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RESUMO

Brachiaria brizantha, forrageira da familia Poaceae, possui plantas de reproducéo sexual ou
assexual por apomixia. As principais diferencas no desenvolvimento reprodutivo dessas
plantas ocorrem nos ovarios, levando a formacdo de sacos embrionérios (SE) do tipo
Polygonum em plantas sexuais e Panicum em apomiticas. Em plantas sexuais, fitorménios
estdo relacionados com o controle da iniciacdo dos primordios e nimero de 6vulos, e com a
formacéo dos tegumentos, no entanto, ndo ha estudos sobre seu papel na diferenciacdo dos SE
das plantas apomiticas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a expressdo de genes
associados a fitorménios disponiveis em bibliotecas de RNA-Seq de ovarios em
megasporogénese e megagametogénese de B. brizantha, com o desenvolvimento de SE
caracteristico das plantas sexuais e apomiticas. A analise destas bibliotecas revelou genes
diferencialmente expressos nos modos de reproducdo sexual e apomitico, e associados com
fitormoénios. Entre eles foram estudados: BbrizGID1, 92% similar ao gene receptor de
giberelina GID1 (Gibberellin Insensitive Dwarfl), BbrizIPT9, 90% similar ao gene IPT9
(isopentenyltransferase 9), relacionado com a biossintese de citocinina e BbrizLOG, 100%
similar ao gene LOG (LONELY GUY), associado com a ativacdo da citocinina. Foi detectada a
presenca destes genes nos genotipos de B. brizantha sexual e apomitico. Os genes em estudo
apresentaram expressdo diferenciada durante o desenvolvimento dos SE. BbrizGID1 teve
maior expressao no inicio da megasporogénese de plantas sexuais e apomiticas, BbrizIPT9 em
megasporogénese e megagametogénese de plantas sexuais e BbrizLOG nos estadios finais da
megasporogénese e inicio da megagametogénese em plantas apomiticas. Os transcritos de
BbrizGID1 foram detectados na célula mde do megasporo (CMM) de B. brizantha sexual e
apomitica. Somente nas plantas apomiticas, a expressdo foi também observada nas células
nucelares, regido na qual as células iniciais aposporicas se diferenciam para formar o SE de
plantas apomiticas. BbrizIPT9 apresentou forte expressdo na CMM, tanto de plantas
apomiticas como de sexuais. Os transcritos de BbrizLOG foram detectados na CMM e
fortemente na célula inicial apospérica, célula que formara o SE do tipo Panicum em plantas
apomiticas. A expressdo dos genes AtGIDla e AtGID1b de Arabidopsis thaliana foi
localizada nos tegumentos interno e externo dos évulos desta planta modelo, sem expressao
na CMM e nas células nucelares. A superexpressao ectopica de AtGID1la sob controle dos
promotores p35S e pSTK, assim como a auséncia de expressdo de AtIPT9 em mutante de A.
thaliana ocasionaram a diferenciacdo de células semelhantes & CMM na regido nucelar,
sugerindo a associacdo destes genes com o desenvolvimento do 6vulo e SE. Das células
semelhantes a CMM, detectadas em plantas superexpressando AtGID1a, apenas uma célula
por 6vulo mostrou identidade de CMM, tampouco foram observados duplos SE em 6vulos
maduros, sugerindo que apenas uma CMM entrou no processo de gametogénese. N0sso
estudo demonstrou que BbrizGID1, BbrizIPT9 e BbrizLOG atuam nos estadios iniciais do
desenvolvimento dos SE de plantas apomiticas e sexuais e contribui para a compreensdo do
controle genético da apomixia.

Palavras-chave: apomixia, Brachiaria brizantha, fitormonios, desenvolvimento do dvulo,
reproducéo de plantas.



ABSTRACT

Brachiaria brizantha, forage of the Poaceae family, has plants of sexual or asexual
reproduction by apomixis. The main differences in the reproductive development of these
plants occur in the ovaries, leading to the formation of embryo sacs (ES) of the Polygonum-
type in sexual plants and of the Panicum-type in apomicts. In sexual plants, plant hormones
are related to the control of primordia initiation and number of ovules, and in the formation of
the integuments, however, there are no studies on their role in the ES differentiation of
apomictic plants. The aim of this work was to characterize the expression of genes associated
with plant hormones from RNA-Seq libraries of ovaries at megasporogenesis and
megagametogenesis stages of B. brizantha, with the typical ES development of sexual and
apomictic plants. Analysis of these RNA-Seq libraries showed genes differentially expressed
in the two reproductive modes and associated with the plant hormones. Among them were
studied: BbrizGID1, 92% similar to the gibberellin receptor GID1 gene (GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF1), BbrizIPT9, 90% similar to the IPT9
(ISOPENTENILTRANSFERASE 9), related to the cytokinin biosynthesis and BbrizLOG,
100% similar to the LOG (LONELY GUY), associated with the cytokinin activation. These
genes were detected in sexual and apomictic genotypes of B. brizantha. They showed
differential expression at different stages of ES development. BbrizGID1 displayed higher
expression in the ovaries at early megasporogenesis of sexual and apomictic plants,
BbrizIPT9 in megasporogenesis and megagametogenesis of sexual plants and BbrizLOG in
the latter megasporogenesis and early megagametogenesis of apomictic plants. BbrizGID1
transcripts were detected in the megaspore mother cell (MMC) of sexual and apomictic B.
brizantha. Only in the apomictic plants, expression was also observed in the surrounding
nucellar cells, a region in which aposporous initial cells differentiate to form the ES of
apomitic plants. BbrizIPT9 showed strong expression in MMC of both apomictic and sexual
plants. BbrizLOG transcripts were detected in the MMC and strongly in the aposporous initial
cells, cell which will form the ES of Panicum-type of apomictic plants. The expression of the
AtGID1a and AtGID1b genes of Arabidopsis thaliana was localized in the inner and outer
integuments of the ovules of this model plant, with no expression in the MMC and nucellar
cells. AtGID1a ectopic overexpression under the control of the p35S and pSTK promoters,
and also the absence of AtIPT9 expression in A. thaliana mutant showed the formation of
MMC-like cells in the nucellus, suggesting the association of these genes with the ovule and
ES development. In plants overexpressing AtGIDl1a, only one MMC-like cell per ovule
showed MMC identity, nor more than one ES were observed in mature ovules, suggesting that
only one MMC entered the gametogenesis process. Our study demonstrated that BbrizGID1,
BbrizIPT9 and BbrizLOG act in the early stages of ES development of apomictic and sexual
plants and contributes to the understanding of the genetic control of apomixis.

Key words: apomixis, Brachiaria brizantha, plant hormones, ovule development, plant
reproduction.
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Figura 26. Ovulos de plantas selvagens e linhagens transgénicas pSTK::AtGlD1a e p35S::AtGlD1a de
Arabidopsis thaliana nas principais fases do desenvolvimento do 6vulo. A — F = Ovulos de plantas
selvagens do ecdtipo Columbia durante o desenvolvimento do SE. A - Estadio finger-like (2-I)
mostrando a CMM (seta). B — C Estadio 2-111 (B) e FG1 (C) indicando o inicio do desenvolvimento
dos tegumentos interno (ti) e externo (te) e CMMs (setas). D - Estadio FG2 evidenciando os
megasporos em degeneracdo (asteriscos) e 0 megasporo funcional (setas). E - FG3 apresentando
megasporos degenerados e SE (seta). F - Ovulo maduro no estadio FG6, a seta indica a célula central.
G — O = Linhagem transgénica pSTK::AtGID1a. G — H Estadio de finger-like (2-1), mostrando a CMM
(setas) e células adicionais semelhantes 8 CMM (cabegas de seta). | — L Estadio 2-111 mostrando o
inicio do desenvolvimento dos tegumentos interno (ti) e externo (te), CMMs (setas) e células
semelhantes a CMM (cabecas de seta). M — N FG1 mostrando os megéasporos em degeneragdo
(asteriscos), megasporo funcional (setas) e tegumentos internos (ti) e externos (te) bem desenvolvidos.
O - Estadio FGB6, a seta indica a célula central. P — W = Linhagem transgénica p35S::AtGIDla. P — Q
Estadio de finger-like (2-1), visualizando a CMM (setas) e células semelhantes a CMM (cabegas de
seta). R — S Estadio 2-111 mostrando a CMM (setas) e o inicio do desenvolvimento dos tegumentos
interno (ti) e externo (te). T - Representa uma tétrade (cabeca de seta) e tegumentos interno (ti) e
externo (te) em desenvolvimento. U - FG1 mostrando o megasporo funcional (seta), megasporos
degenerados (asteriscos) e tegumentos bem desenvolvidos. V - FG4 mostrando o SE constituido por
quatro ndcleos, dois nucleos no po6lo micropilar e calazal (cabegas de seta). W — Estadio FG6
apresentando células antipodas (seta) e os trés nucleos no pélo micropilar (cabega de seta). CMM =
celula mée do megéasporo. SE = saco embrionario; Barras: A —B =20 pum; C = 10 um; D — F = 20 um;
G-H=100 um; 1 =50 pm; J — K =25 pum; L =100 pm, M =5 um; N =100 pm; O =10 um; P - Q
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Figura 27. Comparacdo entre o nimero de Ovulos com células adicionais semelhantes a CMM de
plantas selvagens e transgénicas, pSTK::AtGID1a e p35S::AtGID1a, de Arabidopsis thaliana. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre o numero de células adicionais
semelhantes a CMM de plantas transgénicas e de tipo selvagem, independentemente do promotor
utilizado para a superexpressdo de AtGIDla, pSTK (p = 0,009) ou p35S (p = 0,013). WT: tipo
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Figura 28. Os Ovulos de Arabidopsis thaliana da linhagem transgénica pKNU::nIsYFP
superexpressando AtGID1a sob o controle de p35S, com a CMM marcada com a fluorescéncia YFP.
A - Ovulos no estadio 2-111 com duas células, CMM (seta) e outra célula adicional semelhantes &
CMM (cabega de seta). B - Ovulo no mesmo momento do anterior usando luz UV e mostrou sinal de
fluorescéncia somente em uma célula, CMM (seta), e ndo apresentou sinal nas células adicionais
semelhantes 8 CMM das plantas transgénicas. C - Ovulos no estadio de finger-like (2-1), ilustrando a
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Figura 29. Comparacdo entre o numero de sementes por siliqua nas plantas transgénicas
pSTK::AtGID1a e p35S::AtGID1a em relacdo as plantas de tipo selvagem (WT). Letras diferentes
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plantas transgénicas que expressam ectopicamente AtGID1a, independente do promotor utilizado,
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Figura 30. Estrutura gendémica do gene AtIPT9 (AT5G20040.3) de A. thaliana. O local de insercéo do
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Figura 31. Analise de expressdo por RT-gPCR de AtIPT9 em plantas mutantes ipt9 e selvagens de
Arabidopsis thaliana. As barras representam o desvio padrdo com base na média de trés réplicas
bioldgicas. Actin8 e Ubiquitin10 foram utilizados como o gene de referéncia. WT: tipo selvagem
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Figura 32. Ovulos de Arabidopsis thaliana selvagens ec6tipo Columbia (A — F) e mutantes ipt9 (G —
K) nos principais estadios de desenvolvimento do évulo. A - Estadio finger-like (2-1) mostrando a
CMM (seta) e a célula adicional semelhante 8 CMM (seta fina). B — C Estéadio 2-I11 (B) e FG1 (C)
mostrando o desenvolvimento dos tegumentos internos (ti) e externos (te) e CMMs (setas). D - FG2
mostrando os megasporos em degeneracdo (asteriscos) e o megasporo funcional (setas). E - FG3
apresentando megasporos em degeneragdo (asteriscos) e o gametdfito feminino em desenvolvimento
(seta). F - Ovulo maduro no estadio de FG6, a seta indica a célula central. G - Estadio finger-like (2-1)
mostrando a CMM (seta) e a célula adicional semelhante 8 CMM (seta fina). H - FGO mostrando o
inicio do desenvolvimento dos tegumentos interno (ti) e externo (te) e seta mostrando a CMM. | -
Ovulos nos estadios de FG1 mostrando o desenvolvimento dos tegumentos interno (ti) e externo (te),
megasporos em degeneracgdo (asteriscos) e diferenciacdo do megasporo funcional (seta). J - Estadio
FG3 mostrando o saco embrionario imaturo binuclear (seta). K - Ovulo maduro FG6, seta indica o
aparatato da oosfera. CMM = célula mae do megasporo. Barras=A-B=20um; C=10um; D -F =
20 UmM; G =200 UM T — K = 20 ML et nre e e 87
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linhagens selvagens e mutantes de Arabidopsis thaliana. Letras diferentes indicam diferengas
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1 INTRODUCAO
1.1 Brachiaria

Brachiaria, género da familia Poaceae, possui as principais espécies de forrageiras
mais cultivadas e economicamente importantes no Brasil (ARAUJO et al., 2008). Isso se deve
principalmente a boa adaptacdo dessas forrageiras a diferentes tipos de solo, ao estresse
hidrico e a tolerancia a pragas, além de apresentar boa qualidade nutricional para o gado
(VALLE et al., 2004). O género foi introduzido na América do Sul no século XVIII, e possui
cerca de 100 espécies distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais (RENVOIZE et al.,
1996). Nestas espécies a reproducdo pode ser sexual ou assexual por apomixia, com progénies

gue sao geneticamente idénticas a planta méae.

Algumas espécies do género Brachiaria passaram a ser consideradas como
pertencentes ao género Urochloa (SHIRASUNA, 2010), no entanto, os taxonomistas e a
curadoria de gramineas forrageiras da Embrapa sugerem novos estudos para melhor entender
as relacBes entre essas espécies e géneros e orientam que seja mantida a denominacdo

Brachiaria indicando-se a sinonimia com Urochloa na primeira citacdo (VALLE, 2010).

As principais espeécies de Brachiaria participam com 87% das sementes
comercializadas no Brasil, e as mais importantes sdo: B. brizantha, B. decumbens, B.
humidicola e B. ruziziensis (KARIA et al., 2006). Todas as plantas apomiticas de Brachiaria
caracterizadas até o momento sdo poliploides, geralmente tetraploides com 2n=4x=36,
enquanto as plantas sexuais em geral sao dipldides, 2n=2x=18 (VALLE et al., 2004). Dentro
de uma mesma espécie existem plantas de ambos os modos de reproducdo como em B.
decumbens e B. brizantha (Syn. Urochloa brizantha), objeto deste trabalho (Figura 1). Esta
caracteristica as torna um sistema apropriado para estudos comparativos, sobretudo de

determinacéo das vias moleculares envolvidas na reproducéo.

O género Brachiaria € composto por espécies herbaceas, com inflorescéncias
terminais do tipo panicula com dois ou até cinco racemos que sustentam as espiguetas
dispostas em duas fileiras, cada espigueta desenvolve duas flores, uma masculina e uma
hermafrodita (CARNEIRO; DUSI, 2002). Analises morfoldgicas do desenvolvimento do
ovario em plantas sexuais e apomiticas mostraram que a formacdo do megagametofito ou

gametdfito feminino ou saco embrionario (SE) e o desenvolvimento de sementes sdo
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diferentes em plantas de modos distintos de reproducédo, plantas apomiticas apresentam SE
tipo Panicum e, plantas sexuais, tipo Polygonum (ARAUJO et al., 2000).

Figura 1. Brachiaria brizantha. A - Campo experimental da Embrapa Cenargen. B -
Inflorescéncia de B. brizantha em antese. C - Detalhe do racemo mostrando as espiguetas
antes e depois da antese.

1.2 Modos de reproducéo sexual e apomitica

Em angiospermas, o desenvolvimento do évulo se inicia com a formag&o do primordio
do évulo, uma protusdo semelhante a dedos (“finger-like) do tecido placentario do ovario. O
desenvolvimento do SE se inicia com a diferenciacdo de uma célula sub-epidermal do nucelo
que ira se diferenciar em célula mde do megasporo (CMM). A CMM sofrerd meiose,
formando quatro megasporos haploides. Trés deles degeneram, e somente um megasporo
sobrevivente ird4 se tornar funcional, aquele mais préximo a regido chalazal. Ao mesmo
tempo, células da epiderme se dividem para formar duas células primordiais, que irdo formar
0s tegumentos interno e externo. Enquanto os megasporos ndo funcionais sofrem morte
celular, o megasporo funcional aumenta de tamanho e passa por trés divisGes mitoticas e
celularizacdo resultando na formacdo de um SE tipico de plantas com reproducdo sexual, do
tipo Polygonum com oito nucleos e sete células: trés antipodas, uma célula central diploide,
duas sinérgides e uma oosfera (SCHNEITZ, KAY et al, 1995; GROSSNIKLAUS;
SCHNEITZ, 1998; YANG et al., 2010). Dupla fecunda¢do ocorre no 6vulo quando uma
celula espermatica se funde com a oosfera e outra com a célula central dando origem,
respectivamente, ao zigoto diploide, precursor do embrido, e ao endosperma triploide (DUSI,
2001) (Figura 2).

A apomixia ocorre em 15% das familias das angiospermas, 75% das familias Poaceae,
Asteraceae e Rosaceae (DALL’AGNOL; SCHIFINO-WITTMANN, 2012). Ha dois tipos
principais de apomixia: gametofitica e esporofitica (ASKER; JERLING, 1992). A primeira

ocorre especialmente em gramineas forrageiras como dos géneros Brachiaria, Cenchrus,
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Panicum, Paspalum, Poa. Na apomixia gametofitica ha formacéo de um SE n&o reduzido por:
- diplosporia, a CMM ndo sofre meiose, ou - aposporia, células somaticas do nucelo
(NOGLER, 1984). Nos SE néo reduzidos, ha desenvolvimento do embrido a partir da oosfera
(partenogénese). O endosperma pode desenvolver-se também autonomamente, ou seja,
somente a partir dos ndcleos polares (sem a polinizacdo), ou pela unido do nucleo espermético
com os nucleos polares (pseudogamia). Na apomixia esporofitica, como ocorre em espécies
de Citrus e Mangifera, ndo ha formacéo de SE, mas os embrides diploides desenvolvem-se
diretamente de células dos envoltoérios do 6vulo (DALL’AGNOL; SCHIFINO-WITTMANN,
2012).

A reproducdo apomitica descrita para plantas de B. brizantha é do tipo apospdrica
(VALLE; MILES, 1992) (Figura 2). Neste modo de reproducdo assexuado, a CMM sofre
meiose para formar quatro megasporos, no entanto, todos os quatro megasporos degeneram e,
ao mesmo tempo, células nucelares perto da CMM se diferenciam em células iniciais
aposporicas, células que sofrerdo duas mitoses para formar um coendécito com quatro nucleos
posicionados no mesmo polo. Apds celularizagdo, SE ndo reduzido do tipo Panicum é
formado, contendo apenas quatro células diploides: a oosfera, a célula central, e duas
sinérgides (ARAUJO et al., 2000; ALVES et al., 2001).

A auséncia de células antipodas e a natureza ndo reduzida das células sdo
caracteristicas do SE do tipo Panicum. Além disso, mais de uma célula inicial aposporica
pode se desenvolver, e assim formar mais do que um SE. Se um megasporo chalazal
sobrevive, um SE de tipo Polygonum pode ser encontrado sozinho ou ao lado de um SE
aposporico. Em B. brizantha cv. Marandu, este foi encontrado em apenas 2% dos 6vulos
(ARAUJO et al., 2000). Enquanto os embribes se desenvolvem de forma autbnoma, o nucleo
polar deve ser fecundado para a formacdo do endosperma, apomixia pseudogamica (ALVES
et al., 2001). O desenvolvimento das anteras parece ser idéntico em plantas sexuais e
apomiticas de Brachiaria (LUTTS et al., 1994; DUSI; WILLEMSE, 1999).
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Figura 2. Esquema simplificado da reproducdo sexual e apomitica (aposporica), que ocorre
em Brachiaria brizantha, mostrando que o saco embrionario (SE) do tipo Polygonum, tipico
de plantas com reproducdo sexual, com oito nucleos, se desenvolve a partir de um megasporo
funcional, ap6s degeneracdo de trés megasporos, e pela fecundacdo da oosfera garante a
variabilidade genética da progénie. Ja na reproducdo apomitica uma célula nucelar se
desenvolve para a formacdo do saco embrionario do tipo Panicum, com quatro ndcleos, sendo
a fertilizacdo necessaria somente para o desenvolvimento do endosperma (pseudogamia), e a
progénie é idéntica a planta-mée (Baseado em CARNEIRO; DUSI, 2002).

