cDNAs em células especificas do
gametdfito feminino em momentos precisos do desenvolvimento do ovario.
Pbde-se assim iniciar o desenho exato da expressao dos genes na formagéao e
diferenciagdo do gametdfito feminino das plantas apomiticas e sexuais dessa
espécie. Gragas a fungédo predita em banco de dados pbde-se estabelecer
associacdo entre a localizacdo in situ dos transcritos com os fenbmenos

envolvendo a formacgédo diferenciada de sacos embrionarios de plantas
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apomiticas. A expressado de BbrizREC foi detectada de forma preferencial no
meidcito em momento imediatamente anterior a diferenciagdo de iniciais
aposporicas, precursoras dos sacos embrionarios aposporicos. Esse resultado
indica que o acumulo de transcritos desta recombinase pode estar associado a
morte programada do meidcito e ao aparecimento das células iniciais
aposporicas. Em momentos posteriores da diferenciagcdo do gametdfito
feminino, precursores da fertilizagdo, BbrizMYO, BbrizAQP, BbrizMAPK
apresentaram expressao preferencial nas sinérgides. NOs sugerimos a
participacao de BbrizMYO e BbrizMAPK no processo de fertilizacdo enquanto
BbrizAQP participaria na ativagdo da oosfera. Nas apomiticas pseudogamicas
nao ocorre dupla fertilizagdo, como em plantas sexuais, mas, a fertilizacdo da
célula central é necessaria para formar o endosperma, enquanto o embriao é
formado a partir do desenvolvimento auténomo da oosfera. O presente trabalho
também contribuiu para o estabelecimento da técnica de fertilizagao in vitro que
permitira, em condi¢gdes controladas, avaliar o papel de diferentes genes no
decorrer deste processo, e dessa forma, contribuir a melhor compreensao da

reprodugado em angiospermas.
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7. Perspectivas

Em plantas apomiticas, o estudo dos mecanismos envolvidos na diferenciacéo
do saco embrionario do tipo Panicum e da formagdo autbnoma do embrido
pode contribuir para melhor conhecimento do processo reprodutivo como um
todo e possibilitar a utilizagdo de genes relacionados a reprodugdo em
programas de biotecnologia. Busca-se detectar os genes que colocam em agao
a apomixia. Ele podera ser usado para trazer esta caracteristica a plantas de
interesse e o conhecimento de sua regulacdo permitira o controle do modo de
reproducdo apomitico, liberando a recombinacdo genética. Dentro desta
perspectiva e baseado nos resultados apresentados no presente trabalho as
seguintes estratégias de pesquisa podem ser desenvolvidas em curto prazo:

- Estender as sequéncias de clones 7, 10 e 29 de modo a favorecer a
inferéncia de suas fungdes por analise em bancos de dados durante o
desenvolvimento de sacos embrionarios de Brachiaria.

- Amplificar e clonar seqiéncias completas dos cDNA estudados.

- Comparar a expressao dos genes estudados em outras apomiticas por meio
de hibridizagao in situ.

- Quantificar o padrao de expressdo de BbrizREC BbrizMYO, BbrizAQP e
BbrizMAPK em diferentes 6rgaos por Real Time PCR.

- Isolar promotores de genes de expressao especifica em ovario.

- Utilizar estratégia de silenciamento de genes, mutagénese ou RNA
interferente, para detectar a fungao das sequéncias estudadas.

- Desenvolver meios de cultura para a manutengao de ovarios de Brachiaria

fertilizados in vitro, visando estudo controlado das etapas envolvidas na
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formacdo e desenvolvimento de sacos embrionarios e também de eventos

envolvidos na formacao da semente.
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Legendas das figuras 09; 11; 13; 15; 16; 17; 18; 22; 27 e 28.

Figura 9: Representacdo esquematica da expressao dos clones 07, 10 e 29 durante o
desenvolvimento do 6vulo de B. brizantha sexual (SEX) e apomitica (APO) estao
representadas em A, B e C respectivamente.

A- Em SEX, a presenca do transcrito 07 foi detectada, com intensidade similar, no
nucelo de 6vulos com coendcito, saco embrionario jovem e maduro. Nas células do
saco embrionario, sinal de hibridizacdo foi notado apenas nas células do saco em
maduro. Em APO, o transcrito foi detectado nas células do nucelo ao longo do
desenvolvimento. Porém, a intensidade do sinal foi menor nos 6vulos contendo a
célula-mae do megasporo e meidcito. Sinal mais intenso foi detectado no citoplasma
das iniciais apospoéricas, enquanto nos coendcitos houve um decréscimo de
hibridizagdo, nos sacos embriondrios jovens e nos maduros o transcrito nao foi
detectado.

B- Em SEX, a presencga do transcrito 10 ndo foi detectada sob as nossas condigbes
experimentais. Em APO, fraco sinal de hibridizagao foi detectado no nucelo e célula-
mae do megasporo durante a megasporogénese, enquanto um foi sinal foi observado
na base das sinérgides de sacos embrionarios maduros.

C- Em SEX, a presenca do transcrito 29 nao foi detectado em 6vulos contendo célula-
mae do megasporo ou meidcito. O transcrito foi detectado de forma discreta no nucelo
de évulos contendo coendcito e saco embrionario maduro. Enquanto o transcrito n&do
foi observado no saco embrionario em estagio cenocitico, todas as células do saco
embrionario maduro aprestaram sinal de hibridizacdo. Em APO, o transcrito foi
detectado nas ceélulas do nucelo durante o desenvolvimento, porém, sinal mais intenso
foi observado nos 6vulos contendo coendcitos. Um forte sinal de hibridizagao foi

detectado no meidcito, coendcito e células do saco embrionario maduro.

Figura 11: Ovérios de Brachiaria brizantha apomitica hibridizados com a sonda 07. a-
ovario (OV) com célula mae do megasporo (MMC) circundada pelo tecido nucelar (N)
do 6vulo. A presenca do transcrito foi detectada igualmente distribuida em todos os
tecidos; barra=7,1 um. b- intenso sinal de hibridizacao foi detectado no meiocito (MC)
circundado por células nucelares (N) que também apresentaram sinais de
hibridizagéo, ao passo que nas células do ovario (OV) nenhum sinal foi detectado além

da coloragao de fundo; barra=6,3 um. c- deteccéo de sinal de hibridizagdo no nucelo
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(N) e iniciais apospéricas (Al), mas ausente na tétrade (TD) de megasporo; barra=4,9
um. d- Ovario com marcagao no coendcito (CO), nucelo (N) e tegumentos (T);
barra=8,3 um. e- nenhum sinal de hibridizagao foi detectado em saco embrionario (ES)
jovem, inicio da celularizagado, mas a presenca do transcrito foi detectada nas células
do nucelo (N) e nos tegumentos; barra=7,1 um. f- sinal de hibridizagdo nao foi
detectado ovario (OV) e células do saco embrionario (ES) maduro. Note as sinérgides
(SY), localizadas na porgao micropilar (MY). A presenca do transcrito foi detectada no
nucelo (N); barra=12,5 um. g- outra seccdo do mesmo ovario apresentado em “f*
hibridizado com a sonda senso. Note auséncia de hibridizagdo nas sinérgides (SY) e

também nas células do nucelo (N); barra=12,5 um.

Figura 13: Expressdo do gene representado pelo clone 29 em ovarios de planta
apomitica (a-d) e sexual (e-h) de B. brizantha. a- ovario em megasporogénese, com
sinal de hibridizagdo mais fraca ovario (OV) e nucelo (N) e mais forte no meidcito
(seta); barra=6,7 um. b- ovario contendo tétrade de megasporo (pontilhado) envolvida
pelo tecido nucelar do 6vulo; barra= 4,1 um. ¢- nenhum sinal de hibridizagdo foi
detectado no ovario (OV). Ovulo, com tecido nucelar (N) e tegumentos e coendcito
(seta) fortemente marcados; barra= 20,8 um. d- ovario contendo saco embrionario
maduro com marcagao nas sinérgides (SY), na oosfera (EG) e nas células nucelares
(N); barra= 6,9 um. e- nenhum sinal de hibridizacao foi observada em ovario contendo
meidcito (seta); barra= 9,3 um. f- ovario contendo coendécito (CO) sem sinal de
hibridizac&o, envolvido pelo tecido nucelar que apresenta marcagao; barra= 22,2 um.
g- ovario (OV) com saco embrionario (ES) do tipo Polygonum, apresentando marcacao
nas antipodas (A), no aparato da oosfera (seta) localizado na porg¢ao micropilar (MY) e
também nas células nucelares (N); barra= 10,3 um. h- ovario (OV), incubado com a
sonda senso. Antipodas (A) podem ser visualizadas na calaza e o aparato da oosfera

(seta) na porgéo micropilar (MY). Reagao de coloragédo ausente; barra= 10,3um.