Pistilos de B. brizantha foram previamente classificados em quatro diferentes estadios
de desenvolvimento, baseado no comprimento e na morfologia dos estigmas (ARAUJO, et al.,
2000). Estadios | e Il contém dvulos em megasporogenése, ja os estadios Il e IV contém
ovulos em megagametogenénese. Estadio | inclui pistilos de aproximadamente 0,48 mm de
comprimento com a presenca de células nucelares e CMM, nas plantas sexuais e apomiticas;
estadio 11, 1,38 mm de estigmas alongados, presenca de Al nas plantas apomiticas e
megasporos no SE mitotico; estadio I11 apresenta o estigma com o comprimento de 2,36 mm,
presenca do SE imaturo, trés ou cinco SE imaturos nas plantas apomiticas e apenas um SE no

inicio do desenvolvimento em plantas de reproducdo sexual; estadio 1V com pistilos de 3,63
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mm de comprimento e j& apresentam SE maduro, tipo Panicum, nas plantas apomiticas e o SE
do tipo Polygonum nas plantas sexuais (RODRIGUES, et al., 2003).

Os acessos sexuais de B. brizantha sdo geralmente considerados pouco férteis
(VALLE; SAVIDAN, 1996). Araujo et al., (2007) sugeriram que a baixa fertilidade ndo seja
proveniente de alteragdes no desenvolvimento floral e na estrutura dos gametas, ou na
rejeicdo do tubo polinico, mas muito provavelmente uma consequéncia de depressao por
endogamia, onde ocorre o acimulo de alelos recessivos deletérios devido ao cruzamento de
individuos aparentados. Estes autores fizeram a caracterizagdo morfoldgica do Gnico genotipo
sexual de B. brizantha e verificaram que a taxa de aborto foi gradualmente aumentando de

dois até sete dias apds a antese.
1.3 Interesse no estudo da apomixia

O modo de reproducéo por apomixia é considerado um desafio na agricultura. Por um
lado, seus genes reguladores poderdo ser usados para fixacdo de genétipos de interesse e por
outro, a quebra da apomixia € necessaria para permitir a hibridizacdo e melhoramento de
variedades apomiticas (CARNEIRO; DUSI, 2004). A apomixia proporciona a clonagem de
plantas por sementes resultando em descendéncia constituida por réplicas genéticas exatas do
progenitor feminino, pois os embrides sdo derivados do desenvolvimento partenogénico de
células somaticas e por isso tem importante papel como ferramenta no melhoramento. A
heranca da apomixia é dominante e ligada a um Unico locus genético em B. brizantha
(VALLE et al., 2004), o que fundamenta a procura de genes envolvidos no processo de

reproducdo por apomixia.

A fixacdo do vigor hibrido por meio da apomixia € um objetivo desejavel para
agricultores e deverd ter um impacto na producdo de alimentos e na agricultura. A fixacéo de
um dado gendtipo ocorre naturalmente em espécies que exibem um tipo de semente
apomitica, no entanto, apesar de muitos esforcos, ainda néo foi possivel introduzir apomixia
em espécies de culturas domesticadas (BARCACCIA; ALBERTINI, 2013). A desregulacéo
dos genes associados com a megasporogénese poderia redirecionar o caminho do
desenvolvimento do gametofito alterando a sua forma de reproducéo para a apomixia, uma
evidéncia que apoia esta ideia é de que as caracteristicas de formacéo de ovario e de embrido

apomiticos foram encontradas em plantas mutantes sexuais (TUCKER et al., 2003).
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Se 0s mecanismos da reproducdo apomitica forem conhecidos, tecnologias visando
seu controle poderdo ser geradas. Essas sementes poderdo ser produzidas por muitas geracoes
sem perder o vigor ou ter alteracdo de gendtipo, o que seria importante para a reducdo de
custos de producdo, pois boa parte dos gastos iniciais de cultura referem-se a aquisicdo de
sementes (SPILLANE et al., 2004). No melhoramento genético, a possibilidade de controle
dos mecanismos de reproducdo por apomixia poderd contribuir para 0 aumento da
variabilidade genética. No entanto, o desenvolvimento da tecnologia na agricultura devera
exigir um conhecimento mais profundo dos mecanismos que regulam o desenvolvimento
reprodutivo em plantas apomiticas, que serd aumentada pela identificacdo de genes que séo
diferencialmente expressos especificamente ou durante a formacdo do SE e de embrides. Ao
longo das duas dltimas décadas, buscou-se o isolamento de genes nas principais etapas de
controle da via apomitica para producdo de plantas por engenharia genética com fendtipos
parecidos com os apomiticos (BARCACCIA; ALBERTINI, 2013).

1.4 Identificacdo de sequéncias especificas de ovarios de B. brizantha

Os principais eventos reprodutivos, como a diferenciacdo das células que irdo
constituir o SE, bem como a formacéo do évulo ocorrem dentro dos ovarios, por isso o estudo
de genes expressos neste 6rgdo se torna muito promissor para entender 0os mecanismos da
reproducdo. Em B. brizantha a identificacdo de genes que sdo diferencialmente expressos
entre plantas apomiticas e sexuais, durante os estadios de desenvolvimento do évulo, é uma

excelente forma para os estudos relacionados com a apomixia.

Em B. brizantha, os primeiros estudos moleculares levaram a identificacdo de 11
genes diferencialmente expressos em ovarios de plantas de reproducdo apomitica e sexual,
nos estadios de megasporogénese e megagametogénese, sendo seis deles provenientes de
ovarios de plantas apomiticas, dois de plantas sexuais e trés de apomiticas e sexuais mas em
diferentes estadios de desenvolvimento (RODRIGUES, et al., 2003). Entre elas, Alves, et al.
(2007) reportaram o padrdo de expressdo espacial e temporal de trés sequéncias com
identidade molecular a miosina, aquaporina e MAP-quinase (proteinas quinases ativadas por
mitogenos), chamadas de BbrizMYO, BbrizAQP e BbrizMAPK, respectivamente, durante o
desenvolvimento do ovério de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha. Os transcritos
BbrizAQP e BbrizMAPK tiveram a sua expressao restrita ao SE do tipo Panicum em estadios

posteriores de desenvolvimento do ovario, sugerindo um importante papel na maturacdo do



23

SE durante o desenvolvimento de ovarios das plantas apomiticas. Lacerda et al. (2013)
caracterizaram trés sequéncias de cDNAs de ovarios de B. brizantha (CL 09, CL10, e CL21)
que apresentaram similaridade com genes que codificam proteinas ribossomais, BbrizRPS8,
BbrizRPS15a, e BbrizRPL41, as quais mostraram alta expressdo em ovarios, anteras e raizes,
tecidos mitoticamente ativos quando comparados com as folhas. A expresséo foi localizada
em todos os estadios de desenvolvimento dos ovérios, exceto para BbrizS15a, o qual foi
detectado somente nas sinérgides de plantas apomiticas, esta expressao diferencial pode estar
relacionada com o desenvolvimento autbnomo da oosfera ndo reduzida. A expresséo similar
de BbrizRPS8 e BbrizRPL41 sugere que estes genes podem estar envolvidos em atividades de
regulacdo do crescimento e desenvolvimento de ovarios e anteras, independentemente do

modo de reproducdo.

A partir de um banco de cDNA construido com quatro diferentes bibliotecas de EST
(Expressed Sequence-Tags), nos estadios de megasporogénese e megagamentogénese, de
ovarios de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha, Silveira, et al. (2012) identificaram
nove ESTs de expressao diferencial em ovarios de plantas apomiticas, comparadas com os de
plantas sexuais, quatro deles mostraram possivel envolvimento nas etapas iniciais de
diferenciacdo do SE do tipo Panicum, um sendo relacionado com a resposta ao estresse,
BbrizStill (Stress induced protein - Stil), outro com uma helicase, BbrizHelic e dois ESTs
relacionados com a sintese de auxina, BbrizSec13 (Secl3 type protein) e BbrizRan (Ran
related to GTP). A alta expresséo dos genes BbrizStill, BbrizSec13 e BbrizRan foi observada
por RT-gPCR em ovarios jovens, nos momentos de diferenciacdo das células iniciais

aposparicas.

Guimardes et al. (2013) analisaram e caracterizaram a expressdo dos genes MADS-
box de B. brizantha, similar ao AGL6 de Zea mays e as analises filogenéticas indicaram que
BbrizAGL6 pertence a subfamilia de proteinas semelhante ao gene AGL6. BbrizAGL6
apresentou expressao diferencial em plantas sexuais e apomiticas, sendo restrita aos tecidos
reprodutivos. Ovarios de plantas sexuais mostraram maior expressao quando comparados com
aqueles de plantas apomiticas, sendo a maior expressdo encontrada no estadio Il de plantas
sexuais, correspondendo aos 6vulos no estadio de megasporogénese. No desenvolvimento das
anteras, a expressao de BbrizAGL6 foi menor quando comparado com o desenvolvimento dos
ovarios. Transcritos de BbrizAGL6 foram localizados na CMM de ovéarios apomiticos e

sexuais e em regides onde as células iniciais aposporicas se diferenciam, no nucelo de plantas
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apomiticas, sugerindo um papel deste gene na megasporogénese de plantas apomiticas e

sexuais de B. brizantha.

Outros genes tiveram expressdo semelhante em B. brizantha, como no caso de
transcritos de BbrizSERK que tiveram a sua expressédo identificado por hibridizacdo in situ
somente na CMM de plantas sexuais, podendo indicar que na planta apomitica ocorre uma
desregulacdo ou repressdo de certos genes antes que a meiose aconteca, interferindo na
viabilidade dos produtos da divisdo meidtica (KOEHLER, 2010). Em Poa pratensis
transcritos de SERK foram detectados em CMM de plantas sexuais, mas ndo em plantas
apomiticas. Nesta, a expressdo foi observada nas células nucelares neste mesmo estadio,
sugerido que PpSERK participa no desenvolvimento dos SE de plantas apomiticas
(ALBERTINI et al., 2005). Podio et al., (2014), em estudos com Paspalum notatum
identificaram dois diferentes membros da familia SERK (PnSERK1 e PnSERK2) e sua
expressdo em tecidos vegetativos e reprodutivos de gendtipos apomiticos e sexuais foi
caracterizada. PnSERK2 apresentou forte expessao nas células nucelares e em parte dos
tegumentos de plantas apomiticas, e em plantas sexuais foi observado hibridizacdo somente
na CMM. Andlise de expressdo quantitativa mostrou que PnSERK?2 ¢é significativamente mais
expresso no genotipo de plantas apomiticas comparado com 0s sexuais na pré-meiose e pos-
meiose, mas decresce na antese. PNSERK2 parece ser ativo na planta CMM de plantas
sexuais, mas reprimido no nucelo de plantas apomiticas. Estes resultados sugerem que a
expressao diferencial de PnSERK2 pode estar associado com a ocorréncia de aposporia nesta
espécie.

Quatro bibliotecas de RNA-Seq foram construidas a partir de cDNA de um pool de
ovarios, nos estadios de megasporogénese e megagametogénese, de plantas apomiticas e
sexuais de B. brizantha. A montagem do transcriptoma foi realizada tendo como base o
genoma de Brachiaria ruziziensis (SILVA et al., 2013) que gerou cerca de 31.000 transcritos,
indicando um conjunto de genes diferencialmente expressos durante o desenvolvimento dos
ovarios de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha (CARNEIRO et al., 2013). Nestas
bibliotecas de RNA-Seq foram prospectados genes similares aos associados as vias de
fitormonios e sua expressdo comparada em ovarios de B. brizantha em diferentes estadios de
desenvolvimento. Entre eles: - GID1 (Gibberellin Insensitive Dwarfl), receptor de giberelina,
primeiramente identificado em arroz (UEGUCHI-TANAKA et al., 2005), nomeado de
BbrizGID1; - IPT9 (isopentenyltransferase 9) de A. thaliana (TAKEI, et al.,, 2001),
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relacionado com a biossintese de citocinina, chamado de BbrizIPT9 e - LOG (LONELY GUY),
primeiramente caracterizado em arroz (Kurakawa et al., 2007), relacionado com a ativacdo da
citocinina, nomeado BbrizLOG. Estes trés genes foram selecionados e estudados neste

trabalho, devido principalmente, a sua expresséo diferencial detectada no banco de RNA-Seq.

Os genes BbrizGID1 e BbrizLOG apresentaram maior expressao no banco de RNA-
seq de ovarios de plantas apomiticas quando comparados com os dados de ovarios de plantas
sexuais, sendo o0 gene BbrizGID1 apresentou maior expressdo nos estadios de
megasporogénese (FERREIRA et al., 2017, Apéndice) e o BbrizLOG nos estadios de
megagametogénese. Ja 0 gene BbrizIPT9 apresentou maior expressdo no banco de RNA-seq
de plantas sexuais em comparacdo com os dados de plantas apomiticas, tanto em estadios de

megasporogénese e megagametogénese (CARNEIRO et al., manuscrito em preparacgéo).

1.5 Arabidopsis thaliana como planta modelo

A. thaliana é uma das plantas modelo mais importantes no estudo de crescimento e
desenvolvimento das plantas (Figura 3). Pertence a familia Brassicaceae, que inclui plantas
como Brassica oleracea (repolho) e Brassica rapa (nabo). A. thaliana oferece caracteristicas
importantes para a realizacdo de pesquisas basicas em genética e biologia molecular, como
ciclo de vida curto, de seis a oito semanas desde a germinacgdo até a maturacdo das sementes,
e seu pequeno tamanho e necessidades de crescimento tornam facil a manutencdo em espacos
restritos. Além disso, € uma planta diploide que realiza autofecundacdo e com uma grande
producdo de sementes, facilitando a rapida producdo de progénies (MEINKE et al., 1998).
Uma siliqua proviente de uma inflorescéncia forma em torno de 50 - 60 sementes. Seu
genoma de 125 megabases foi sequenciado no ano 2000 e estd organizado em cinco
cromossomos e contém uma estimativa de 20.000 genes (The Arabidopsis Genome Initiative
2000) e hoje extensos mapas genéticos e fisicos de todos 0s cinco cromossomos estao
disponiveis. Além disso, Agrobacterium tumefaciens pode transformar eficientemente A.
thaliana (CLOUGH, S. J.; BENT, 1998), permitindo a clonagem de genes, bem como a

obten¢édo de mutantes e linhagens superexpressando genes.
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Figura 3. Arabidopsis thaliana. A - Plantulas de A. thaliana ap6s 30 dias de germinacdo em
meio MS (Murashige e Skoog Basal Medium). B — Planta em fase vegetativa e inicio da fase
reprodutiva mostrando as primeiras inflorescéncias. C - Detalhe da inflorescéncia mostrando
0s botdes florais em diversos estadios do desenvolvimento floral. D - Sementes maduras e E -
Detalhe dos pistilos emasculados utilizados para fecundacéo cruzada, barra = Imm.

A megasporogénese em A. thaliana tem sido amplamente descrita e compreende trés
eventos subsequentes, como também observado nas outras plantas de reproducdo sexual: -
formacdo da CMM a partir de tecido diploide do 6vulo emergente; - meiose para produzir
megaspores hapldides e selecdo do megasporo funcional que ira se desenvolver e constituir o
gametofito feminino (GROSSNIKLAUS; SCHNEITZ, 1998).

Os 6vulos iniciam o seu desenvolvimento emergindo como 6érgdos laterais da placenta,
na fase de primoérdios do 6vulo, iniciando como uma protrusdo em forma de dedos, estadio
chamado de finger-like (Figura 4). Neste estadio uma celula subepidérmica distal do dvulo
emergente forma a CMM dipléide. Enquanto isso, as células epidérmicas sofrem divisdes
para formar uma Gnica camada de células, que cerca todo o 6vulo, chamada camada L1
(SCHNEITZ, KAY et al., 1995; GROSSNIKLAUS; SCHNEITZ, 1998). O estagio finger-like
¢ importante para analisar alteragdes na formacdo da CMM, pois é morfologicamente
distinguivel das células nucleares devido ao seu maior volume de citoplasma e ntcleo e ainda
ndo iniciou a fase de divisdes celulares, além disso, alteracbes na fomagdo incial do évulo
também podem ser observadas. Em seguida, a CMM sofre meiose para formar quatro
megasporos haploides que se organizam do pdlo mais distal do 6vulo, regido chalazal, ao polo
mais proximal, na regido da micropila (EDWARD et al., 1997; YADEGARI; DREWS, 2004).
No periodo intermediario, os tegumentos comegcam a crescer e se diferenciam em tegumento
interno e externo. Posteriormente, apenas o megasporo chalazal sobrevive e forma o
megasporo funcional, enquanto os outros degeneram através da morte celular programada.

Em A. thaliana, apds o padrdo monospérico de megasporogénese, inicia-se o0 padrdo de
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megagametogénese, que envolve divisdes mitéticas do megasporo funcional, resultando em
um sincicio de quatro ndcleos com dois ndcleos para cada pélo. Ao final do processo de
megagametogénese € formada uma estrutura de sete células constituida por trés células
antipodas no pdlo chalazal, uma célula central diploide, uma oosfera, e duas células sinérgicas
no polo micropilar, constituindo um SE do tipo Polygonum, caracteristico de plantas sexuais
(YANG et al., 2010) (Figura 4).

Megasporos md
(n) te ti tA
CMM pr
te mf i
ﬁ CMM
meiose
24 2-v

2-11 2V

Finger-like

Figura 4. Esquema ilustrando as principais etapas da megasporogénese em Arabidopsis
thaliana. Estadios sequenciais da megasporogénese (2-1 (finger-like), 2-111, 2-1V e 2-V). A
célula mae do megasporo (CMM) se forma a partir de uma célula subepidérmica na
extremidade distal do primordio do vulo. A CMM sofre meiose e forma quatro megaporos,
trés destes degeneram e 0 megasporo mais proximo a regido chalazal sobrevive e se
desenvolve no megasporo funcional, e ira passar para a fase de megagametogénese.
Abreviagdes: md = megasporos em degeneracdo; mf = megasporo functional; ti = tegumento
interno; te = tegumento externo. Baseado em DREWS; KOLTUNOW (2011).

1.6 Fitorménios e sua relacdo com o desenvolvimento do 6vulo

Os hormonios vegetais sdo reguladores quimicos que induzem efeitos especificos no
crescimento das plantas, e estdo relacionados com uma variedade de funcBes importantes para
0 seu desenvolvimento. Entre as categorias de fitorménios relacionados a divisdo celular,
crescimento e diferenciacdo, destacam-se: auxinas, giberelinas, etileno, brassinosterdide,
acido abscissico e citocininas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Dentre eles, destacam-se as
giberelinas, auxinas e citocininas que estdo diretamente associados com o desenvolvimento do
ovulo. Recentemente, os fitorménios tém sido relacionados com um papel fundamental no
controle da inicia¢do do primoérdio do ovulo, na formacdo do numero de ovulos e também na
correta formacgdo dos tegumentos do 6vulo (BARTRINA et al., 2011; CUCINOTTA et al.,
2014; GOMEZ et al., 2016).
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1.6.1 Giberelinas

As giberelinas constituem uma grande familia de fitormonios diretamente relacionados
ao desenvolvimento e crescimento das plantas, e induzem grande variedade de respostas,
incluindo a germinacdo das sementes, a expansdo foliar, alongamento do caule e raiz,
maturagdo do polen, inducdo floral e desenvolvimento da flor e 6vulos. As giberelinas
também sdo fatores fundamentais para a iniciacdo, crescimento e maturacdo do fruto. Plantas
mutantes que sao deficientes em giberelina exibem um fendtipo ando e florescimento tardio, e
pelo tratamento com giberelina o crescimento normal é restaurado (DAVIERE; ACHARD,
2013).

O receptor de giberelina GID1 (GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1) e as
proteinas DELLA, reguladores negativos das giberelinas, atuam na via de transducéo de sinal
da giberelina em A. thaliana e em arroz (UEGUCHI-TANAKA et al., 2005; GRIFFITHS et
al., 2006). GID1 atua na via de transducdo de sinal de giberelina, mediada por uma familia de
proteinas chamada DELLA, proteinas reguladoras transcricionais que possuem papel chave na
repressao intracelular de resposta a giberelina (GAO et al., 2011). A ligacdo da giberelina
bioativa ao receptor GID1 causa alteracdo conformacional na extensdo N-terminal do GID1,
que restringe e recobre a giberelina, impedindo sua acdo, e esta alteracdo conformacional
também cria superficies hidrofdébicas para a ligacdo de DELLA. A ligacdo de giberelina com
GID1 aumenta a interacdo entre GID1 e DELLA, resultando na rapida degradacéo da proteina

DELLA por meio da ligacdo do complexo ubiquitina ligase E3 (SCF°-YY/¢!P2

) 0 qual degrada
a proteina DELLA via proteassoma 26S (SUN, 2010). Assim, a giberelina promove o
crescimento da planta pela desestabilizacdo e degradacédo das proteinas DELLA, assegurando
o crescimento normal do 6rgdo (HARTWECK; OLSZEWSKI, 2006; SUN, 2010; DAVIERE;

ACHARD, 2013) (Figura 5).

Ueguchi-Tanaka et al. (2005) identificaram GID1, como o unico tipo de receptor de
giberelina em arroz, que codifica uma proteina com similaridade ao lipase hormdnio-sensivel
(LHS). A andlise da superexpressdo de GID1 em arroz mostrou fendtipo hipersensivel a
giberelina, apresentando um fenoétipo de plantas altas, folhas longas de coloracdo verde claro e
fertilidade reduzida quando comparado com o controle. JA& mutantes gidl apresentaram
insensibilidade a giberelina, sugerindo que o GID1 é o Unico receptor de giberelina em arroz
(UEGUCHI-TANAKA et al., 2005).
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Ativacao da GA -—
DELLA
Ntcleo
GID2/SLY1 Proteassoma 265

DELLA DELLA —_—

Ativacdo da GA

Figura 5. Esquema representando a atuacdo do receptor de giberelina (GID1) e sua acgdo
integrada com a giberelina e as proteinas DELLA. Na presenca de giberelina (GA), o receptor
GID1 se liga ao fitorménio formando um complexo GID1-GA, que sofre uma alteracao
conformacional que proporciona a interagdo com a proteina DELLA, resultando na
poliubiquitinagdo da proteina DELLA via complexo SCFC'PZSHY1 e posteriormente, a
proteina DELLA é degradada através da via do proteassoma 26S e, como consequéncia, a
acao da giberelina é ativada. Na auséncia de GA, sua acdo é reprimida pela acdo proteina
DELLA. Baseado em HIRANO et al., (2008). GA: giberelina; Ub, ubiquitina.

Em A. thaliana foram identificados trés genes ortélogos ao receptor de giberelina,
AtGID1a, AtGID1b e AtGID1c (GRIFFITHS et al., 2006). Uma complementagédo funcional
destes trés genes ortélogos a GID1 em A. thaliana foi sugerida, pois a analise dos mutantes
simples de cada um em separado nao apresentou defeitos fenotipicos graves. A analise
funcional dos duplos mutantes gidla gidlb apresentou reducdo na fertilidade, enquanto os
duplos mutantes gidla gidlc, além da fertilidade reduzida, apresentaram frutos com
comprimento reduzido e o duplo mutante gidlb gidlc ndo mostrou diferenca fenotipica em
relacdo as plantas do tipo selvagem (GRIFFITHS et al., 2006; GALLEGO-GIRALDO et al.,
2014). O triplo mutante gidla gidlb gidlc apresentou defeitos na morfologia do érgéo floral,
com reducéo de pistilos, auséncia de crescimento da parte aérea e flores, resultando em uma
planta and e completamente infértil, fenotipo mais drastico do que aquele encontrado para
mutantes gal-3 que possuem deficiéncia extrema de giberelina. Além disso, este triplo
mutante apresentou insensibilidade a adi¢do de giberelina, indicando que GID1 (a, b, ¢) é 0

unico receptor de giberelina em A. thaliana (GRIFFITHS et al., 2006).

Consistente com o papel da giberelina nos processos de regulacdo do crescimento ao
longo do ciclo de vida da planta, a expressdao dos genes AtGID1a, AtGID1b e AtGID1c foi
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detectada em todos os tecidos analisados, sendo eles: flores, siliquas, caules, raizes e
sementes, no entanto, algumas diferencas no perfil de expressdo indicaram alguma
especificidade em determinados tecidos. O padrdo de expressdo destes trés genes em antese,
foi analisado e caracterizado em A. thaliana utilizando construgdes com GUS,
pAtGID1::AtGID1-GUS. GIDla apresentou sinal de expresséo em todos os tecidos,
envolvendo principalmente o SE, GID1b apenas na regido chalazal do évulo e GID1c apenas

em valvulas, ndo apresentando expressdo em ovulos (GALLEGO-GIRALDO et al., 2014).

As caracteristicas fenotipicas do mutante gid1-1 em arroz, tais como o fenétipo ando e
a insensibilidade a giberelina, foram restauradas com a superexpressdo dos genes AtGID1a,
AtGID1b e AtGID1c de A. thaliana (NAKAJIMA et al., 2006), mostrando uma conservacao

natural de GID1 entre estas espécies.

Recentemente, foi apontada a primeira evidéncia sobre um papel da giberelina no
desenvolvimento de 6vulos e sementes de A. thaliana pelo estudo das proteinas DELLA
(GOMEZ et al., 2016). Estas proteinas, reguladoras negativas de giberelina, participam na
formacgdo correta dos tegumentos do dévulo e no desenvolvimento de sementes, como
analisado no mutante della global (o mutante quintuplo gaiT6 rgaT2 rgll-1 rgl2-1 rgl3-1).
Este mutante, sem a presenca de proteinas DELLA, apresentou tegumentos curtos e nenhuma
alteracdo entre as camadas de células dos tegumentos interno e externo, houve defeitos na
formacdo da testa das sementes. Foi também verificado que o numero de abortos aumentou e
a densidade de sementes por fruto foi reduzida (GOMEZ et al., 2016).

Em A. thaliana, o papel do GID1 esta associado ao crescimento e & maturacdo de
frutos (GALLEGO-GIRALDO et al., 2014), no entanto, o papel do GID1 no desenvolvimento
do évulo ainda ndo estéa claro. Estudos relacionados ao GID1 podem contribuir para esclarecer
0s mecanismos subjacentes a giberelina no desenvolvimento do 6vulo, bem como a sua

participacao no desenvolvimento diferencial inicial das plantas sexuais e apomiticas.
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1.6.2 Auxinas

A auxina é um regulador chave para muitos aspectos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo a formacdo de érgédos florais e padrGes de tecido
vascular, além de estimular o crescimento diferencial em resposta a gravidade ou estimulos de
luz (SONG et al., 2009; ZHAO, 2010). Para a formacéo da placenta e o desenvolvimento dos
ovulos é necessaria a presenca de auxinas. A reducao da biossintese ou transporte de auxina
local ocasiona defeitos graves no desenvolvimento do pistilo, com a consequente perda de
tecido placentario e évulos (NEMHAUSER et al., 2000).

Auxina é a chave reguladora para o destino de varias células na origem do primoérdio
floral (SONG et al., 2009). A diferenca de concentracdo da auxina pode ser gerada por seu
transporte apolar ou sintese localizada de auxina nas células, e pode fornecer a informacéo
posicional necessaria para a formacdo de um primordio floral e tem papel essencial na
especificidade e modelo de formagdo dos 6rgédos florais (CHENG et al., 2007). Anélise de
mutantes de A. thaliana com flores anormais mostrou que as mutagdes estavam relacionadas
com aspectos da via de auxina. O numero e a identidade de érgdos florais também foram
drasticamente alterados em mutantes de auxina. A interrupc¢do das vias de auxina afeta todos
os tipos de 6rgdos florais, e causa enorme variacdo da floracdo, sugerindo que a formacéo dos
orgdos florais depende de um gradiente de auxina local que é criado e mantido pela
biossintese de auxina e transporte polar. Se o sistema de transporte polar de auxina é
comprometido, sua distribuicdo é interrompida e a formacdo dos 6rgéos florais é iniciada de
acordo com a concentracdo de auxina local transiente que pode variar de um érgdo floral para
outro (CHENG et al., 2007).

O local de acumulo de auxina fornece sinais posicionais para 0s multiplos processos
de desenvolvimento, tais como a formacéo e alongamento do meristema apical do eixo apical-
basal, organogénese e diferenciacdo vascular (SU et al., 2011). Foi sugerida, além disso, a
existéncia de um gradiente de auxina no SE feminino de A. thaliana o qual seria responsavel
pela especificagdo das células que o constituem (PAGNUSSAT et al., 2009), bem como a
formacéo do primordio do ovulo em A. thaliana (GALBIATI et al., 2013). Modelos teoricos
matematicos e experimentais ndo corroboraram a existéncia de gradiente de auxina suficiente

0 bastante para permitir uma especificacdo das células do SE feminino, sugerindo que 0s
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efeitos da manipulacdo de auxina na producdo e resposta sobre a determinagéo do destino da
célula pode se dar de forma indireta (LITUIEV et al., 2013).

Yamada-Akiyama et al. (2009) analisaram a expressdo de sequéncias de cDNA
expressas em pistilos imaturos para identificar genes associados ao desenvolvimento do SE
aposporico da espécie Panicum maximum que apresenta os dois modos de reproducdo,
apomitica do tipo aposporica e sexual. Foi encontrado dentre elas um EST (P4536)
relacionado com a funcdo hormonal, uma proteina de resposta a auxina (Indoleacetic acid-
induced protein 17). O papel desta proteina no desenvolvimento de SE apospoérico ainda ndo
foi desvendado.

1.6.3 Citocininas

As citocininas sdo uma classe de fitormoénios que possuem papel em muitos aspectos
de crescimento e desenvolvimento da planta, incluindo proliferacdo celular, dominancia
apical, mobilizacdo de nutrientes, germinacdo da semente, padronizacdo vascular e atividade
cambial (WERNER et al., 2003; HWANG et al., 2012). Em A. thaliana, as citocininas estdo
relacionadas com um papel fundamental no inicio do desenvolvimento dos primordios do
6vulo, na formacdo do pistilo e na correta determinacdao do numero de dvulos (BARTRINA et
al., 2011; BENCIVENGA et al., 2012; CUCINOTTA et al., 2014). Os niveis de citocinina sao
regulados por um equilibrio entre a biossintese [isopentenil transferase (IPT)], a ativacdo
[Lonely Guy (LOG)], inativacdo (O-glucosil transferase), reativagdo (S-glucosidase) e
degradacéo [citocinina oxidase/desidrogenase (CKX)] (JAMESON; SONG, 2016).

Bencivenga et al., (2012) mostraram que 0s genes chave da via de citocinina, tais
como os que codificam as isopentenyltransferase (IPT) e os receptores de citocinina, sdo
expressos durante o desenvolvimento do dvulo. Estes autores mostraram que a citocinina
regula o desenvolvimento do 6vulo pela regulagdo do PINFORMED1 (PIN1). PIN1 é um dos
mediadores de fluxo de auxina melhor estudados. Além disso, os fatores de transcri¢éo
BELL1 (BEL1) e sporocyteless/nozzle (SPL/NZZ), previamente descritos como reguladores
chave da formacdo de Ovulos, sdo necessarios para as vias de sinalizacdo de auxina e

citocinina para o desenvolvimento do padréo correto do ovulo.

Os fatores de transcricdo CUC1, CUC2 (CUP-SHAPED COTYLEDON) e ANT
(AINTEGUMENTA) tém efeitos aditivos sobre a formacgdo do primordio do dévulo e no
namero de 6vulos em A. thaliana (ISHIDA et al., 2000; GALBIATI et al., 2013), pois a
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expressdo dos genes CUCL e CUC2 € necesséria para regular a expressdo de PIN1 que
ocasiona a formacéo da auxina méaxima no local de formacéo dos primérdios do Gvulo. Estes
estudos indicaram que ha diferentes funcdes, enquanto ANT promove o crescimento do
primordio do 6vulo, os CUCs possue um papel no estabelecimento da regido limitante do
primordio do dvulo. Com base nestes resultados, foi proposto um modelo para descrever o0s
mecanismos moleculares das fases iniciais do desenvolvimento do dvulo, que evidencia a
convergéncia de auxina e citocinina na regulacdo da formacdo do primérdio do 6vulo
(GALBIATI et al., 2013) (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica da formacdo dos primordios do 6vulo de Arabidopsis
thaliana. A — Flor emasculada, em que foram retiradas as pétalas, sépalas e estames. B -
Detalhe da parte interna de um pistilo, setas indicam os primérdios dos 6vulos em
desenvolvimento na placenta. C - Modelo ilustrando a acdo integrada de dois fitormonios,
citocinina (CK) e auxina (transportador PIN1), para a formacdo do primérdio do évulo.
Baseado em Cucinotta et al., 2014.

Em A. thaliana também foi observado que o tamanho do pistilo esta relacionado com
as vias de regulacdo hormonal, auxina e citocinina. A analise do mutante triplo dos fatores de
transcricdo crf2 crf3 crf6 (fatores de resposta a citocinina), mostrou uma reducdo no
comprimento dos pistilos e no nimero dos 6vulos. Os fatores de resposta a citocinina séo
necessarios para regular a expressao de PIN1 (transportador de auxina) e consequentemente
determinar o comprimento do pistilo. Apds o tratamento das inflorescéncias com citocinina
foi observado um aumento no comprimento do pistilo. Portanto, é provavel que, quando
houver espaco suficiente entre dois ovulos, os fatores de resposta a citocinina e/ou outros
fatores dependentes de citocininas induzem a expressdo de PIN1 para gerar uma concentracéo
méaxima de auxina, e assim, desencadear o desenvolvimento de novos primdrdios do 6vulo
(CUCINOTTA et al., 2016).

Analises de estudos de expressdo de ANT e de alteracGes fenotipicas em mutantes ant

sugeriram que este fator de transcricdo seja regulador na formagao de primérdios dos 6vulos
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em A. thaliana (ELLIOTT et al., 1996). Hibridizac&o in situ de ANT indicou expressao na
placenta e nos tegumentos dos Ovulos em desenvolvimento, enquanto 0s mutantes ant
apresentaram tegumentos ndo desenvolvidos e interrup¢do da megasporogénese no estadio de
tétrade, ocasionando a completa esterilidade feminina (ELLIOTT et al., 1996). Além da
importancia de ANT para o desenvolvimento do Ovulo, verificou-se posteriormente seu
envolvimento com a formacdo do primdrdio do 6vulo pela analise do mutante ant-9. Este
mutante apresentou o numero de 6vulos reduzidos pela metade quando comparado com o
controle, no entanto, ndo houve alteragdo no comprimento do pistilo, sugerindo a participagao
de ANT somente na formacéo dos primordios dos évulos em A. thaliana (LIU et al., 2000).

BARTRINA et al. (2011) analisaram o duplo mutante ckx3 ckx5 (cytokinin
oxidase/dehydrogenase3) de A. thaliana em que a degradacéo de citocinina é afetada. Estes
duplos mutantes apresentam um aumento significativo no ndmero de primérdios florais e
geraram 40% mais siliquas e consequentemente produziram duas vezes mais 6vulos quando
comparado com as plantas selvagens. Além disso, o duplo mutante ckx3 ckx5 apresentou
tamanho e a atividade do meristema apical alterados, apresentando uma maior espessura com
didmetro de 15% maior. J& a superexpressdao dos genes CKX mostraram uma drastica
diminuicdo do meristema de inflorescéncia e a producdo de apenas dois estadios florais. Estes
resultados corroboram o importante papel da citocinina no desenvolvimento reprodutivo, pois
a alta quantidade de citocinina causou um aumento de aproximadamente 55% no rendimento
das sementes. Além disso, 0 aumento no nivel de citocinina causou altera¢cbes no padrdo
estrutural do Ovulo, com a formagdo de uma estrutura Unica como tegumento, sem a
diferenciacdo das camadas que formam o tegumento interno e externo do évulo. Plantas com
reducdo na producdo ou percepcdo de citocinina apresentam comprometimento na formacao
ou reducdo no numero de oOvulos, e ap0s o tratamento com citocinina externa (6-
Benzylaminopurine, BAP), novos primordios de dvulos sdo observados, com média de 20 + 3
em cada pistilo, entre os ovulos ja formados antes da aplicacdo externa de citocinina
(BENCIVENGA et al., 2012).

Plantas mutantes homozigotas para os receptores de citocinina (CRE1, AHK2 e
AHK3) sugerem que estes genes nas células hapldides s&o indispensaveis para o
desenvolvimento de gametofitos masculinos e femininos (BENCIVENGA et al., 2012). Os
mutantes triplos formam poucas flores, mas ndo formam sementes, indicando que o

crescimento reprodutivo € prejudicado, além de apresentarem interrupgdo da deiscéncia das
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anteras mutantes e diminuicdo na germinacdo do pdélen. Kinoshita-Tsujimura & Kakimoto
(2011), analisaram 73 Ovulos obtidos destes triplos mutantes para receptores de citocinina
(ahk2-2tk ahk3-3 crel-12) e verificaram que 64 deles apresentavam graves defeitos na
estrutura dos Ovulos, sendo a grande maioria (57 Ovulos), sem a formagdo do SE. Estes
resultados sugerem que os receptores de citocininas sdao indispensaveis para a maturacdo das
anteras e deiscéncia, inducdo da germinacdo do pdlen pelo estigma, formacao e maturacédo do
SE (KINOSHITA-TSUJIMURA; KAKIMOTO, 2011). Os triplos mutantes ahk2-7 ahk3-3
crel-12, deficientes em citocinina, também mostraram morfologia celular alterada nos
tegumentos internos e elevada atividade mitdtica, sugerindo que a citocinina regula
negativamente a proliferacdo celular nos tecidos esporofiticos em torno do SE em
desenvolvimento. Utilizando um marcador mitético, cyclinB:GUS, foi possivel observar que a
desorganizacdo das camadas do tegumento interno pode ser ocasionada por defeitos na
divisdo celular (CHENG; KIEBER, 2013).

As citocininas mais comuns sdo derivadas de N6-isopentenyladenine (iP). iP carrega
uma cadeia lateral de isopentenil ndo modificada, enquanto que as citocininas do tipo trans-
zeatin (tZ) e cis-zeatin (cZ) transportam cadeias laterais hidroxiladas. Em A. thaliana, as
citocininas de tipo iP e tZ sdo sintetizadas pelas ATP/ADP isopenteniltransferases (IPTs),
enquanto as citocininas do tipo cZ sdo sintetizadas pelas tRNA IPTs (MIYAWAKI et al.,
2006). Em plantas duas classes de IPTs sdo encontradas: ATP/ADP IPTs (AtIPT1, AtIPT3,
AtIPT4, AtIPT5, AtIPT6, AtIPT7 e AtIPT8) e tRNA IPTs (AtIPT2 e AtIPT9). ATP/ADP IPTs
sdo responsaveis pela maior parte da sintese de citocinina, enquanto as do tipo cZ sao
produzidas possivelmente por degradacdo de tRNA de cis-hidroxi isopentenil (MIYAWAKI
et al., 2006) (Figura 7). As IPTs sdo codificadas por uma pequena familia multigénica. Todos
0s genes sdo distribuidos ao longo dos cinco cromossomos de A. thaliana (TAKEI et al.,
2001).

O perfil de expressao dos genes ATP/ADP IPTs foi diferenciado em tecidos celulares
especificos e a localizacdo da expressdo de cada tipo de IPT foi amplamente distribuida ao
longo da planta (MIYAWAKI et al., 2004). A anélise dos vetores GUS::AtIPTs revelaram que
AtIPT1 é expresso em células precursoras do xilema em raiz, folhas, tegumentos dos 6vulos e
sementes imaturas; O ATIPT3 é expresso em tecidos de floema; AtIPT4 e AtIPT8 sédo
expressos nos estadios iniciais de desenvolvimento das sementes imaturas, com maior

expressao na regido chalazal do endosperma; AtIPT5 é expresso no primérdio de raizes
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laterais e na ponta da raiz; AtIPT7 é expresso em folhas jovens e na regido de alongamento da
raiz. AtIPT2 e AtIPT9 sdo isopenteniltransferases tRNA apresentando forte expressdo em
tecidos em proliferacdo, incluindo a raiz e os meristemas apicais, e o primoérdio das folhas.
AlteracOes nas concentracGes de nutrientes minerais, auxina ou citocinina ndo provocaram
alteracdes de expresséo dos vetores AtIPT2::GUS e AtIPT9::GUS (MIYAWAKI et al., 2004).

Figura 7. Resumo esquematico do metabolismo de citocinina e etapas centrais da via de
sinalizacdo da citocinina. Em Arabidopsis thaliana, as citocininas de tipo iP e tZ s&o
sintetizadas pela adenosina fosfato isopenteniltransferases (ATP/ADP IPTs), enquanto as
citocininas do tipo cZ séo sintetizadas pelas tRNA IPTs. iPRTP, iPRDP, tZRTP e tZRDP sdo
desfosforilados por fosfatases e iPRMP e tZRMP podem ser diretamente convertido em bases
livres ativas pelo cytokinin riboside 5'-monophosphate phosphoribohydrolase (LOGS).
Baseado em Werner & Schmulling, (2009).