Figura 15: Localizagao da expressao de BbrizMYO por hibridizagao in situ em seccoes
semi-finas de évulos de Brachiaria brizantha apomitica (a-h) e sexual (i-m). a- sec¢ao
corada com laranja de acridina, mostrando évulo com meidcito (MC) circundado por
nucelo (N); barra=4,5 ym. b- Nenhum sinal de hibridizacdo foi observado na célula-
mae do megasporo (MMC) ou no nucelo (N); barra=4,6 um. ¢c- mesmo 6vulo mostrado
em a, fraco sinal de hibridizagcdo pode ser observado na célula-mae do megasporo

(MMC) e nucelo (N); barra=6,0 um. d- inicial apospérica (Al) circundada por nucelo (N)
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apresentando um sinal muito fraco; barra=4,7 ym. e- coendcito (CO) apospdrico, sem
sinal de hibridizag&o, proximo a uma inicial apospaérica (Al), circundados pelo nucelo
(N) mostrando um sinal de hibridizagdo muito fraco; barra=5,3 um. f- pélo micropilar de
um o6vulo com saco embriondrio apospaorico jovem mostrando uma sinérgide (SY) sem
marcacgao, a oosfera (EC) e parte do nucleo polar (PN) fortemente marcados;
barra=3,6 uym. g- saco embrionario aposporico hibridizados com a sonda anti-senso
indicando a regiao micropilar (MY), com marcagdo no nucelo (N) enquanto na célula
central (CC) e sinérgide (SY) nenhum sinal foi detectado sob as nossas condi¢cdes
experimentais. barra=7.3 um. h- secgao hibridizada com a sonda senso, nenhum sinal
foi detectado além da coloracdo de fundo; barra=6,0 um. i-m- secgdes de ovulos de
plantas sexuais. sinal ndo foi observado i- na célula-mae do megasporo (MMC),
barra=3,3 um; j- no meiocito (MC), ou nucelo (N), barra=5.3 um e k- no coendcito (CO)
circundado por nucelo (N), barra=4,7 um. |- évulo com saco embrionario maduro com
marcacao no nucelo (N), antipodas (A) e aparato da oosfera (EA); barra=6,0 um. m-
visdo detalhada da regido micropilar da mesma secg¢ao mostrada em |, com marcacéao
no nucelo (N) e em uma das sinérgides (SY*). Na outra sinérgide (SY), aparato

filiforme (FA) e embellum (EM) nenhum sinal foi detectado; barra=6,0 um.

Figura 16: Localizagdo da expressdo de BbrizAQP por hibridizagdo in situ em
secgbes semi-finas de dvulos de Brachiaria brizantha apomitica (a-d) e sexual (e-f) de
Brachiaria brizantha. a- diades (D), que serdo degeneradas circundadas pelo nucelo
(N); barra=6.2um. b- évulo com saco embrionario (ES) apospdrico maduro, mostrando
forte sinal na oosfera (EG), sinérgides (SY), célula central (CC), nucleo polar (PN) e
tegumentos (IN) préximo a micrépila. A parede do ovario (OW) nao apresentou sinal
além do sinal de fundo; barra=9.1um. c- visdo detalhada de outra sec¢do com o
aparato da oosfera do mesmo ES ilustrado em b mostrando detalhe da hibridizagao no
citoplasma das sinérgides (SY) e oosfera (EG). Note o aparato filiforme (FA) sem sinal
de hibridizagao; barra=2.9um. d- sonda senso em 6évulo de planta apomitica sem
marcagao, com nucleo polar (PN) e oosfera (EG); barra=7.5um. e- ovario de planta
sexual com diades (D), circundado pelo nucelo (N); nenhum sinal de hibridizagéo foi
detectado sob nossas condigbes experimentais; barra=8.9um. f- ES meidtico envolvido
pelo nucelo (N), com antipodas (A) no pdlo oposto ao poélo micropilar (MY) e parede
ovariana (OW) sem sinal visivel de hibridizagao; barra=17um.

Localizacdo da expressao de BbrizMAPK por hibridizacdo in situ em seccbes semi-
finas de o6vulos de Brachiaria brizantha apomitica (g,i,k,I,m) e sexual (h,,n). g-
hibridizagdo com a sonda senso. Nenhum sinal ndo foi detectado no meiécito (MC);
barra=6,0 um. ovulo de planta sexual hibridizado com a sonda senso, sem nenhum
sinal na célula-mae do megasporo (MMC) ou nucelo (N); barra=6,7 um. j- évulo de
planta sexual com tétrade de megasporos (TD) envolvido pelo nucelo (N) sem sinal de
hibridizagdo; barra=7,2 um. k- regido micropilar do 6évulo contendo dois sacos
embrionarios maduros (ES1 e ES2) com sinal em todas as células, incluindo a célula
central (CC), oosfera (EC) e ambas as sinérgides (SY) — fortemente marcadas na
porcao micropilar. O sinal detectado no nucelo foi similar ao observado nas células do
saco embrionario; barra=4,4 um. |- regido micropilar de 6évulo maduro com forte sinal
de hibridizagdo confinado as sinérgides (SY), principalmente na regido citoplasmatica
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(seta) proxima ao aparato filiforme (FA), um sinal mais fraco também foi detectado na
oosfera (EC); barra=4,2 um. m- embrido auténomo (E) na regido micropilar do 6vulo,
48 h apés fertilizagdo, onde nenhum sinal de hibridizagdo foi observado; barra=15,8
um. n- évulo de planta contendo saco embrionario com dois nucleos polares (PN)
circundados por nucelo (N),sinal de hibridizagcdo n&o foi detectado sob as nossas
condi¢des experimentais; barra=10,5 um.