MIYAWAKI et al. (2006) analisaram mutantes simples e duplos para 0s nove genes
IPTs e ndo observaram fendtipos visiveis, apenas 0 mutante simples atipt9 e o duplo mutante
atipt2 9 eram frequentemente cloroticos. Entre os triplo mutantes apenas o atipt3 57 e 0
quadruplo atiptl 3 5 7 apresentaram fenotipos, como a reducdo do meristema apical, reducéo
do numero de folhas, parte aérea curtas e finas, raizes primarias maiores e maior comprimento
de raizes laterais. Estes mutantes tiveram parte destes fendtipos recuperado com a inser¢éo do
gene AtIPT3, indicando uma sobreposi¢do na funcdo destes genes. Por outro lado, as plantas
transgénicas que superexpressaram 0s IPTs mostraram aumento do tamanho das plantulas
geradas, reducdo da dominancia apical e atraso na senescéncia em Petunia hybrida (ZUBKO
et al., 2002) e apresentou interrupgdo no crescimento e desenvolvimento logo apos a

germinacdo em A. thaliana (SUN et al., 2003).
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Em A. thaliana a principal via de ativagdo de citocinina é realizada por uma familia
génica composta por nove genes LOG-like (KUROHA et al., 2009). Analises morfologicas e
metabolicas demonstraram que os AtLOGs estdo envolvidos na via de ativacdo direta da
citocinina em A. thaliana, sendo fundamental para o crescimento e desenvolvimento normal
da planta (KUROHA et al., 2009). Anédlises de expressdo de AtLOGs::GUS revelaram
expressao diferencial de AtLOGs em varios tecidos durante o desenvolvimento da planta, com
sobreposicdo em alguns tecidos. Em orgdos reprodutivos foi detectada a expressdo de
AtLOG1 em flores imaturas e tecido vascular dos pistilos. A expressdo de GUS foi detectada
no funiculo dos 6vulos para o gene AtLOG2. A expressdao de AtLOG4 foi observada em
inflorescéncias jovens e na parte basal dos dvulos. A expressdo de GUS para o gene AtLOG5
foi detectada em botdes florais, flores maduras e dévulos (KUROHA et al., 2009). A
sobreposicao parcial de padrfes de expressdo dos genes AtLOGs e nenhum fendtipo visivel de
mutantes simples sugeriram que estes genes desempenham fungdes redundantes durante o
desenvolvimento da planta. O mutante triplo log3 log4 log7 apresentou atraso no crescimento
da inflorescéncia, resultando em diminuicdo do numero de flores e na altura da planta,
sugerindo uma atividade meristematica de inflorescéncia reduzida. No entanto, mostrou um
aumento na formacdo e no numero de raizes laterais. A superexpressao dos AtLOGsS,
35Spro:LOG2, 35Spro:LOG4 e 35Spro:LOG7, gerou fendtipo semi-ando com aumento do
namero de caules laterais, indicando uma dominancia apical reduzida. Além disso, 0s
mutantes apresentaram retardamento na senescéncia das folhas, com sementes de
comprimento e peso maiores. O numero de raizes laterais emergentes diminuiu (KUROHA et
al., 2009).

Em arroz, mutantes log apresentaram defeitos ocasionados na manutencdo da
atividade meristematica de plantulas, que podem ser ocasionados pela diminuicdo do nivel da
citocinina ativa no meristema apical. Os orgdos florais internos foram afetados de forma mais
dréastica do que os 6rgdos externos em todos os mutantes alélicos examinados. Estes mutantes
log apresentaram reducdo no tamanho da panicula e alteraces nos padrdes de ramificacdo. O
numero de 6rgéos florais também diminuiu nos mutantes, e as flores geralmente apresentaram
somente um estame, e pistilos e Ovulos ndo foram formados, causando a completa
infertilidade na planta (KURAKAWA et al., 2007).
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2 OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar a expressdo de genes associados
a via de fitormonios disponiveis em bibliotecas de RNA-Seq de ovarios de B. brizantha, com

a diferenciagdo de SE caracteristica de plantas de reprodugdo por apomixia.
2.1 Objetivos especificos:

- Determinar a sequéncia dos fragmentos dos genes encontrados em bancos de RNA-
Seq de ovarios de B. brizantha e verificar a similaridade com genes disponiveis em bancos de

dados;

- Validar biologicamente a expresséo diferencial de sequéncias de cDNA, de genes

associados com as vias de fitormdnios, em ovarios de B. brizantha;

- Determinar o numero de copias dos genes em estudo nos gendtipos sexual e

apomitico de B. brizantha;

- Localizar espacialmente os transcritos, em ovarios e anteras, das sequéncias de

expressao diferencial em ovarios de B. brizantha apomitica e sexual.

- Analisar as linhagens transgénicas de A. thaliana com o vetor pAtGID1::AtGID1-
GUS para localizar a expressao dos genes AtGID1a, AtGID1b e AtGID1c, por meio do ensaio
GUS;

- Avaliar a funcéo dos genes em estudo em plantas modelo de A. thaliana;

- Analisar o desenvolvimento do d&vulo e caracterizar morfologicamente e
fenotipicamente as plantas transgénicas superexpressas pSTK::AtGID1a e p35S:At:GIDla e

mutantes de A. thaliana.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal

Dois acessos de B. brizantha cultivados no campo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia foram usados neste trabalho: BRA 002747, diploide (2n=2x=18) sexual e BRA
00591, tetraploide (2n=4x=36) apomitico facultativo chamado B. brizantha (A. Rich) Stapf
cv. Marandu, com 98% de aposporia (ARAUJO et al., 2007).

A. thaliana selvagem (ec6tipo Columbia) e as linhagens transgénicas
pAtGIDla::AtGID1a-GUS, pAtGIDb::AtGID1b-GUS e pAtGID1c::AtGID1c-GUS (SUZUKI
et al.,, 2009; GALLEGO-GIRALDO et al., 2014), fornecido por Dr. Perez-Amador, foram
cultivadas em sala de crescimento a 22 °C sob condicdes de dia longo (16 h de luz e 8 h de
escuro). Mutante ipt9 de A. thaliana foi adquirido na Arabidopsis Biological Resource Center
e desenvolvidos no Salk Institute cdigo SALK_027711. O mutante foi genotipado por PCR,
utilizando  os iniciadores 5~  GCTACGCCACATAAAGGAAT-3’ e 3-
ACGGTTCGGTTAGGTTTACA-5" para amplificacdo de fragmentos provenientes de uma
planta selvagem de 765 pares de bases (pb). Para verificar se as plantas eram mutantes
homozigotas utilizou-se o iniciador 3’-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-5’ para a amplicagao
do T-DNA juntamente com o iniciador 5’- GCTACGCCACATAAAGGAAT-3’, que gerou

uma banda mutante de 350 pb. Os heterozigotos possuiam os dois fragmentos.
3.2 Coleta e extracdo de RNA

Ovarios de ambos os acessos de B. brizantha foram coletados e extraidos nos estadios
de desenvolvimento relativos a megasporogénese, estadios | e Il, e megagametogénese,
estadios Il e IV (ARAUJO, et al., 2000; RODRIGUES et al., 2003). Os ovarios foram
excisados dos pistilos utilizando microscopio estereoscopico Zeiss-Stemi SV11, armazenados

em tubos de microcentrifuga em nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -80°C.

Em tubo de microcentrifuga contendo 250 ovarios de B. brizantha foram adicionados
250 pL do reagente Trizol® (Invitrogen), e os ovarios macerados por 30 segundos com pistilo
de polietileno. Foram adicionados ao macerado 25 pL de uma solucéo contendo cloroformio:
alcool isoamilico (24:1; v/v). O material foi homogeneizado em agitador de tubos tipo Vortex
por 30 segundos e incubado no gelo por 5 minutos. Em seguida, o extrato foi centrifugado a

12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para tubo novo, onde foi
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adicionado o mesmo volume de isopropanol para precipitagdo do RNA. O material foi
incubado a 4°C por 30 minutos e centrifugado a 13.000 rpm por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 uL de etanol 70%.
Posteriormente, seguiu-se nova centrifugacdo de 12.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e 0 RNA ressuspendido em 20 uL de &gua. A integridade do
RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio 0,5
ug/mL em tampdo TBE 0,5X (5,4 g de Tris; 2,75 g de acido bérico e 2 mL de EDTA 500 mM
pH 8,0). A quantidade e a pureza do RNA foram avaliadas em espectrofotometro NanoDrop
ND-1000 (NanoDropTechnologies™). Para sintese de cDNA, 2 pg de RNA foram utilizados
na reacdo de transcriptase reversa usando SuperScript Il (Invitrogen) de acordo com

protocolo indicado pelos fabricantes.

Em plantas de A. thaliana, 0 RNA total foi extraido de 1-2 inflorescéncias em trés
réplicas bioldgicas de plantas selvagens, mutantes e transgénicas, utilizando NucleoZOL®
(Macherey-Nagel) de acordo com as instrucdes do fabricante. As inflorescéncias de A.
thaliana congeladas em nitrogénio liquido foram maceradas por 30 segundos com pistilos de
polietileno. Foram adicionados ao macerado 500 pL do reagente NucleoZOL®, incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 12.000 rpm
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para tubo novo, onde foi adicionado o
mesmo volume de isopropanol para precipitacio do RNA. O material foi incubado a
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 uL de etanol 70%.
Posteriormente, seguiu-se nova centrifugacdo de 7.500 rpm por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e 0 RNA ressuspendido em 50 uL de &gua. A integridade do
RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etidio 0,5
ug/mL. O RNA total foi tratado com a Ambion TURBO DNA-free DNase (Invitrogen) e a
transcricdo reversa foi realizada utilizando o sistema de transcricdo reversa ImProm-// ™

(Promega).
3.3 ReagOes de RT-gPCR

Foi realizada RT-gPCR em ovérios de B. brizantha em diferentes estadios do
desenvolvimento usando RNA extraido em triplicata a partir de um pool de ovarios de plantas

sexuais e apomiticas. Cada amostra representa um conjunto de 250 ovarios coletados de
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acordo com os estadios de desenvolvimento de diferentes plantas, sendo elas apomiticas ou
sexuais, e as replicas chamadas de réplicas biologicas. Cada reacdo de PCR quantitativo foi
realizada em um volume final de 20 uL, contendo 10 uL da mistura Syber Green Rox Plus
(LGC Biotecnologia), 5 uL do cDNA diluido na proporcao de 1:100, 0,5 uL de cada iniciador
(0,25 uM) e 4 uL de &gua Milli-Q. Para a reacdo de RT-qPCR foram utilizadas amostras em
triplicata bioldgica e um controle negativo (sem DNA molde). O programa utilizado foi: 15
minutos a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 60 °C e 20 segundos a
72°C. A curva de dissociacdo foi feita de 60 °C a 95 °C por 20 minutos em aparelho
Mastercycler Eppendorf Realplex (Eppendorf™). Os dados obtidos pela leitura da
fluorescéncia foram exportados para planilha MS Excel (Microsoft) e a analise dos dados
foram feitos utilizando método AACt, tendo como controle enddégeno o gene que codifica a
enzima conjugadora de ubiquitina, previamente estabelecido como um gene de expressao
estavel, BbrizUBCE, caracterizado por SILVEIRA et al., (2009).

Analises de RT-gPCR também foram realizadas para as plantas selvagens, mutantes e
transgénicas de A. thaliana. Cada reacdo de RT-gPCR foi realizada em um volume final de 12
pL, contendo 6 pL da mistura SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad), 1 uL do cDNA
diluido na proporc¢édo de 1:100, 0,5 uL de cada iniciador (0,25 uM) e 4 uL de agua destilada.
Para a reacdo de RT-qPCR foram utilizadas amostras em trés réplicas técnicas de cada uma
das trés réplicas bioldgicas e um controle negativo (sem DNA molde). A anélise relativa da
expressdo génica foi realizada utilizando o iQ5 Multicolor Real-Time PCR detection system
(Bio-Rad) e o programa utilizado foi: 3 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 5 segundos a 95 °C, 30
segundos a 58 °C e 20 segundos a 72°C. Os dados obtidos foram exportados para planilha MS
Excel (Microsoft) e a analise dos dados foram feitos utilizando método AACt, tendo como
controle enddégeno os genes UBIQUITIN10 (CZECHOWSKI et al., 2005) e ACTIN2-8
(YONG-QIANG et al., 1996).

Os iniciadores foram desenhados utilizando o programa Primer 3 (versdo 0.4.0) nos
seguintes parametros: tamanho do fragmento amplificado entre 100 e 200 pb, temperatura de
anelamento entre 58 — 60 °C, e tamanho dos iniciadores entre 19 — 21 pb. As sequéncias dos
iniciadores s@o apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para anélise da expresséo relativa por RT-
gPCR, dos genes em estudo.

Genes Sequéncias

BbrizGID1 5’ TCAAGCTCGTGTACCGCGAG 3°

3’ CTGAGGAAGTCGGCGATCTC 5’

BbrizIPT9 5" GAGATCATCAGCGCCGACTC 3’

3’ GGACAGGGACTGGTACTGGAAG &’

BbrizLOG 5 GCCGTGGAGGAAGGGTTCATCA 3’

3> GCCCATCTCCCAGTTGAGCGTG 5’

BbrizUBCE 5" GGTCTTGCTCTCCATCTGCT 3’

3’ CGGGCTGTCGTCTCATACTT &°

AtGID1a 5' GCTGCGAGCGATGAAGTT 3

5'CTGTTCACGGAACCCAATTC 3

UBIQUITIN10 5'CTGTTCACGGAACCCAATTC 3

3' GGAAAAAGGTCTGACCGACA S°

ACTIN2-8 5 CTCAGGTATTGCAGACCGTATGAG 3°

5 CTGGACCTGCTTCATCATACTCTG 3’
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3.4 Hibridizacao in situ em ovarios de B. brizantha
3.4.1 Amplificacéo do fragmento utilizado como sonda

Utilizou-se como moldes para elaboracdo da sonda para hibridizacdo in situ, os
fragmentos de cDNA dos genes BbrizGID1, BbrizIPT9 e BbrizLOG, selecionados com base
na expressao diferencial de ovéarios apomiticos e sexuais de B. brizantha. Os fragmentos
foram amplificados com outros iniciadores para a obtencdo de um fragmento maior, cerca de
300 a 1000 pb (Tabela 2), utilizando como molde um pool de cDNA de diferentes estadios de
plantas apomiticas e sexuais.

Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para a construcdo da sonda para hibridizacao
in situ referentes aos genes BbrizGID1, BbrizIPT9 e BbrizLOG.

Genes de Sequéncias Tamanho do fragmento
Brachiaria amplificado
brizantha

BbrizGID1 5> GGACAGGGACTGGTACTGGAAG 3’ 300 pb

3’ CTGAGGAAGTCGGCGATCTC 5’

BbrizIPT9 5 GAGATCATCAGCGCCGACTC 3 866 pb
3’ CTCTCATTGCGGAACCAGGTAAGC 5’

BbrizLOG 5° ATGACGATGAGGCAGTCGAG 3’ 606 pb
3’ GCCCATCTCCCAGTTGAGCGTG 5’

A reacdo de PCR foi feita com um volume final de 50 pL, em solugéo contendo: 2uL
de cDNA; 5 uL de tampdo 10X (Invitrogen); 50 mM MgSQ,; 2,5 mM dNTP; 10 uM
iniciadores (Forward/Reverse); 2,0 U de Taq High Fidelity Platinum (Invitrogen). Uma
reagcdo sem o DNA molde foi utilizada como controle negativo. O programa de amplificagdo
utilizado foi de 95 °C por 2 minutos, 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos, 56 °C por 15
segundos e 72 °C por 30 segundos e uma extensdo final de 5 minutos a 72 °C, em
termociclador Veriti™ de 96 pogos (Applied Biosystems). Os produtos da amplificacéo foram

analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

O fragmento amplificado foi recortado do gel de agarose 1,5% e os produtos foram
purificados usando o kit Wizard® SV Gel e PCR clean-up system (Promega). A verificacdo da

integridade e a estimativa da concentragéo do produto purificado foram feitas por eletroforese
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em gel de agarose 1,2% e corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL, utilizando como
parametro o marcador com peso molecular Low DNA Mass Ladder® (Invitrogen). As
amostras também foram avaliadas em espectrofotbmetro NanoDrop ND-1000

(NanoDropTechnologies™).

3.4.2 Clonagem do fragmento a ser utilizado como sonda

A ligacdo do fragmento de PCR purificado foi realizada usando o vetor pPGEM®-T
Easy Vector Systems (Promega) (Figura 8), em uma reacdo de volume final de 10 uL. A
ligacdo do inserto no vetor foi feita com a enzima T4 DNA ligase (Promega) seguindo as
instrucdes do fabricante. Os vectores pPGEM®-T e pGEM®-T Easy sdo aproximadamente de
3kb e possuem a concentragdo de 50 ng/ul. Para calcular a quantidade apropriada de produto
de PCR (inserto) a ser colocada na reagédo de ligacédo, utilizou-se a seguinte equacdo: ng do

vetor x tamanho do inserto kb + tamanho do vetor kb x razdo molar inserto:vetor.

Células competentes foram preparadas segundo protocolo descrito por SAMBROOK;
RUSSELL, (2001). Uma cultura de E. coli XL 1 Blue (Clontech®) foi plaqueada em meio LB
(Luria Bertani) agar e incubada a 37 °C por 16 horas. A partir de uma col6nia isolada foi
realizado um pré-inoculo, em meio LB liquido, incubado por cerca de 16 horas sob agitacdo
de 180 rpm, a 37 °C. Um volume correspondente a 1/100 do pré-indculo foi diluido em 1L de
meio LB liquido (bactotriptona 1%, Extrato de Levedura 0,5%, NaCl 0,5%) e incubado sob
agitacdo vigorosa, a 37 °C até atingir a densidade éptica de (Agoo) de 0,6. Apds atingir a Asoo
desejada, a cultura foi mantida no gelo por 30 minutos e centrifugada a 4.000 rpm por 15
minutos, a 4 °C. As bactérias foram ressuspendidas em 500 mL de agua estéril e centrifugadas
a 4.000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e as células foram ressuspendidas em 20 mL de solugdo de glicerol 10%. O

material foi dividido em aliquotas de 40 pL e estocado a -80 °C.

A transformacdo em E. coli XL 1 Blue foi feita por eletroporacéo, utilizando 5 pL da
ligagdo (contendo o fragmento a ser inserido) e 40 pL de células competentes. A mistura foi
colocada em cuveta de eletroporacdo BioRad de 0,2 cm de distancia entre os eletrodos. As
células foram eletroporadas em eletroporador BioRad sob as seguintes condi¢fes: 200 Q de
resisténcia, 25 PF de capacitancia e voltagem de 25 kV. Apos a eletroporagao, foi adicionado
1 mL de meio LB ao sistema de eletroporacdo e essa cultura foi incubada a 37 °C por uma

hora sob agitacdo de 180 rpm. Apoés a tranformacéo, cerca de 100 uL, foi plaqueado em meio
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LB é&gar, contendo 100 pg de ampicilina, 20 g tetraciclina, 20 pg de X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-pB-D-galactopyranoside), 0,1 mM de IPTG (Isopropyl pB-D-1-
thiogalactopyranoside), sendo mantidas a 37 °C por 16 horas. As col6nias brancas foram
selecionadas e crescidas em 3 mL de meio LB liquido com ampicilina 100 mg/L e tetraciclina
20 mg/L.

Para confirmar a presenca do inserto foi realizado uma reacdo de PCR com as coldnias
selecionadas, utilizando os iniciadores especificos para cada gene e seguindo as mesmas
condigdes de amplificagdo descritas anteriormente. O clone utilizado para a sintese da sonda
para a hibridizag&o in situ foi estocado em glicerol 15% a -80 °C.
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Figura 8. Esquema do vetor pPGEM® -T Easy Vector Systems (Promega) utilizado para
clonagem das sequéncias génicas utilizadas para o preparo das sondas de hibridizagéao in situ,
contendo os sitios de iniciacdo da RNA polimerase T7 e SP6, e sitios de enzimas utilizadas
para linearizac¢do do plasmideo.
3.4.3 Extracgdo do plasmideo por lise alcalina

Para extracdo do DNA plasmidial a suspensdo bacteriana foi centrifugada durante 1
minuto a 12.000 rpm. O meio LB foi descartado e as bactérias ressuspendidas em 100 uL da
solucgéo | (Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, Glicose 50 mM), 200 pL da solugéo Il (NaOH
0,2 M e SDS 1%) preparada na hora. As amostras foram homogeneizadas por inversao e
colocadas no gelo por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 150 pL da solugéo il

(KOAc 5 M e HOAC), as amostras foram homogeneizadas vigorosamente e incubadas no gelo
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por mais 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos e 0s
sobrenadantes transferidos para tubos novos. A precipitagdo das amostras foi realizada com o
dobro de volume de etanol absoluto e o precipitado foi lavado com etanol 70%.

Ressuspendeu-se 0 DNA plasmidial em 30 L de agua estéril Mili-Q.

Para confirmagdo da presenca do inserto no vetor, o0 DNA plasmidial contendo as
sequéncias amplificadas foi clivado com a enzima de restricdo EcoRI a 37 °C por 1 hora e 0s
fragmentos visualizados em gel de agarose a 1%, pois a enzima EcoRI corta o vetor em duas
regides e libera o fragmento inserido no vetor sendo possivel comparar o tamanho do

fragmento observado e o esperado.

3.4.4 Sequenciamento

O sequenciamento dos clones contendo o fragmento dos genes BbrizGID1, BbrizIPT9
e BbrizLOG de B. brizantha foi realizado em sequenciador automatico de DNA ABI Prism
3700 — Applied Biosystems na MACROGEN (Seul, Céreia do Sul). Foram sequenciados
clones positivos de plantas apomiticas e sexuais, na concentracdo de 100 ng/uL, e foram
usados os iniciadores universais T7 e SP6, na concentragdo de 3,2 pmoles cada e 2 pL de Mix
do Big Dye 3.1 Kit (Applied Biosystems). O sequenciamento foi realizado para verificar se a
amplificacdo e clonagem dos fragmentos foram realizadas corretamente e ndo ha mutacées na

sequéncia génica.

3.4.5 Linearizacao dos plasmideos

Os plasmideos contendo os fragmentos que foram utilizados como sonda para a
hibridizacdo in situ foram linearizados com as enzimas de restricdo selecionadas dependendo
da sequéncia do gene, para BbrizGID1 foram utilizadas as enzimas Ncol e Sall, BbrizIPT9
Spel e Sacll, e BbrizLOG as enzimas Ncol e Pstl. A linearizagdo foi realizada em volume
final de 20 pL, contendo aproximadamente 10 pg do plasmideo linearizado, duas enzimas
selecionadas para que a transcrigdo termine logo apds o inserto, e incubacgdo a 37 °C por 2
horas e 30 minutos. Apds linearizacdo, os plasmideos foram purificados em fenol:
cloroférmio (1:1; v/v) seguido de lavagem em cloroférmio puro. O DNA foi precipitado com
acetato de sédio 3 M, pH 5,5 e etanol absoluto (1:10; v/v), a -20 °C por 2 horas e 30 minutos.
O sedimento foi lavado com etanol 70%, e depois de seco, ressuspendido em 25 pL de agua

DEPC (0.1% diethylpyrocarbonate) e armazenado a -20 °C.
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3.4.6 Transcricdo e marcacao da sonda

As sondas de mMRNA, senso e anti-senso, foram sintetizadas por transcri¢do in vitro, a
partir dos fragmentos de cDNA clonados no vetor pPGEM®-T Easy, utilizando o DIG RNA
Labeling Kit (Roche) de acordo com as instrugdes do fabricante. Foi adicionado 1 ug do DNA
molde purificado e agua DEPC para um volume final de 13 pL e utilizadas as RNAs
polimerases SP6 e T7, para a transcricdo das sondas senso e anti-senso, dependendo do
sentido de insercdo do fragmento no vetor. A integridade da sonda foi verificada e
quantificada por eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com 0,5 ug/mL de brometo de

etidio.

Para confirmar a marcacdo da sonda, senso e anti-senso, 1 YL de cada sonda
sintetizada (SP6 e T7) e aliquotas do controle positivo DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
(Roche) foram colocadas em membrana de néilon Amersham Hybond™ -N* (GE
Healthcare), previamente umedecida em solucdo de Tris-HCI 10 mM pH 7.5. O RNA foi
fixado na membrana por crossing link (12 segundos). A membrana foi lavada com solucao de
deteccdo 1 (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5; NaCl 0,15 M) e em seguida incubada por 30 minutos no
tampédo de blogqueamento (Blocking reagent - Roche). Posteriormente, a membrana foi
incubada por 30 minutos com o anticorpo conjugado Anti-Digoxigenina AP Fragments
(Roche) diluido em 2: 5000 em tampéo de deteccdo 1. Em seguida, a membrana foi exposta
com a solucdo de coloragdo BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 0,05 g/mL)/NBT
(nitro-blue tetrazolium chloride 0,05 g/mL) (Sigma) por 30 minutos. A reagéo de coloracdo da
membrana foi finalizada pela adi¢do da solucéo tampéo 4 (Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0, contendo
EDTA 1 mM). A concentracdo da sonda marcada foi estimada por eletroforese em gel de
agarose 1%, utilizando como padrdo o marcador Low DNA Mass Ladder. A concentracdo da
sonda foi ajustada para 10 ng/pL, como solucdo estoque para o preparo da solugdo de
hibridizacg&o.

3.4.7 Prepararacao das laminas para a hibridizagéo in situ

Para a preparacdo das laminas, foram inicialmente coletados os pistilos de B. brizantha
apomitica e sexual em estadios de desenvolvimento, antes da antese. As amostras foram
dissecadas com auxilio de um microscopio estereoscopio e imersas imediatamente em solugdo
fixadora contendo paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,25% em tampéao fosfato de sodio
0,01M, pH 7,2. As amostras foram submetidas ao vacuo por 1 hora a temperatura ambiente. A

solugéo fixadora foi renovada e as amotras mantidas a 4°C durante 24 horas.
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Em seguida o fixador foi removido e as amostras lavadas com tampdo fosfato de sodio
0,01 M, pH 7,0 e desidratadas em seérie etilica (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%), 1 hora cada.
Posteriormente, as amostras foram embebidas em séries crescentes de etanol:BMM (butyl
methyl metacrilato) nas proporgdes 5:1, 5:3, 5:4, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5; v/v e BMM puro, por
no minimo 24 horas em cada etapa, para evitar bolhas e artefatos técnicos no material fixado.
As amostras foram colocadas em cépsulas plasticas contendo BMM, e polimerizadas por
irradiacdo com luz ultravioleta por 48 horas a 4 °C e em seguida estocadas a -20 °C. Seccdes
semi-finas de 3,5 pm foram obtidas em ultramicrétomo Leica Ultracut-UCT, com navalha de
vidro e colocadas sobre laminas RNAse Free ProbeOnTM Plus Microscope Slides Charged
and Precleaned (FisherBiotech) em gotas de agua tratada com DEPC. As laminas foram
mantidas por 48 horas em placa aquecedora a 60 °C e armazenadas a 4 °C até o0 momento do

uso.

Antes da reacéo de hibridizacéo, as laminas contendo as sec¢des foram colocadas em
cubas de vidro para a remocdo da resina BMM por duas lavagens sucessivas em acetona por
10 a 15 minutos cada, uma lavagem com acetona:agua tratada com DEPC (1:1) por 5 minutos,

e duas lavagens com agua tratada com DEPC por 5 minutos cada.

A preparacdo do material bioldgico também foi realizada utilizando a parafina. A
inclusdo do material bioldgico em parafina foi realizado pela imersdo em séries crescentes de
etanol:xilol nas proporcdes 3:1, 1:1 e 1:3 e xilol puro, posteriormente, o xilol foi
gradativamente sendo substituido por parafina, em estufa a 58 °C. Para a montagem do bloco,
as amostras foram colocadas em formas de metal contendo parafina em placa preaquecida a
58 °C, e polimerizadas apds o desligamento da placa aquecedora e o resfriamento da parafina
em temperatura ambiente. Cortes histoldgicos de 7,0 um foram obtidos em micrétomo
rotativo de avango automatico (Leica) com a utilizacdo de navalha de aco. A remocao da
parafina ocorre por imersdo das laminas contendo os cortes histoldgicos em xilol, duas
lavagens por 10 a 15 minutos cada, uma lavagem com xilol:etanol absoluto (1:1) por 5
minutos, etanol absoluto por 10 minutos, etanol:dgua tratada com DEPC (1:1) e duas lavagens

com &gua tratada com DEPC por 5 minutos.

3.4.8 Teste de laranja de acridina
Para verificar a integridade do RNA algumas laminas foram coradas com laranja de

acridina, em ambiente livre de RNAses. Foram adicionados 200 pL de Tampao acetato pH
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2,1 (&cido acético glacial 0,2 M e o pH ajustado com HCI) nas lIaminas de vidro contendo as
seccdes por 5 minutos e posteriormente 100 puL do corante fluorescente laranja de acridina
0,05%. As laminas foram incubadas por 30 minutos em camara Umida, no escuro. As seccoes
foram lavadas com tampdo Veronal - acetato pH 7,8 até retirar todo o excesso do corante. As
laminas foram montadas em tampdo Veronal e examinadas no microscopio Axiophot (Zeiss)
de epifluorescéncia sob luz ultravioleta emitida na faixa de 395 nm ou 510 nm e
fotodocumentadas com camera digital AxioCam MRc — Zeiss e as imagens capturadas com o

software Axiovision 4.7 (Zeiss).

3.4.9 Hibridizacao in situ

Para a composi¢do da solucdo de hibridizacdo, 60 ng de tRNA de levedura (Gibco
BRL) e 60 ng de cada sonda (senso e antisenso), ap6s desnaturacdo a 80 °C por 5 minutos,
foram adicionados a solugdo de hibridizacdo (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 300 mM,
formamida 50%, EDTA 1 mM pH 8,0, solucdo de Denhart 1x, Dextransulphate 10%). Foram
adicionados 100 pL da solucdo de hibridizacdo em cada lamina contendo as secgdes e
cobertas com Parafilm®. As laminas foram incubadas em cadmara Umida, a 42 °C, no escuro,

por um periodo de 16 horas.

Na pos-hibridizacdo as laminas foram cuidadosamente retiradas e sucessivamente
lavadas a 37 °C em uma série de solucdes SSC 4x, SSC 2x, SSC 1x e SSC 0,5x, preparadas a
partir de SSC 20x (NaCl 3 M; Citrato Trissodico.2H,0 0,3M) por 30 minutos em cada etapa.
Em seguida, foram lavadas em tampao de detec¢do 1 (NaCl 0,15 M; Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5)
por 5 minutos e incubadas por 30 minutos em tampédo de bloqueamento (Blocking Reagent -
Roche). As seccdes foram novamente lavadas em tampdo de deteccdo 1 por 5 minutos e
incubadas com 100 pL do anticorpo Anti-digoxigenina AP Fab fragments (Roche) diluido
1:1000 em tampéo de deteccdo 1, por 1 hora. Apos duas lavagens seguidas, de 15 minutos
com o tampéo de detecgdo 1 e uma lavagem com o tampéo de detec¢do 3 (Tris-HCI 0,1 M,
pH 7,5; NaCl 0,1 M e MgCl, 0,05 M, pH 9,5) por 5 minutos, as sec¢des foram incubadas com
a solucdo de coloracéo contendo 4,5 pL de NBT (nitro-blue tetrazolium chloride 0,05 g/mL) e
4,5 puL de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 0,05 g/mL) em 1 mL de tampé&o de
deteccdo 3. O tempo de coloracdo pode variar e a sonda controle senso é utilizada como
comparagdo na hora de parar a reacdo de coloragdo. Para interromper a reacdo de coloragéo,
as laminas foram incubadas em tampao de deteccdo 4 (Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0, contendo 1

mM EDTA), por 10 minutos. As ldaminas foram montadas em glicerol 50% e examinadas no
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microscopio de luz Axiophot (Zeiss) e fotodocumentadas com camera digital AxioCam MRc
— Zeiss e as imagens capturadas com o software Axiovision 4.7 (Zeiss). A evidéncia da

hibridizacédo é dada pela coloragéo azul-purpura no local onde ocorreu.

3.5 Extracdo de DNA gendmico
DNA genbémico foi extraido de folhas jovens de B. brizantha utilizando o método

DELLAPORTA et al., (1983), com modificacdes realizadas por LEBLANC et al., (1997).

Cerca de 2,0 gramas de folhas jovens de B. brizantha foram maceradas em nitrogénio
liquido até a obtencdo de um p6 fino. Foram adicionados 15 mL de tampdo de extracdo
Dellaporta pré-aquecido a 65 °C (SDS 20%; NaCl 5 M; 2-B-mercaptoetanol 1%; EDTA 50
mM; Tris-HCI 100 mM pH 7,5; PVP 1%). Ap6s homogeneizacdo por inversdo dos tubos, as
amostras foram incubadas a 65 °C por 60 minutos e posteriormente colocadas no gelo por 5
minutos. Foram adicionados 4 mL de acetato de potassio 5 M. As amostras foram
homogeneizadas, deixadas no gelo por 15 minutos e posteriormente centrifugadas por 20
minutos a 10.000 rpm, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para tubos novos, aos quais foi
adicionado o mesmo volume de isopropanol gelado e incubado por 1 hora a -20°C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000 rpm a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 700 uL de TE (Tris-HCI 10 mM
pH 8,0; EDTA 50 mM) e foi adicionado 3,5 uL. de RNAse (10 mg/mL) e incubado a
temperatura ambiente por 30 minutos para a completa ressuspensdo do DNA e digestdo do
RNA. Para a desproteinizacdo, adicionaram-se as amostras 700 uL de fenol: cloroférmio
(1:1). Os tubos foram invertidos, cuidadosamente, por 10 minutos e, depois, centrifugados a
13.000 rpm para separacdo das fases. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para
novos tubos de microcentrifuga e para precipitar o DNA foram adicionados 35 pL de NaCl 5
M e 1 mL de etanol absoluto. Os tubos foram invertidos e centrifugados a 13.000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com etanol 70% e seco em
temperatura ambiente. O DNA gendmico foi ressuspendido em 250 pL de tampdo TE. O
DNA foi armazenado a -20 °C.

O DNA genbmico de A. thaliana foi extraido utilizando o método descrito por
EDWARDS et al. (1991). Folhas jovens foram maceradas em tubo de microcentrifuga
contendo 400 uL de tampé&o de extragdo (Tris-HCI 200 mM pH 7,5; NaCl 250 mM; EDTA 25

mM e SDS 0,5%) em temperatura ambiente. As amostras homogeneizadas em agitador de
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tubos do tipo vortex foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 5 min. O sobrenadante de
aproximadamente 350 uL foi transferido para tubos novos onde foi adicionado e
homogeneizado 0 mesmo volume de isopropanol gelado e incubado por 5 min a -20 °C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70% e seco em temperatura
ambiente. O DNA gendmico foi ressuspendido em 50 pL de agua destilada. O DNA foi

armazenado a 4 °C.

Apl6s extragdo do DNA gendmico, as amostras foram quantificadas em
espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDropTechnologies). Além disso, os DNAs
extraidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (80 V), corado com brometo

de etidio 0,5 ug/mL, para verificar a integridade e qualidade das bandas.

3.6 Construcado da sonda para Southern blot

Foram utilizados como sonda no Southern blot os fragmentos obtidos usando os
mesmos iniciadores da hibridizacdo in situ, variando de 300 a 1.000 pb (Tabela 2), utilizando
DNA gendmico como molde para a amplificacdo. A reacdo de PCR foi feita com um volume
final de 50 uL, em solugdo contendo: 2 uL. de DNA; 50 mM MgSOy; 2,5 mM dNTP; 10 uM
iniciadores (Forward/Reverse); 2,0 U de Taqg High Fidelity Platinum (Invitrogen); 5 ul de
tampdo 10X (Invitrogen). Uma reacdo sem o cDNA molde foi utilizada como controle
negativo. O programa de amplificagéo utilizado foi de 95 °C por 2 min, 40 ciclos a 95 °C por
15 segundos, 56 °C por 15 segundos e 72 °C por 30 segundos e uma extensao final de 5 min,
a 72 °C, em termociclador Veriti'™ de 96 pocos (Applied Biosystems). Os produtos da
amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,2% e corados com

brometo de etidio 0,5 pg/mL.

O fragmento amplificado gerou uma banda que foi recortada do gel e os produtos
foram purificados usando com o kit Wizard® SV Gel and PCR clean-up system (Promega). A
verificacdo da integridade e estimativa da concentracdo do produto foi feita por eletroforese
em gel de agarose 1,2% e corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL e tendo como referéncia o
marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder® (Invitrogen). Além disso, a
concentracdo do produto de PCR purificado foi também verificada em espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 (NanoDropTechnologies™).
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3.6.1 Preparacdo da membrana de hibridizacdo para Southern Blot

Amostras de 30 ug de DNA genémico de B. brizantha apomitica e sexual foram
digeridas com as enzimas de restricdo EcoRI, Hindlll e Xbal a 37 °C por aproximadamente 16
horas. As reacdes de digestdo foram feitas em um volume final de 200 uL e ap6s a digestdo o
DNA foi precipitado com 1/10 volumes de acetato de sdédio 3 M e 2 volumes de etanol
absoluto. As amostras foram submetidas a eletroforese, de duracdo de 4 horas, em gel de
agarose 0,8% em tampdo TBE 0,5%, corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL.
Posteriormente, o gel foi tratado com solugédo de depurinagdo (HCI 0,25 M) por 20 minutos,
incubado com solucdo de desnaturacdo (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M) por 30 minutos e em
seguida tratado com a solucdo de neutralizacdo (NaCl 1,5 M; Tris 0,5 M pH 7,5 e EDTA 0,5
M) por 30 minutos. Foi montado um sistema de transferéncia e o DNA foi transferido por
capilaridade para a membrana de nailon Amersham Hybond™ —N* (GE Healthcare) em
tampdo salino de SSC 10X (Na3citrato.2H,O 0,3 M pH 7,0 e NaCl 3 M), durante 18 horas.
Apds a desmontagem do sistema de transferéncia a membrana foi fixada por 2 horas, a 80 °C.
Na pré-hibridizacdo a membrana foi embebida em solucdo ExpressHyb® Hybridization
Solution (Clontech Laboratories, Inc) e deixada a 60 °C por 5 horas em rotagéo.

3.6.2 Southern blot

Para a sintese da sonda marcada com o*”P, foram utilizados 40 ng do produto do PCR
contendo o fragmento previamente purificado. A sintese da sonda foi feita utilizando o Kit
Amersham® Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP) (GE Healthcare). A sonda foi
marcada ap6s desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos e foram adicionados 5 pL de dCTP
marcado com o 2P, 0 sistema foi homogeneizado e incubado a 37 °C por 30 minutos. A sonda
marcada foi posteriormente incorporada a solucdo de pré-hibridizacdo, sendo incubada a 60
°C, sob baixa rotacdo. Apds 20 horas de hibridizacdo a membrana foi lavada duas vezes com
SSC 2X/ SDS 0,1% por 30 minutos, uma vez com SSC 0,2X/ SDS 0,1% e lavada mais uma
vez com a solucdo SSC 0,1X/ SDS 0,1% por 15 minutos. Apos cada lavagem, a quantidade de
radioatividade remanescente na membrana foi verificada com contador Geiger, e assim
averiguada a necessidade de outra lavagem. Posteriormente, a membrana foi colocada no
cassete contendo Imaging Plate (IP), por 24 horas, e a imagem gerada no aparelho phosphor
imaging plate FUJFILM FLA-3000 SERIES, utilizando os programas Image Reader FLA-
3000 series V1.8 e visualizagdo da imagem pelo Multi Gauge V3.0.
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3.7 Andlises de sequéncias dos genes em estudo

Para verificar a similaridade das sequéncias génicas em estudo, BbrizGID1, BbrizIPT9
e BbrizLOG identificadas em bibliotecas de RNA-Seq de ovarios apomiticos e sexuais de B.
brizantha, com outras sequéncias génicas foi realizado BLAST (Basic local alignment search
tool) (ALTSCHUL et al., 1990, 1997) no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information). BLASTn and BLASTx foram utilizados para comparar
nucleotideos e sequéncias preditas de aminoacidos, respectivamente. As sequéncias que
apresentaram maior porcentagem de similaridade foram utilizadas no alinhamento mdaltiplo de
sequéncias usando o ClustalW2 (CHENNA et al., 2003), acessado pelo programa BioEdit
versdo 7.2.6. O e-value e a identidade acima de 80% foram usados para definir as sequéncias
com maior similaridade. O banco de dados TAIR (The Arabidopsis Information Resource) foi
também utilizado para analises comparativas entre as sequéncias dos genes em estudo e a
planta modelo A. thaliana. As sequéncias genémicas de BbrizGID1 de gendtipos sexuais e
apomiticos foram obtidas pesquisando bibliotecas genémicas que ainda estdo em construcéo e
montagem. A andlise dos mapas de restricio foram realizadas utilizando o programa
Webcutter 2.0.