Figura 17: Representacdo esquematica da expressao de BbrizREC durante o
desenvolvimento de 6vulos de plantas sexuais (SEX) e apomiticas (APO) de
Brachiaria brizantha e B. decumbens. A- a deteccdo de BbrizREC em B. brizantha
SEX foi efémera restrita as células do saco embrionario octanucleado. O sinal nao foi
detectado nas células nucelares em nenhum estagio de desenvolvimento. Em B.
brizantha APO BbrizREC foi detectado primeiramente em poucas células do nucelo
que circundam a célula-mae do megdasporo e posteriormente, na presenga do meidcito
e iniciais apospdricas, em todas as células do nucelo. Um forte sinal de hibridizacao
foi observado no meidcito, enquanto nas iniciais apospodricas nenhum sinal de
hibridizagédo foi observado. Nos 6vulos contendo sacos embrionarios o transcrito ndo
foi detectado. B- em B. decumbens SEX, o transcrito BbrizREC foi detectado no
nucelo e tegumentos de 6vulos contendo meidcito, mas nesta célula nenhum sinal de
hibridizagao foi detectado. Nos 6vulos com saco embrionario BbrizREC foi detectado
no nucelo, nas células do aparato da oosfera e nas antipodas. Em B. decumbens
APO, o transcrito de BbrizREC foi inicialmente detectado no nucelo de o6vulos
contendo meidcito. Nesta célula, assim como em B. brizantha APO um forte sinal de
hibridizacdo foi detectado. Nos o6évulos contendo sacos embrionarios maduros

BbrizREC foi detectado no aparato da oosfera, nucelo e tegumentos.

Figura 18: Localizagao do transcrito de BbrizREC por hibridizacdo em secgbes semi-
finas de O6vulos de Brachiaria brizantha apomitica (a-g) e sexual (i-m) e de B.
decumbens apomitica (n,0) e sexual (p,q). a- nenhum sinal foi detectado acima da
coloracao de fundo nas hibridizagdes realizadas com a sonda senso; barra=5,7 um. b-
o transcrito ndo foi observado na célula-mae do megasporo (MMC) ou tegumentos (I).
Um forte sinal foi detectado no nucelo (N), mais especificamente em algumas células
(seta) que circundam a MMC; barra=10 um. c- sinal de hibridizag&o foi observado nas
células do nucelo (N) e um forte sinal foi detectado no meidcito (seta). Nenhum sinal
foi observado nos tegumentos (l); barra=4,3um. d- outra sec¢do do mesmo 6vulo
mostrado em ¢, observe que no nucleo (seta) do meiécito o transcrito nao foi
detectado; barra=3,7um. e- algumas iniciais apospoéricas (Al) delimitadas por células
nucelares (N). O transcrito foi detectado nas células nucelares, principalmente na
por¢ao micropilar, porém nenhum sinal além da colora¢ao de fundo foi detectado nas
iniciais apospoéricas; barra= 9,7 um. f- dois sacos embrionarios (ES1 e ES2)
aposporicos envolvidos pelo nucelo (N). No pélo micropilar do ES2 nota-se algumas
células comecgando o processo de diferenciacdo. Nesse estagio de desenvolvimento o
sinal néo foi detectado; barra=5.3um. g- pélo micropilar de um 6vulo contendo ES, do
tipo Panicum, maduro. E possivel visualizar uma das sinérgides (SY) e oosfera (EG)
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localizadas na porgao micropilar do évulo sem nenhum sinal de hibridizac&o; barra=9.5
um. h- o mesmo ES apresentado em g corado com laranja de acridina, RNA fluoresce
laranja barra=11 um. Nenhum sinal foi observado nos évulos das plantas sexuais
contendo: i- célula-mae do megasporo (MMC), barra=9.3 um; j- meidcito (seta),
barra=6,7 um ou k- coendcito (CO), barra=6,7 um; |- nos o6vulos contendo ES
octanucleado e iniciando o processo de celularizagdo, uma forte marcagao foi
detectada em todas as células (*) dos ES. Nenhum sinal foi observado no nucelo (N)
ou tegumentos (l); barra=7,5 um. m- 6vulo contendo ES meidtico maduro sem
marcagao no nucelo (N) ou antipodas (A); barra= 7,1 um. n- fraco sinal de hibridizagao
foi detectado no nucelo (N) enquanto no meidcito (seta) o sinal foi notavelmente mais
forte. Nos tegumentos (I) o sinal ndo foi detectado; barra=3,7 um. o- nos 6vulos com
ES maduros, um forte sinal foi detectado nas células do aparato da oosfera (seta)
nucelo (N) e tegumentos (I). Na parede do ovario (OW) nenhum sinal foi detectado;
barra=12,7 um. p- ovario de planta sexual contendo meidcito (seta), onde nenhum
sinal de hibridizagdo foi detectado. No nucelo (N) e tegumentos (I) o transcrito foi
detectado; barra=6,7 um. - saco embrionario meiético maduro, circundado pelo tecido
nucelar. Sinal de hibridizacdo foi detectado no nucelo (N), nas células do aparato da
oosfera (seta) localizado na porcao micropilar (MY) do 6vulo nas antipodas (A). Na
parede do ovario (OW), nenhum sinal de hibridizacao foi detectado além da coloragao
de fundo; barra=17,9 um.