3.8 Construcao de vetores e transformacéo de A. thaliana

O gene completo de A. thaliana AtGID1a foi clonado e sequenciado utilizando os
iniciadores 5-ATGGCTGCGAGCGATGAA-3' e 3-TTAACATTCCGCGTTTACAAAC-5'.
A reacgdo de PCR foi feita com um volume final de 25 pL, contendo: 1,5 pL de cDNA; 5 puL
de tampdo 5X GoTag® Reaction Buffer (Promega); 2,5 mM dNTP; 10 mM iniciadores
(Forward/Reverse); 0,2 uL (5u/uL) de GoTag® DNA Polymerase (Promega). Uma reacdo
sem o DNA molde foi utilizada como controle negativo. O programa de amplificacdo
utilizado foi de 95 °C por 2 min, 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos e
72 °C por 1 minuto e uma extensdo final de 5 min a 72 °C, em termociclador Mastercycler
Eppendorf Nexus GSX1. Os produtos da amplificagdo foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,0% (80 V), corado com brometo de etidio 0,5 ug/mL. A purificagdo do
gene completo amplificado foi realizada através do protocolo de extracdo do gel utilizando o

kit T-Pro Biotechnology.

Para a insercdo do gene nos vetores utilizou-se o sistema Gateway® (Invitrogen),

através das reacdes de recombinacdo BP e LR. A tecnologia Gateway € um sistema universal
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de clonagem e subclonagem de sequéncias de DNA, genes provenientes da amplificacdo de
PCR séo inseridos em um vetor de entrada, que entdo é usado para transferir 0 gene de
interesse para um vetor de expressao. Uma vez inseridas neste sistema as sequéncias de DNA
podem ser facilmente transferidas entre diferentes vetores utilizando locais especificos de
recombinacdo. A reacdo de recombinacdo BP, que envolve sitios de recombinacédo especificas
attB e attP, foi realizada utilizando 100 ng do produto de PCR purificado, 150 ng/uL do vetor
de entrada pDONR™ (NOB 216) e 5x BP clonase reaction buffer, para uma reacéo de
volume final de 10 pL. A reacdo de recombinagdo BP ocorreu por 16 horas a 25 °C e
posteriormente, foi adicionado 1 pL de Proteinase K. A reacdo foi incubada a 37 °C por 10
min e armazenada a -20 °C. A reacdo BP foi transformada utilizando células competentes de
E. coli DHa e por eletroporacédo. Para a transformacéo foi usado 4 pL da reacdo BP em 50 pL
de células competentes. As colbnias isoladas foram selecionadas e a confirmagdo da
transformacéo foi realizada por reacdo de PCR. A minipreparacdo do DNA plasmidial foi
realizada utilizando o kit T-Pro Biotechnology. Os vetores obtidos foram sequenciados para

verificar se a amplificacdo e a clonagem do gene foram realizadas corretamente.

A reacdo LR, que envolve a recombinacédo entre os sitios especificos attL e attR, ou
seja, entre os vetores de entrada e o vetor de destino, foi realizada para a obtencdo das
construcdes p35S::AtGID1a e pSTK::AtGID1la. Para a reacdo LR utilizou-se 300 ng do vetor
de entrada contendo o gene, 150 ng/pL do vetor de destino pDONR™ (NOB 916 pSTK e
NOB 1161 p35S) (Figura 9) e 5x LR clonase reaction buffer, para uma rea¢do de volume
final de 10 pL. A reagédo de recombinagdo ocorreu por 16 horas a 25 °C. Posteriormente, foi
adicionado 1 pL de Proteinase K. A reacdo foi incubada a 37 °C por 10 minutos e armazenada
a-20 °C.

As construgbes p35S::AtGIDla e pSTK::AtGIDla foram inseridas em cepas
competentes de A. tumefaciens. Foi adicionado 1 pg de plasmidio purificado a 100 pL de A.
tumefaciens, a mistura foi homogeneizada suavemente e incubada no gelo por 30 minutos. A
transformacéo foi realizada por eletroporacdo a 1500 V. Apos a transformacéo, cerca de 350
uL de meio liquido LB foi adicionado a cubeta de eletroporagédo. As células transformadas (1
mL) foram plaqueadas em meio LB &gar contendo o antibidtico espectinomicina (100
pug/mL), em que os plasmideos possuem resisténcia, e o antibiético rifomicina (100 pg/mL),
em que a A. tumefaciens apresenta resisténcia. As placas foram incubadas a 28 °C por dois

dias, para o aparecimento das colbnias.
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Figura 9. Esquema dos vetores contendo o promotor constitutivo 35S (A) e do vetor
contendo o promotor SEEDSTICK que possui expressao especifica no évulo (B), utilizados
como vetores de destino para a superexpressdo de AtGIDla, com as construcoes
p35S::AtGID1la e pSTK::AtGID1a, respectivamente.

Plantas de A. thaliana do ec6tipo Columbia foram transformadas pelo método floral
dip (CLOUGH, S.; BENT, 1998). Inicialmente, as diferentes culturas de A. tumefaciens
contendo os clones de interesse foram inoculadas em 400 mL de meio liquido LB
suplementado com os antibidticos rifampicina (100 pg/mL), gentamicina (100 pg/mL) e
espectinomicina (100 pg/mL), e foram incubadas a 28 °C, com agitacdo a 150 rpm. Apos 24
horas de incubacédo, as células foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 15 min, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 250 mL de
meio de infiltragdo (sacarose 5% e Silwet L-77 0,02%). As flores de A. thaliana foram
mergulhadas na solucédo de infiltracdo contendo as células de A. tumefaciens durante cerca de
30 segundos por trés vezes. E, apds desenvolvimento e maturagdo das sementes, estas foram

coletadas e armazenadas a 4 °C.

As linhagens transformantes foram selecionadas utilizando os agentes seletivos
fosfinotricina (PPT, principio ativo do herbicida Basta) na concentragdo estoque de 120
mg/mL (diluicdo 1:1.000 em agua, com adi¢do de 500 pL de Silwet-77/1000 mL) para as
plantas transformadas com a construcdo pSTK::AtGIDla e o antibiético canamicina na

concentracdo de 100 pg/L, para os transformantes com p35S::AtGID1a (Figura 10). A anélise
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fenotipica das plantas transgénicas foi realizada para identificar possiveis diferengas na

formacéo e desenvolvimento dos 6rgéos reprodutivos.

As plantas transgénicas de A. thaliana pKNU:nIsYFP (TUCKER et al., 2012) também
foram transformadas pelo método floral dip (CLOUGH, S.; BENT, 1998) com a construgédo
p35S::AtGID1a. As linhagens transformantes foram selecionadas usando canamicina.

Figura 10. Selecdo de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana. A - Plantas de A.
thaliana em vasos sem agentes seletivos e B - plantas transformadas com a construgéo
pSTK::AtGIDla em vasos contendo o agente seletivo fosfinotricina (PPT) aplicado
diretamente no solo apresentando uma planta resistente (seta). C - Plantas transformadas com
a construcdo p35S::AtGID1a selecionadas em placa de Petri contendo canamicina 100 pg/L.

3.9 Andlise morfoldgica dos 6vulos de A. thaliana

As inflorescéncias das plantas transformadas, selvagens e mutantes em diferentes
estadios de desenvolvimento foram coletadas, fixadas em etanol:acido acético (9:1) durante
24 horas e posteriormente lavadas com etanol 90% por 10 minutos e em seguida lavadas com
etanol 70%. As amostras foram armazenadas a 4 °C. Para a analise e visualiza¢do dos 6vulos
foi realizado clareamento utilizando solucdo de cloral hidrato:glicerol:agua (3:1:2). Apos 24
horas das amostras embebidas pela solucdo de clareamento, as inflorescéncias foram
dissecadas usando o estereomicroscépio, para a retirada dos pistilos em diferentes estadios do
desenvolvimento, colocados em lamina com solugdo de clareamento e coberto com laminula
para ser observado utilizando o microscopio 6tico Zeiss Axiophot D com microscopia de
contraste diferencial de fase. As imagens foram capturadas em uma camera Axiocam MRc5
(Zeiss) usando o programa Axiovision (versdo 4.1). Foram analisados trés eventos
independentes de cada linhagem transformada p35S::AtGIDla e pSTK::AtGIDla, trés
eventos independentes do mutante ipt9, trés eventos independentes da segunda geracdo da
linhagem transgénica pKNU:nIsYFP p35S::AtGID1a e trés diferentes plantas da linhagem

selvagem (ecotipo Columbia).
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A linhagem pKNU:nIsYFP p35S::AtGIDla foi analisada em microscopio Zeiss
Axiophot usando um filtro de laser com o comprimento de 475-540 nm para excitacdo. As
emissdes foram detectadas entre 530-540 nm. As imagens foram capturadas em uma camera

Axiocam MRc5 (Zeiss) usando o programa Axiovision (verséo 4.1).

3.9.1 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

As inflorescéncias de A. thaliana, das linhagens transgénicas e selvagens, foram
coletadas em solucdo fixadora contendo paraformaldeido 4% em tampdo fosfato de sddio
(NaH,PO,4 1M pH 7,2) e submetidas a vacuo por 30 minutos. As amostras foram lavadas
duas vezes com o tampao fosfato de sddio e posteriormente desidratadas com série de etanol

até 70%, e posteriomente, as amostras foram armazenadas a 4 °C.

Os 6vulos dissecados foram montados em laminas utilizando o protocolo de coloragdo
com Feulgen (BRASELTON et al., 1996) e observados em microscopio confocal de varredura
a laser Leica SP5 com o laser de ion de argdnio com o comprimento de 488 nm para excitacdo
da fluorescéncia GFP, usado para verificar a fluorescéncia do corante. As emissbes foram
detectadas entre 505-580 nm. As imagens foram coletadas no modo multicanal e as
sobreposicdes foram geradas usando o software de analise LEICA LAS AF 2.2.0.

3.10 Analise de expressao de GUS

As linhagens transgénicas pAtGIDla::AtGID1la-GUS, pAtGIDb::AtGID1b-GUS e
pAtGID1c::AtGID1c-GUS (SUZUKI et al., 2009; GALLEGO-GIRALDO et al., 2014), foram
analisadas em diferentes estadios do desenvolvimento do dvulo. Inicialmente, estas plantas
foram submetidas a reacdo de PCR para confirmar a presenca da marcacdo com
S-Glucuronidase (GUS), para isto foi realizada extragdo do DNA (EDWARDS et al., 1991) e
a reacdo de PCR foi feita com um volume final de 15 uL, em solugdo contendo: 2,5 pL de
DNA; 25 mM MgSO;; 5 mM  dNTP; 10 pupM  iniciadores  (5°-
GTGCACCATCAGCACGTTATC-3" e 3’-GAGCATCAGGGCGGCTATAC-5"); 2,0 U de
GoTag® DNA Polymerase (Promega) e 3 pl de tampéo 10X. Uma reacdo sem o DNA molde
foi utilizada como controle negativo. O programa de amplificacdo utilizado foi de 95 °C por 5
min, 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por 40 segundos e
uma extensdo final de 5 min, a 72 °C, em termociclador. Os produtos da amplificagdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e corados com brometo de etidio 0,5

pug/mL.
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As reacOes de GUS foram realizadas como previamente descrito por LILJEGREN et
al., (2000). As inflorescéncias foram coletadas em acetona 90% e incubadas a 4 °C por 1 hora.
Posteriormente a acetona foi removida e as inflorescéncias lavadas trés vezes com o tampao
fosfato de sodio (NaPi 1M pH 7,2), sendo em seguida adicionado o GUS Staining Buffer a 37
°C no escuro. O tempo de permanéncia no tampdo GUS foi avaliado por observacfes da
coloracdo em estereomicroscopio. A observacdo da coloracdo das inflorescéncias variou entre
18 a 24 horas. Apds a coloracéo, as inflorescéncias foram submetidas a uma série de lavagens
com etanol 30%, 50% e 70%, e colocadas em solucdo de clareamento para a observagdo em
microscopio Otico Zeiss Axiophot.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise das sequéncias dos genes de expressao diferencial associados ao metabolismo

de fitormoénios

Anédlise das bibliotecas de RNA-Seq de ovérios de B. brizantha sexual e apomitica em
estadios de megasporogénese e megagametogénese revelou genes diferencialmente expressos
entre os dois estadios de desenvolvimento ou modos de reproducdo. Entre eles ha genes
associados a via de biossintese e ativacdo dos fitorménios como BbrizGID1, BbrizIPT9 e
BbrizLOG estudados nesta tese. No banco de RNA-Seq o transcrito de BbrizGID1 era
composto por 606 nucleotideos, de BbrizIPT9 por 903 nucleotideos e de BbrizLOG por 621

nucleotideos.

O sequenciamento genémico de B. brizantha de plantas sexuais e apomiticas foi
realizado na plataforma Illumina HiSeq 2500 Pair-ends. Foi feito através do sequenciamento
de shotgun e aproximadamente 330 milhdes de reads de 150 pb foram utilizadas, equivalente
a 49,5 bilhdes de pb, constituindo uma cobertura de 80 vezes. O genoma foi montado usando
Masurca v.3.1.3. Foram gerados 532.012 contigs para a biblioteca de plantas sexuais e
186.887 contigs para a biblioteca de plantas apomiticas de B. brizantha (Irsigler, informacéo
pessoal). Neste trabalho, 0 genoma de B. brizantha de plantas sexuais e apomiticas foi
utilizado para a obtencéo dos full-lengths das sequéncias dos genes BbrizGID1, BbrizIPT9 e
BbrizLOG.

Nas bibliotecas genémicas de B. brizantha sexual e apomitica a sequéncia full-length
de DNA de BbrizGID1 apresentou 1.646 nucleotideos, formada por dois éxons e um intron
(Apéndice A). Este gene estd presente em ambas as bibliotecas gendmicas, possuindo o0
mesmo ndmero de aminoacidos, diferindo em suas sequéncias em apenas trés aminoacidos
nas posigdes 12, 152 e 217. Na posic¢do 12, uma lisina (K) encontrada em plantas sexuais é
substituida por uma treonina (T) em plantas apomiticas. Na posi¢do 152, uma isoleucina (I)
encontrada em plantas sexuais foi substituida pela valina (V) em plantas apomiticas. Na
posicdo 217, uma lisina (K) de sexuais € substituida por arginina (R) em apomiticos (Figura
11).
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Figura 11. Comparacdo das sequéncias preditas de aminoacidos de BbrizGID1 de plantas
apomiticas (APO) e sexuais (SEX). Na posi¢do 12, uma lisina (K) encontrada em plantas
sexuais € substituida por uma treonina (T) em plantas apomiticas. Na posi¢do 152, uma
isoleucina (I) encontrada em plantas sexuais é substituida por uma valina (V) em plantas
apomiticas. Na posic¢do 217, uma lisina (K) de sexuais é substituida por uma arginina (R) em
apomiticos (setas). O programa ClustalW foi usado para o alinhamento.
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Pesquisa na base de dados NCBI revelou que o transcrito de BbrizGID1 apresentou
maior similaridade com as sequéncias dos receptores de giberelina GID1-like de outras
plantas da familia Poaceae (Figura 12). As sequéncias mais similares foram encontradas com
as seguintes espécies (porcentagem de identidade): Setaria italica (92%), Sorghum bicolor
(91%), Saccharum officinarum (90%), Zea mays (87%), Brachypodium distachyon (86%),
Oryza sativa Japonica Group (84%), Hordeum vulgare (83%). Em comparacdo com as
sequéncias proteicas dos trés genes da familia AtGID1 de A. thaliana, a similaridade de
BbrizGID1 com os trés genes foram muito préximas: AtGID1c (58%), AtGIDla (57%) e
AtGID1b (55%). Ueguchi-Tanaka et al. (2005) identificaram que o gene OsGID1 em arroz
codifica uma proteina com similaridade ao HSL e o alinhamento de BbrizGID1 também
mostrou regides conservadas com a sequéncia consenso da familia HSL, incluindo os motivos
HGG e GXSXG. Além disso, mostrou dois centros cataliticos conservados com a sequéncia
proteica de HSL, serina (S) e &cido aspartico (D), enquanto outro centro catalitico, histidina
(H), foi substituido por isoleucina (1) (Figura 13). Também foram identificados dois residuos
de aminodacidos conservados entre os genes GID1-like, glicina (G) e arginina (R), que sdo
essenciais para manter a atividade de ligagcdo do receptor a giberelina em arroz (UEGUCHI-
TANAKA et al., 2005).
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Figura 12. Alinhamento maltiplo da sequéncia de BbrizGID1 e as sequéncias mais similares
encontradas no banco de dados NCBI: Setaria italica (Nimero de acesso XP_004962116.1),
Sorghum Bicolor (CAP64329.1), Saccharum officinarum (CAP64326.1), Zea mays
(CAP64327.1), Brachypodium distachyon (XP_003568469.1), Oryza sativa japonica group
(XP_015639961.1), Hordeum vulgare (CA098733.1),), AtGIDla (At3g05120), AtGID1b
(At3g63010) e AtGID1c (At5927320). Residuos de aminodcidos idénticos sdo marcados em
cinza. Os quadrados identificam os motivos HGG e GXSXG, regides conservadas com a
familia homonio sensitive lipase (HSL). As setas pretas mostram os trés centros cataliticos,
serina (S), acido aspartico (D) e isoleucina (l), este Ultimo substitui a histidina (H),
caracteristica da familia HSL. As setas brancas indicam dois residuos de aminoacidos
conservados, glicina (G) e arginina (R), que sdo essenciais para manter a atividade de ligacdo
do receptor a giberelina em arroz (UEGUCHI-TANAKA et al., 2005). O programa ClustalW
foi usado para o alinhamento mdltiplo.
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Figura 13. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de BbrizGID1 de plantas apomiticas e
a sequéncia consenso da familia horménio sensitive lipase (HSL). Os quadrados representam
motivos HSL conservados, HGG e GXSXG. As setas pretas mostram o0s trés centros
cataliticos, serina (S), acido aspartico (D) e histidina (H) da HSL, enquanto o terceiro
aminoéacido foi substituido por isoleucina (1) nas plantas de Brachiaria brizantha. O programa
ClustalW foi usado para o alinhamento das sequéncias.

Nas bibliotecas genémicas de B. brizantha sexual e apomitica a sequéncia full-length
de DNA de BbrizIPT9 apresentou 1.356 nucleotideos (Apéndice B). Este gene esta presente
em ambas bibliotecas gendmicas, que codificam 451 aminoacidos que sdo idénticos entre 0s
genotipos apomiticos e sexuais de B. brizantha, e ndo foram detectados a presenca de introns

(Figura 14).
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Anadlise do transcrito de BbrizIPT9 por BLAST na base de dados NCBI revelou maior
similaridade deste gene com as proteinas isopentenyltransferase 9 da familia Poaceae, nas
seguintes porcentagens de similaridade (Figura 15): Setaria italica (90%), Sorghum bicolor
(80%), Zea mays (77%), Saccharum hybrid cultivar R570 (75%), Brachypodium distachyon
(73%), Oryza sativa Japonica Group (73%), Oryza brachyantha (71%), Aegilops tauschii
(70%) e Hordeum vulgare (69%). Em comparacdo com as sequéncias proteicas dos nove
genes da familia IPT de A. thaliana, BbrizIPT9 apresentou maior similaridade com o AtIPT9
(53%). O NCBI Conserved Domain Search indicou que BbrizIPT9 compartilha uma
sequéncia conservada comum com a familia IPP transferase (tRNA delta(2)-

isopentenylpyrophosphate transferase).
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Figura 14. Comparacdo das sequéncias preditas de aminoacidos de BbrizIPT9 de plantas
apomiticas (APO) e sexuais (SEX). A sequéncia dos genes obtidos no banco de dados
gendbmicos ndo mostrou diferenca entre nucleotideos e aminoacidos, apresentando uma
sequéncia idéntica entre os genotipos de plantas apomiticas e sexuais. O programa ClustalW
foi usado para o alinhamento.
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Figura 15. Alinhamento multiplo de BbrizIPT9 e as sequéncias similares encontradas no
banco de dados NCBI: Setaria italica (XP_004963310.1), Sorghum bicolor
(XP_002463348.1), Zea mays (AQK®80671.1), Saccharum hybrid cultivar R570
(AGT16524.1), Brachypodium distachyon (XP_003563223.2), Oryza sativa japonica group
(XP_015644187.1), Oryza brachyantha (XP_006656524.1), Aegilops tauschii
(XP_020163508.1) e Hordeum vulgare (BAJ89736.1). Residuos de aminacidos idénticos séo
marcados em cinza. O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado utilizando o
programa ClustalW.
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Nas bibliotecas genémicas de B. brizantha sexual e apomitica a sequéncia full-length
de DNA de BbrizLOG, constituida por sete éxons e seis introns, apresentou 3.492
nucleotideos na biblioteca genémica de plantas apomiticas, e 3.957 nucleotideos foram
detectados na biblioteca gendmica de plantas sexuais (Apéndice C). Este gene esta presente
em ambas as bibliotecas gendmicas, que codificam 206 aminoacidos que sdo idénticos entre

0s genotipos de B. brizantha, apomitica e sexual (Figura 16).

A pesquisa no banco de dados NCBI e o alinhamento do transcrito de BbrizLOG
mostrou alta similaridade com sequéncias protéicas de plantas da familia Poaceae e regides
conservadas (Figura 17): Setaria italica (100%), Dichanthelium oligosanthes (99%), Panicum
hallii (99%), Sorghum bicolor (99%), Oryza sativa Japonica Group (97%), Zea mays (98%),
Oryza brachyantha (95%) e Brachypodium distachyon (94%). A similaridade de BbrizLOG
com as sequéncias proteicas dos nove genes da familia LOG de A. thaliana foram muito
proximas, sendo a maior similaride encontrada com a familia de proteinas lisina
descarboxilase AtLOG4 (80%), AtLOG3 (80%) e AtLOG1 (79%). O gene AtLOG3 possui uma
sequéncia adicional de 24 aminacidos, ndo observada em outros genes da familia Poaceae e
nos AtLOGs de A. thaliana. O NCBI Conserved Domain Search indicou que BbrizLOG
compartilha uma sequéncia altamente conservada comum com a familia lysine decarboxylase.
Como os membros desta familia génica compartilham um motivo altamente conservado
PGGXGTXXE, este motivo é apontado como provavelmente importante para a

funcionalidade do gene.
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Figura 16. Comparagdo das sequéncias preditas de aminoacidos de BbrizLOG de plantas
apomiticas (APO) e sexuais (SEX). A sequéncia dos genes obtidos no banco de dados

genémicos ndo mostrou diferenca entre os 206 aminoacidos entre 0s genotipos de plantas
apomiticas e sexuais. O programa ClustalW foi usado para o alinhamento.
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Figura 17. Alinhamento multiplo das sequéncias de BbrizLOG com as sequéncias mais
semelhantes encontradas no banco de dados NCBI e no banco de dados TAIR: Setaria italica
(NUmero de acesso XP_004982851.1), Dichanthelium oligosanthes (OEL17164.1), Panicum
hallii (PAN46850.1), Sorghum Bicolor (XP_002467072.1), Oryza sativa japonica group
(XP_015613334.1), Zea mays (NP_001169307.1), Oryza brachyantha (XP_006661863.1),
Brachypodium distachyon (XP_003574067), AtLOG4 (AT3G53450) e AtLOG1
(AT2G28305). Residuos de aminacidos idénticos sdo marcados em cinza. Os quadrados
indicam um motivo altamente conservado PGGXGTXXE entre as sequéncias. O alinhamento
multiplo das sequéncias foi realizado utilizando o ClustalW.
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4.2 Deteccdo da presenca dos genes em estudo nos genoétipos de B. brizantha sexual e

apomitico

O numero de cépias de BbrizGID1, BbrizIPT9 e BbrizLOG foi estimado por anélise de
Southern blot utilizando DNA gendmico das plantas apomiticas e sexuais (Figura 18). O
mapa de restricdo mostrou que o fragmento de BbrizGID1 utilizado como sonda para o
Southern blot ndo apresentou sitios de restricdo interna para as enzimas utilizadas. J& o0 mapa
de restricdo do DNA gendmico de ambos os gendtipos mostrou que ndo ha sitios de restricdo
para EcoRI e Xbal e um sitio foi encontrado para Hindlll na regido do intron, na posicéo 444.
O local de hibridizacdo da sonda est& entre as posi¢fes 1.334 e 1.633 da regido do éxon da
sequéncia de nucleotideos. A hibridizacdo genémica confirmou que BbrizGID1 esta presente
tanto em geno6tipos sexuais quanto em apomiticos em um padrdo de restricdo diferente.
Apresentou trés fragmentos apos a digestdo com a enzima EcoRI, quatro apés a digestdo com
Hindlll e dois fragmentos apds a digestdo com Xbal em DNA genémico apomitico. No
gendtipo sexual, um fragmento foi hibridizado apés a digestdo EcoRl, trés apos Hindlll e dois
fragmentos apds a digestdo com Xbal (Figura 18). Portanto, a analise por Southern Blot
mostrou um total de 2-4 bandas nas amostras do gendtipo apomitico e 1-3 bandas no genétipo

sexual.

A anélise do mapa de restri¢do para o fragmento utilizado como sonda para BbrizIPT9,
indicou um sitio de restricdo interna para a enzima Hindlll, apresentando sete bandas no
genotipo de plantas apomiticas e trés bandas em geno6tipos sexuais. Para as enzimas EcoRI e
Xbal ndo foi encontrado sitio de restricdo interna na sonda. A digestdo com EcoRI apresentou
quatro bandas para gendtipos apomiticos e trés bandas para sexuais, ja Xbal apresentou trés
bandas para as plantas apomiticas e duas para plantas sexuais. Portanto, a analise por
Southern blot mostrou um total de 3-4 bandas nas amostras do gendétipo apomitico e 2-3
bandas no genotipo sexual, sugerindo que BbrizIPT9 estid presente em gendtipos sexuais e

apomiticos também apresentando trés e quatro copias, respectivamente (Figura 18).

A anélise por Southern blot de BbrizLOG indicou que este gene estad presente em
apenas uma copia no genoma de ambos genotipos, apomiticos e sexuais. A analise do mapa
de restricdo indicou que ndo ha sitios de restrigdo interna no fragmento utilizado como sonda,
e foi observada a presenca de apenas uma banda para cada enzima de restricdo utilizada na

digestdo, EcoRlI, Hindlll e Xbal, em ambos 0s genotipos, apomiticos e sexuais (Figura 18).
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Figura 18. Analise do DNA genémico de Brachiaria brizantha apomitica (APO) e sexual
(SEX) digerida com EcoRlI (E); Hindlll (H) e Xbal (X). Eletroforese em gel de agarose 0,8%
(A, C e E) e fragmentos hibridizados por Southern blot de BbrizGID1 (B), BbrizIPT9 (D) e
BbrizLOG (F), marcados com a sonda radioativa marcada com *P. A imagem foi gerada
usando o phosphor imaging plate. C = controle, mesmo fragmento usado para sintetizar a
sonda.
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4.3 Expressao génica determinada em ovarios em diferentes estadios de desenvolvimento

de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha

Para validar biologicamente genes diferencialmente expressos de BbrizGID1,
BbrizIPT9 e BbrizLOG em ovérios sexuais e apomiticos de B. brizantha, inicialmente, foram
realizados experimentos de RT-qgPCR nos mesmos estadios de desenvolvimento do banco de

RNA-Seq, megasporogénese e megagametogénese.

Os resultados do RNA-Seq, validados por RT-gPCR, mostraram maior expressdo de
BbrizGID1 em ovarios de plantas apomiticas em relagdo aos ovarios de plantas sexuais, sendo
a maior expressao detectada no inicio da megasporogénese, estadio | (Figura 19). BbrizIPT9
apresentou maior expressdo nos ovarios de plantas sexuais, tanto nos estadios de
megasporogénese como na megagametogénese, também validados por RT-gPCR (Figura 19).
BbrizLOG apresentou maior expressdo em ovarios de plantas apomiticas, nos estadios de
megasporogénese e megagametogénese, quando comparada com a de plantas sexuais na
analise de bibliotecas de RNA-Seq e o mesmo perfil de expressdo foi observada por RT-
gPCR (Figura 19).
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Figura 19. Perfil de expressdo relativa de BbrizGID1 (A e B), BbrizIPT9 (C e D), e
BbrizLOG (E e F). Anélise de dados da biblioteca de RNA-seq (A, C e D) mostrando o perfil
de expressdo em ovarios de plantas apomiticas (m) e de plantas sexuais (=) nos estadios de
megasporogénese (I +I1) e megagametogénese (11 + 1V) e anélise da expressao obtida por
RT-gPCR (B, D e F) nos mesmos estadios de desenvolvimento do ovario, megasporogénese
(I +11) e megagametogénese (II1 + 1V). Barras representam o desvio padrdo com base na

media

de trés amostras biologicas.

Comparou-se o nivel de expressdo por RT-qPCR entre os diferentes estadios de

desenvolvimento de ovérios de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha, utilizando

pistilos em quatro estadios diferentes de desenvolvimento (ARAUJO et al., 2000;
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RODRIGUES, et al., 2003). Os ovérios de pistilos no estadio I, correspondentes ao inicio da
megasporogénese, apresentaram maior expressdo de BbrizGID1, enquanto a expressao
diminuiu nos estadios de desenvolvimento posteriores, tanto em plantas apomiticas quanto em
sexuais de B. brizantha. Ao nivel de 5% de significancia a anélise do desvio (ANODEV)
mostrou que os modos de reproducdo apomiticos e sexuais, ndo interferem na expressao de
BbrizGID1, ou seja, ndo ha diferencas significativas entre os modos de reproducéo (F=0,9039,
GL resposta = 19, GL modo R = 1, p = 0,3537). Entretanto, entre os estadios I, Il e Ill do
desenvolvimento do dvulo de plantas apomiticas e sexuais ha diferencas significativas (F =
49, 66, GL =19, GL = 3, p = 0,0001) (Figura 20).

A analise de expressdo por RT-gPCR foi também realizada para BbrizIPT9 nos quatro
diferentes estadios de desenvolvimento do ovario e a maior expressao foi detectada nos trés
primeiros estadios de desenvolvimento dos ovarios de plantas sexuais. O teste do desvio
(ANODEV) mostrou, com 1% de significancia, que os modos de reproducdo apomitica e
sexual interferem no perfil de expressdo de BbrizIPT9, portanto, ha diferenca significativa
entre 0s modos de reproducdo (F=43.0960, GL = 1, p = 2.764e ™). Quanto aos estadios de
desenvolvimento dos ovarios (I, I, 111 e 1V) de plantas apomiticas e sexuais, a ANODEV
mostrou que os estadios ndo interferem no perfil de expressdo de BbrizIPT9 (F=2.8013,
GL=3, p=0.0678), ndo tendo diferencas significativas entre os estadios de desenvolvimento

com o0 mesmo modo de reproducdo (Figura 20).
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Figura 20. Boxplot mostrando a expresséo relativa de BbrizGID1, BrizIPT9 e BbrizLOG por
RT-gPCR. Anélise da expressao em ovarios nas diferentes fases do desenvolvimento, antes da
antese (I, I1, 111 e 1V), de plantas apomiticas (m) e de plantas sexuais (). Barras representam o
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ANODEYV foram calculados no programa R Core Team (2016). A diferenca significativa foi

observada entre 0os modos de reproducdo, apomitica e sexual, e entre o0s estadios de

desenvolvimento do ovario (p <0,05).
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A analise de expressdo relativa de BbrizLOG mostrou expressdo diferencial
significativa entre os modos de reproducdo, apomitica e sexual, nos estadios II, 11l e IV de
desenvolvimento do ovéario. A maior expressdo foi detectada no estadio IlI, inicio da
megagametogénese, e nao foi verificada diferenca significativa de expressao no estadio | entre
plantas apomiticas e sexuais. Ao nivel de 5% de significancia o teste do desvio (ANODEV)
mostrou que os modos de reproducdo apomitica e sexual interferem no perfil de expressao de
BbrizLOG (F=8.7269, GL = 1, p = 0.01046). Quanto aos estadios de desenvolvimento dos
ovarios de plantas apomiticas e sexuais (I, Il, Il e V), a ANODEV mostrou que os estadios
ndo interferem no perfil de expressdo deste gene (F=0.5228, GL=3, 0.6747), ndo tendo
diferencas significativas entre os estadios de desenvolvimento de ovérios de plantas com o

mesmo modo de reproducdo (Figura 20).

4.4 Localizagdo da expressdo in situ dos genes em estudo em ovérios de B. brizantha

apomitica e sexual

A hibridizacdo in situ de BbrizGID1, BbrizIPT9 e BbrizLOG foi realizada nos estadios
iniciais do desenvolvimento do ovério de plantas sexuais e apomiticas de B. brizantha, para
entender a localizacdo celular da expressdo destes genes nos eventos iniciais do
desenvolvimento do évulo e inferir sobre sua relagdo com o0s principais eventos de

diferenciacdo do SE.

Os transcritos de BbrizGID1 nos estadios iniciais do desenvolvimento do SE de
plantas apomiticas e sexuais foram observados (Figura 21). As sec¢des coradas com laranja
acridina mostraram a presenca de RNA preservado em nucléolos e citoplasma das células dos
ovarios de plantas sexuais (Figura 21A) e apomiticas. A sonda antisenso de BbrizGID1 nos
estadios iniciais da megasporogénese resultou em forte sinal de hibridizagdo na CMM de
plantas sexuais (Figuras 21B e 21C) e apomiticas (Figuras 21E, 21F e 21G). As células
nucelares, no inicio da megasporogénese, de ovarios sexuais apresentaram sinal fraco de
hibridizacdo (Figuras 21B e 21C) em comparacdo com a forte marcagéo nas células nucelares
de apomiticos (Figuras 21F e 21G). Foi interessante observar uma forte expressdo de
BbrizGID1 nas celulas nucelares, apenas na regido onde as iniciais aposporicas aparecem,
diferente do que foi observado no ovario sexual, em que a expressdo foi detectada apenas nas
CMMs. Os tegumentos interno e externo tanto nas plantas sexuais quanto nas apomiticas

mostraram fraco sinal de hibridizagdo (Figuras 21C e 21F). As anteras apresentaram forte
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sinal de hibridizacdo na célula m&e do micrésporo e ndo foi detectado sinal no tapetum de
plantas sexuais e apomiticas (Figuras 21B e 21E). A sonda controle senso ndo apresentou

sinal de hibridizacdo nos ovarios sexuais e apomiticos (Figuras 21D e 21H).

Flgura 21. Locallzagao da expressao de BbrizGID1 por hlbrldlzagao in situ em seccdes semi-
finas de ovérios e anteras de plantas sexuais (A — D) e apomiticas (E — H) de Brachiaria
brizantha. A - Ovéario mostrando preservacdo do RNA total (laranja), seta indicando a CMM
em controle com laranja de acridina. B - Visdo geral do ovéario apresentando forte sinal de
hibridizacdo na CMM (seta) e anteras mostrando forte sinal de hibridizacdo nas células mae
do micrésporo (cabeca de seta). C - Detalhe do évulo com forte marcacdo na CMM (seta) e
apresentando sinal mais fraco nas células nucelares (nu), e nos tegumentos interno (ti) e
externo (te). D - Controle hibridizado com a sonda senso sem sinal. E - Visdo geral do ovério
de plantas apomiticas apresentando forte marcacdo na CMM (seta) e anteras com forte sinal
de hibridizacdo nas células mae do micrésporo (cabeca de seta). F - Detalhe do 6vulo com
forte sinal de hibridizacdo na CMM (seta) e nas células nucelares (nu), e apresentando sinal
fraco nos tegumentos interno (ti) e externo (te). G - Sec¢do seguinte do 6vulo anterior (F)
mostrando o citoplasma da CMM fortemente hibridizado (seta). H - Ovario hibridizado com a
sonda senso (controle) e ndo apresentando sinal. CMM = célula mée do megasporo; Barras: A
=10 um,B=50um, C=12 um,D=20 um, E=100 um e F —H = 10 pm.

A localizagdo dos transcritos de BbrizIPT9 foi observada nos estadios iniciais do
desenvolvimento do Ovulo, inicio da megasporogénese, de plantas sexuais e apomiticas
(Figura 22). Foi verificado fraco sinal na célula arqueospdrica, que posteriormente ira se
diferenciar em CMM e forte sinal de hibridizagdo foi detectado na porgéo superior do estilete
de plantas apomiticas (Figura 22A), na CMM também foi detectado forte sinal de expressdo
qguando comparado com as células nucelares (Figura 22B). A sonda controle senso néo

apresentou sinal de hibridizacdo nos ovarios de plantas apomiticas (Figura 22C) e sexuais.
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Durante a megasporogénese de plantas sexuais, foi evidenciada forte hibridizagdo na CMM e
nas células nucelares préximas (Figura 22E e 22F). Em relacdo aos tegumentos ndo foi
observado sinal de hibridizacdo em ovarios de plantas apomiticas e nem de plantas sexuais
(Figura 22F). Nos ovarios de plantas sexuais foi detectado forte hibridizagdo nas lodiculas
(Figura 22G). Anteras de plantas sexuais e apomiticas apresentaram sinal de hibridizacdo na

célula mée do microsporo (Figuras 22D e 22H).

Transcritos de BbrizLOG foram detectados nos estddios de megasporogénese e
megagametogénese durante o desenvolvimento do évulo de plantas sexuais e apomiticas
(Figura 23). A sonda controle senso ndo apresentou sinal de hibridizacdo nos ovarios de
plantas apomiticas e sexuais (Figuras 23A e 23D). No estadio de megasporogénese em plantas
apomiticas, foi observado sinal de hibridizacdo na CMM, forte marcacdo na célula inicial
aposporica e fraco sinal de hibridizacdo nas células nucelares e tegumentos (Figuras 23B e
23C). Nos ovarios de plantas sexuais foi observada forte expressdo na CMM e também sinal
de hibridizacdo nas células nucelares préximas a CMM (Figuras 23E e 23F). Nos tegumentos
interno e externo tanto nas plantas sexuais quanto nas apomiticas ndo houve sinal de
hibridizacdo. Em estadios posteriores de desenvolvimento dos ovarios de plantas apomiticas
foi observada forte expressdo nas células nucelares e nas células do aparato da oosfera. Em
plantas sexuais, no estddio de megagametogénese, foi observado sinal de hibridizacdo nas
células nucelares e no citoplasma de todas as células do aparato da oosfera (Figura 23G), e
ndo foi observado sinal de hibridizacdo nas antipodas (Figura 23H). Nas anteras de plantas
apomiticas (Figura 23I) e sexuais houve forte sinal de hibridizacdo nos micrésporos.
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Figura 22. Localizacdo da expressdo de BbrizIPT9 por hibridiza¢do in situ em ovérios e
anteras de plantas apomiticas (A — D) e sexuais (E — H) de Brachiaria brizantha. A - Ovério
mostrando pouca marcacdo na célula arqueosporica (seta fina) e forte hibridizacdo na porgéo
superior do estilete (seta larga). B - Detalhe do ovério apresentando sinal de hibridizacdo na
CMM (seta). C - Ovario hibridizado com a sonda controle senso. D - Antera com hibridizacado
nas células mae do micrésporo (setas). E - Ovario de planta sexual com forte sinal de
hibridizacdo na CMM e nas células nucelares proximas (seta). F - Detalhe do oOvulo
apresentando forte marcagdo na CMM (seta) e com pouco sinal de hibridizagdo nos
tegumentos (te). G - Lodiculas de planta sexual com forte hibridizacéo (setas). H - Antera de
planta sexual com hibridizacdo nas células mae do micrésporo (setas). CMM = célula mae do
megasporo. Barras: A-B=10um; C-D =20 um; E-F=10 um ; G —H =25 um.



78

Figura 23. Hibridizacéo in situ de BbrizLOG em ovarios e anteras de plantas apomiticas (A —
C, I) e sexuais (D — H) de Brachiaria brizantha nos estadios de megasporogénese e
megagametogénese. A - Ovaério hibridizado com a sonda controle senso sem sinal, seta
indicando a CMM. B — C Ovérios apresentando sinal de hibridizacdo na CMM (seta larga) e
forte expressdo na célula inicial apdsporica (seta fina). D - Ovario de planta sexual
hibridizado com a sonda controle senso, seta mostrando a CMM. E - Ovério evidenciando
forte expressdo no citoplasma da CMM (seta larga). F - Detalhe do 6vulo mostrando o nicleo
da CMM fortemente hibridizado (seta fina) e células nucelares (seta larga). G - Saco
embrionario maduro (seta) de planta sexual mostrando hibridizacéo nas células do aparato da
oosfera. H - Detalhe das antipodas (seta) em que ndo houve sinal de hibridizacdo. | - Anteras
de plantas apomiticas com forte sinal de hibridizacdo nos microsporos (setas). CMM = célula
mde do megasporo; Barras: A=5um; B-C=2um; D-F=25um; E, G- 1=10 um.

4.5 Determinacdo da localizacdo de expressdo de GID1 em plantas de A. thaliana e
alteracdes fenotipicas pela superexpressédo de AtGlID1a em transgénicos

Com o propésito de verificar a funcdo de BbrizGID1 in vivo, foram realizadas analises
fendtipicas de plantas transgénicas, utilizando a planta modelo A. thaliana. O gene BbrizGID1

teve a sua maior expressdo detectada nos estadios iniciais de desenvolvimento do ovario de B.
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brizantha, tanto em plantas apomiticas como em sexuais. Para o estudo deste gene foi
realizada a superexpressao, utilizando o promotor constitutivo 35S e o promotor STK, que

direciona a expressao para o ovulo.