MMC-=célula-mde do megasporo; N= nucelo; Al= iniciais apospéricas; ES= sacos
embrionarios=, OW= parede do ovario, MY= porg¢ao micropilar ou micrépila.

Figura 22: Germinagdo de polens e crescimento de tubos polinicos de Brachiaria
decumbens. a- varios tubos polinicos crescendo no estigma, 7 h apés a polinizagao.
Apenas um tubo alcanga o estilete (seta) neste momento; barra= 26,7 pm. b- tubos
polinicos penetrando o 6vulo pela regido micropilar 24 h apés a polinizacao; barra=
26,7 um. c- polens coletados de anteras abertas apés 4 h em meio de cultura; barra=
26,7 ym. d- polens coletados de anteras maduras que abriram sob luz incandescente

apoés 4 h em meio de cultura; barra= 26,7 um.

Figura 27: Diferentes secgdes, do mesmo ovario de Brachiaria decumbens apomitica
polinizado in vitro, mantido em cultura e incluido 2 dias apés polinizagc&o, coradas com
azul astra e safranina e analisadas em microscépio de luz. a- saco embrionario
aposporico contendo na porgao micropilar uma sinérgide intacta (ISY), uma sinérgide
degenerada (DSY) e a oosfera (EG) com seu nucleo (*); barra= 4,2 ym. b- saco
embrionario apospérico mostrando dois nucleos germinativos (seta) descarregados,
uma sinérgide intacta (ISY) e outra degenerada (DSY) barra= 3,4 ym. c- saco
embrionario aposporico contendo na por¢cdo micropilar sinérgide intacta (ISY),
sinérgide degenerada (DSY) e oosfera (EG). Resquicios do tubo polinico podem ser
visualizados no aparato filiforme (*) entre as duas sinérgides. A seta indica o nucleo da
sinérgide degenerada; barra= 4,2 pm. d- resquicio do nucleo vegetativo (seta) préximo

a oosfera (EG); barra= 3,8 upm.
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Figura 28: Secgdes de ovario de Brachiaria humidicola apomitica polinizado in vitro,
mantido em cultura e incluido 2 dias apés polinizacdo, coradas com azul astra e
safranina e visualizadas em microscopio de luz. a- 6vulo contendo trés sacos
embrionarios (ES 1, ES 2 e ES 3). Em ES1 visualiza-se a oosfera (EG) e o nucleo
polar (*), MY=micropila; barra= 13,0 pym. b- secc¢ao posterior do mesmo o&vulo
visualizado em “a”; barra= 12,6 um. c- detalhe da secg¢ao anterior a visualizada em “a”,
mostrando um dos nucleos germinativos proximo ao nucléolo de um dos nudcleos
resultantes da primeira divisdo nuclear da oosfera (EG) para a formagdo do embridao
autdbnomo ; barra= 2,0 um. d- detalhe da seccdo visualizada em “b”, mostrando o
segundo nucleo (cabeca de seta) resultante da primeira divisao nuclear na oosfera

(EG) para a formagao do embrido autbnomo; barra= 2,0 ym.
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