Para estudar a localizacéo das proteinas GID1 (a, b e c) durante os primeiros estadios
de desenvolvimento do 6vulo, foram analisadas as linhagens transgénicas de A. thaliana
pAtGID1::AtGID1-GUS (SUZUKI et al., 2009; GALLEGO-GIRALDO et al., 2014)
fusionadas ao gene GUS, para reportar o local de expressao de AtGID1a, AtGID1b e AtGID1c
durante o desenvolvimento dos 6vulos de A. thaliana, principalmente nos estadios iniciais
(Figura 24).

A expressdo de GID1, como visualizada nos ensaios de GUS, em infloréscencias
contendo pistilos antes da antese, sugeriu que as proteinas GID1 sdo diferencialmente
expressas ao longo do desenvolvimento do 6vulo em A. thaliana (Figura 24A). O sinal GUS
foi fortemente detectado nos tegumentos interno e externo dos évulos das plantas transgénicas
pAtGID1a::AtGID1a-GUS, no estadio 2-111, em que a CMM esta em meiose, e 0s tegumentos
interno e externo ja estdo em desenvolvimento (SCHNEITZ, K. et al., 1995). Nenhum sinal
foi detectado nas CMMs e nas células nucelares (Figura 24B). Nos 6vulos maduros a
expressao de GUS foi observada em toda a regido do 6vulo, incluindo o SE e os tegumentos
(Figura 24C).

Nas plantas transgénicas pAtGID1b::AtGID1b-GUS, o sinal GUS foi localizado nos
tegumentos interno e externo no estadio inicial do desenvolvimento do 6vulo, estadio 2-111-2-
V (SCHNEITZ, K. et al., 1995), e ndo foi detectada expressdao nas CMMs e nas células
nucelares (Figuras 24D e 24E). Nos 6vulos maduros, no estagio FG7 em que o SE ja esta
formado, o sinal GUS foi localizado principalmente na regido da calaza, na base do SE
(Figura 24F).

Analisando as plantas transgénicas pAtGID1c::AtGID1c-GUS de A. thaliana, a
expressao de GID1C foi observada especificamente no septo, sendo completamente ausente
nos ovulos no estadio 2-111 e nos funiculos (Figura 24G e 24H).
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Figura 24. Anélise histoquimica de GUS em inflorescéncias e 6vulos de Arabidopsis thaliana
antes da antese, utilizando as linhagens transgénicas: A — C: pAtGIDla::AtGID1a-GUS; D —
F: pAtGID1b::AtGID1b-GUS e G — H: pAtGID1::AtGID1-GUS. A - A expressdo de GUS foi
observada principalmente no pedunculo (S), nos évulos (setas) e nas anteras (cabegas de
setas). B - No estadio 2-111 do desenvolvimento do 6vulo, o sinal de GUS foi observado nos
tegumentos interno (ti) e externo (te), e ndo foi detectado na CMM em meiose (seta) e nem
nas células nucelares. C - Nos 6vulos maduros o sinal GUS foi localizado em todo o SE e nos
tegumentos. D — E No Estadio 2-111 (D) e FGO (E), o sinal GUS foi observado nos
tegumentos interno (ti) e externo (te), e ndo foi detectado na CMM em meiose (seta) e nem
nas células nucelares. F - No SE maduro, o sinal GUS foi detectado principalmente na regido
da calaza (Ch) em comparacdo com a regidao da micropila (MP). G - O sinal de GUS foi
localizado especificamente no septo (se), mas estava completamente ausente nos 6vulos (ov) e
funiculos. H - O sinal GUS foi indetectavel nos 6vulos, setas mostram as CMMs e as células
nucelares. CMM = célula mae do megasporo; SE = saco embrionario; Barras: A = 1mm; B —
F=20umeG—-H =50 um.

A superexpressdo de AtGIDla nas plantas transgénicas p35S::AtGIDla e
pSTK::AtGID1a de A. thaliana foi confirmada. Os resultados mostraram que a expressao de
AtGID1a foi maior nas inflorescéncias das linhagens transgénicas em relagdo ao perfil de
expressao obtido nas analises com as plantas selvagens, independente do promotor usado
(Figura 25). Resultados obtidos (nivel de expressdo relativa, nimero total de dvulos
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analisados, numero de células semelhantes & CMM, porcentagem de 6vulos com células
semelhantes a CMM por ndmero total de 6vulos e nimero de sementes por siliqua)
observados em cada uma das plantas analisadas e que foi utilizado para o célculo das
médias apresentadas nas figuras 25, 27, 29, 31, 33 e 34, encontram-se apresentados no

apéndice D.

25

1.5

Expressao Relativa

0.5 .

WT PSTK::AtGID1a p35S::AtGID1a

Figura 25. Anélise da expressao relativa obtida por RT-qPCR utilizando infloréscencias de
Arabidopsis thaliana superexpressando AtGlD1a sob o controle do promotor constitutivo 35S
(p35S::AtGID1a) e do promotor SEEDSTICK especifico do évulo (pSTK::AtGID1a). As
barras representam o desvio padrdo com base na média de trés réplicas bioldgicas. Actin8 e
Ubiquitinl0 foram utilizados como genes de referéncia. WT: tipo selvagem (ecOtipo
Columbia).

As analises morfoldgicas dos oOvulos das mesmas plantas p35S::AtGIDla e
pSTK::AtGID1a foram realizadas especialmente nos estadios iniciais do desenvolvimento,
estadio finger-like (2-1), no qual a CMM ja estd formada (SCHNEITZ, K. et al., 1995). Nos
estadios de finger-like (2-1), foram observados évulos com duas células na regido central,
ceélulas adicionais semelhantes a8 CMM, que foram identificadas pelo seu maior tamanho em
relacdo a outras células nucelares, e pela sua localiza¢éo central e proximidade com a CMM
(Figura 26). Os Ovulos das plantas pSTK::AtGIDla e p35S::AtGIDla apresentaram uma
assincronia no desenvolvimento dos tegumentos interno e externo em relacdo aos eventos de
megasporogénese, quando comparados com o tipo selvagem. Esses resultados sugerem que a
expressao ectdpica de AtGlD1a pode interferir no desenvolvimento correto do tegumento. As

células adicionais semelhantes a CMM de plantas superexpressando AtGIDla foram
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observadas apenas em Ovulos no estagio finger-like (2-1). Em estadios posteriores de
desenvolvimento, observou-se apenas um megasporo funcional, sugerindo que apenas uma
CMM completou a divisdo meidtica e entrou no processo de gametogénese, ja que SE duplos

ndo foram observados durante a analise de 6vulos maduros (Figura 26).

Figura 26. Ovulos de plantas selvagens e linhagens transgénicas pSTK::AtGIDla e
p35S::AtGID1a de Arabidopsis thaliana nas principais fases do desenvolvimento do 6vulo,
observados com microscopia Otica de contraste diferencial de fase (A — I; L — W) e
microscopia confocal de varredura a laser (J — K). A — F = Ovulos de plantas selvagens do
ecotipo Columbia durante o desenvolvimento do SE. A - Estadio finger-like (2-1) mostrando a
CMM (seta). B — C Estadio 2-111 (B) e FG1 (C) indicando o inicio do desenvolvimento dos
tegumentos interno (ti) e externo (te) e CMMs (setas). D - Estaddio FG2 evidenciando os
megasporos em degeneracdo (asteriscos) e o megasporo funcional (setas). E - FG3
apresentando megasporos degenerados e SE (seta). F - Ovulo maduro no estadio FG6, a seta
indica a célula central. G — O = Linhagem transgénica pSTK::AtGIDla. G — H Estadio de
finger-like (2-1), mostrando a CMM (setas) e células adicionais semelhantes a CMM (cabecas
de seta). | — L Estadio 2-111 mostrando o inicio do desenvolvimento dos tegumentos interno
(ti) e externo (te), CMMs (setas) e células semelhantes 8 CMM (cabegas de seta). M — N FG1
mostrando 0s megasporos em degeneracdo (asteriscos), megasporo funcional (setas) e
tegumentos internos (ti) e externos (te) bem desenvolvidos. O - Estadio FG6, a seta indica a
célula central. P — W = Linhagem transgénica p35S::AtGID1a. P — Q Estadio de finger-like
(2-1), visualizando a CMM (setas) e células semelhantes 8 CMM (cabecas de seta). R — S
Estadio 2-111 mostrando a CMM (setas) e o inicio do desenvolvimento dos tegumentos interno
(ti) e externo (te). T - Representa uma tétrade (cabeca de seta) e tegumentos interno (ti) e
externo (te) em desenvolvimento. U - FG1 mostrando o megasporo funcional (seta),
megéasporos degenerados (asteriscos) e tegumentos bem desenvolvidos. V - FG4 mostrando o
SE constituido por quatro nucleos, dois nicleos no pélo micropilar e calazal (cabecas de seta).
W — Estadio FG6 apresentando células antipodas (seta) e os trés nucleos no pdlo micropilar
(cabeca de seta). CMM = célula mée do megasporo. SE = saco embrionario; Barras: A — B =20
pm; C =10 um; D—-F =20 um; G—H =100 pm; I =50 pm; J - K =25 pum; L =100 pm, M =5 pum;
N=100 um; O =10 um; P—-Q =50 um; R=10 um; S=5um; T-U=10ume V - W =20 um.
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Em oOvulos de A. thaliana do tipo selvagem (ecétipo Columbia), também foram
observadas células adicionais semelhantes a CMM, mas em numero reduzido, 17% do
numero total de &vulos analisados. Nas plantas pSTK::AtGIDla e p35S::AtGID1a,
observaram-se células adicionais semelhantes a CMM em 33% e 32% do numero total de
Ovulos analisados usando promotor pSTK ou p35S, respectivamente. A andlise estatistica
(teste t) mostrou que existe diferenca significativa entre o nimero de células adicionais
semelhantes a CMM observadas nas linhagens transgénicas em comparacdo com o tipo
selvagem, independente do promotor utilizado para a superexpressao de AtGID1a, pSTK (p =
0,009) ou p35S (p = 0,013) (Figura 27).
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Figura 27. Comparacdo entre o nimero de 6vulos com células adicionais semelhantes a
CMM de plantas selvagens e transgénicas, pSTK::AtGID1a e p35S::AtGID1a, de Arabidopsis
thaliana. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre 0 nimero
de células adicionais semelhantes a CMM de plantas transgénicas e de tipo selvagem,
independentemente do promotor utilizado para a superexpressdao de AtGIDla, pSTK (p =
0,009) ou p35S (p = 0,013). WT: tipo selvagem; n = nimero de 6vulos analisados; CMM =
célula mée do megasporo.

Para investigar se as células adicionais semelhantes 8 CMM possuem identidade de
CMM, uma linhagem transgénica pKNU::nIsYFP (TUCKER et al., 2012), que possui a
expressao de genes marcadores YFP sob o controle do promotor KNUCKLES, dirigida
exlusivamente para a CMM, foi transformada com o vetor p35S::AtGID1a e as linhagens
transgénicas superexpressando AtGID1a foram analisadas. A segunda geracdo das linhagens

pKNU::nIsYFP p35S::AtGIDla apresentaram um aumento no numero das células
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semelhantes 8 CMM em uma taxa de 28%, no entanto, apenas uma célula expressa o sinal da
fluorescéncia YFP, sugerindo que uma das duas células adquiriu a identidade CMM e a outra

célula adicional, ndo possui identidade de CMM (Figura 28).

Figura 28. Os oOvulos de Arabidopsis thaliana da linhagem transgénica pKNU::nIsYFP
superexpressando AtGIDla sob o controle de p35S, com a CMM marcada com a
fluorescéncia YFP. A - Ovulos no estadio 2-111 com duas células, CMM (seta) e outra célula
adicional semelhantes 8 CMM (cabeca de seta). B - Ovulo no mesmo momento do anterior
usando luz UV e mostrou sinal de fluorescéncia somente em uma célula, CMM (seta), e ndo
apresentou sinal nas células adicionais semelhantes a CMM das plantas transgénicas. C -
Ovulos no estadio de finger-like (2-1), ilustrando a fluorescéncia amarela nas células CMM.
CMM = célula mée do megéasporo. Barras: A - C =10 pm.

A formacéo das sementes foi analisada em trés plantas de cada linhagem transgénica,
p35S::AtGIDla e pSTK::AtGIDla. Nessas plantas o numero de sementes por siliqua
aumentou relativamente em relacdo ao tipo selvagem. As plantas transformantes de ambos 0s
gendtipos apresentaram uma média de 55 sementes por siliqua, nas 30 siliquas contadas, com
1,5% de sementes abortadas. Enquanto as plantas selvagens, nas mesmas condigdes
ambientais, apresentaram uma media de 46 sementes por siliqua, nas 32 siliquas analisadas,
com 2,5% de aborto. A analise estatistica (teste t) mostrou diferenca significativa entre o
namero de sementes por siliqgua das plantas transgénicas que superexpressam AtGID1a,
independente do promotor utilizado, pSTK (p = 0,0009) ou p35S (p = 0,001) em relacéo as

plantas de tipo selvagem (Figura 29).
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Figura 29. Comparacdo entre o numero de sementes por siliqua nas plantas transgénicas
pSTK::AtGID1la e p35S::AtGIDla em relacdo as plantas de tipo selvagem (WT). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre o nimero de sementes do
tipo selvagem e as plantas transgénicas que expressam ectopicamente AtGID1a, independente
do promotor utilizado, pSTK (p = 0,0009) ou p35S (p = 0,001).

4.6 Analise do desenvolvimento de dvulos e sementes de plantas mutantes ipt9 de A.
thaliana

O gene AtIPT9 esta localizado no cromossomo cinco de A. thaliana, sendo constituido
por 1.410 nucleotideos que codificam 469 aminoacidos, com estrutura genémica formada por
dez éxons e nove introns. Para andlise in vivo da expressdao do gene IPT9 foi analisado o
mutante SALK 027711 que contem o T-DNA inserido na regido promotora do gene IPT9
(Figura 30).

5'UTR

3'UTR
AtIPT9 r—-—l—-—-—- L m B = E

T-DNA

Figura 30. Estrutura genémica do gene AtIPT9 (AT5G20040.3) de A. thaliana. O local de
insercdo do T-DNA (SALK_027711) esta indicado pelo triangulo na regido promotora do
gene (3’UTR). Os blocos pretos representam o0s éxons e os tracos finos, os introns.

A auséncia de expressdo do gene ipt9 foi analisada em linhagem mutante de A.
thaliana e os resultados mostraram que a expressao relativa de AtIPT9 foi proxima a zero nas

inflorescéncias de plantas mutantes quando comparada com as selvagens (Figura 31).
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Figura 31. Analise de expressdo por RT-gPCR de AtIPT9 em plantas mutantes ipt9 e
selvagens de Arabidopsis thaliana. As barras representam o desvio padrdo com base na média
de trés réplicas bioldgicas. Actin8 e Ubiquitin10 foram utilizados como o gene de referéncia.
WT: tipo selvagem (ecétipo Columbia).

Para analises morfoldgicas dos 6vulos, trés plantas de cada mutante ipt9 foram
analisadas, nos estadios iniciais do desenvolvimento, do estddio finger-like (2-1) até a
formacdo do SE (SCHNEITZ, K. et al., 1995). A anélise do mutante ipt9 também apresentou
células adicionais semelhantes a CMM, na regido central do 6vulo (Figura 32). Em estadios
posteriores de desenvolvimento do évulo foi observada uma assincronia entre o crescimento
dos tegumentos interno e externo, em relagdo aos eventos de megasporogénese quando
comparadas com as plantas selvagens (Figura 32). Esses resultados sugerem que a auséncia de

AtIPT9 pode interferir no desenvolvimento correto do tegumento.

As células adicionais semelhantes a CMM observadas em mutantes ipt9 foram
encontradas apenas em Ovulos no estadio finger-like (2-1). Durante a analise de Ovulos
maduros de mutante ipt9 de A. thaliana observou-se apenas um megésporo funcional, e
duplos SE nunca foram observados. No mutante ipt9 foram observadas 35% de células
adicionais semelhantes 8 CMM em rela¢do ao numero total de 6vulos analisados. A anélise
estatistica (teste t) mostrou que existe diferenca significativa entre 0 nimero de células
adicionais semelhantes a CMM observadas no mutante ipt9 em comparacdo com o tipo
selvagem (p = 0,038), que também apresentou células semelhantes 8 CMM, mas em numero
reduzido, 17% (Figura 33).
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Figura 32. Ovulos de Arabidopsis thaliana selvagens ec6tipo Columbia (A — F) e mutantes
ipt9 (G - K) nos principais estadios de desenvolvimento do dvulo, observados com
microscopia 6tica de contraste diferencial de fase. A - Estadio finger-like (2-1) mostrando a
CMM (seta) e a célula adicional semelhante a CMM (seta fina). B — C Estadio 2-111 (B) e FG1
(C) mostrando o desenvolvimento dos tegumentos internos (ti) e externos (te) e CMMs
(setas). D - FG2 mostrando os megasporos em degeneracdo (asteriscos) e 0 megasporo
funcional (setas). E - FG3 apresentando megasporos em degeneracdo (asteriscos) e 0
gametofito feminino em desenvolvimento (seta). F - Ovulo maduro no estadio de FG6, a seta
indica a célula central. G - Estadio finger-like (2-1) mostrando a CMM (seta) e a célula
adicional semelhante a CMM (seta fina). H - FGO mostrando o inicio do desenvolvimento dos
tegumentos interno (ti) e externo (te) e seta mostrando a CMM. | - Ovulos nos estadios de
FG1 mostrando o desenvolvimento dos tegumentos interno (ti) e externo (te), megasporos em
degeneracdo (asteriscos) e diferenciacdo do megasporo funcional (seta). J - Estadio FG3
mostrando o saco embrionério imaturo binuclear (seta). K - Ovulo maduro FG6, seta indica o
aparatato da oosfera. CMM = célula méde do megasporo. Barras = A — B =20 um; C = 10 um;
D-F=20pum; G =200 um; I - K =20 um.

Nas plantas mutantes de ipt9 o nimero de sementes por siliqua foi semelhante ao
numero de sementes encontrado nas plantas selvagens, ec6tipo Columbia. Verificou-se que as
plantas mutantes apresentaram uma média de 42 sementes por siliqua e uma taxa de aborto de
1,8%, enquanto as plantas selvagens, sob as mesmas condigdes ambientais, apresentaram uma
média de 46 sementes por siliqua e uma taxa de aborto de 2,5%. A analise estatistica (teste t)
mostrou que ndo ha diferenca significativa entre 0 namero de sementes por siliqua observadas

nas plantas mutantes ipt9 e as selvagens (p = 0,58) (Figura 34).
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Figura 33. Comparacdo entre o numero de 6vulos com células adicionais semelhantes a
CMM de linhagens selvagens e mutantes de Arabidopsis thaliana. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas entre o numero de células adicionais semelhantes a
CMM de plantas mutantes ipt9 e de tipo selvagem (p = 0,038). WT: tipo selvagem; N =
namero de évulos analisados; CMM = célula méde do megasporo.
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Figura 34. Comparacéo entre 0 numero de sementes por siliqua nas plantas mutantes ipt9 em
relacdo as plantas de tipo selvagem (WT). N&o houve diferenca significativa entre o nimero
de sementes por siliqua observados nos mutantes ipt9 e nas plantas selvagens (p = 0,58).
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5 DISCUSSAO

Os fitormonios participam de redes genéticas que controlam o desenvolvimento e o
crescimento das plantas. Entre os fitorménios, as giberelinas sdo diretamente relacionadas a
germinacdo de sementes, expansdo foliar, alongamento do caule e raiz, floragdo,
desenvolvimento de frutos e recentemente foram associadas ao desenvolvimento do évulo
(SUN, 2010; GUPTA; CHAKRABARTY, 2013; GOMEZ et al., 2016). Ha relatos na
literatura que tambeém os fitormonios citocininas estdo relacionados em muitos aspectos de
crescimento e desenvolvimento do évulo, com um papel fundamental no inicio da formacéo
do pistilo e dos primérdios do évulo, além na determinacdo correta do nimero de 6vulos
(BARTRINA et al., 2011; BENCIVENGA et al., 2012; CUCINOTTA et al., 2014). Devido a
isso e a deteccdo no banco de RNA-Seq de genes de expressdo diferencial em ovarios de
plantas apomiticas e sexuais, BbrizGID1, associado ao receptor de giberelina, BbrizIPT9
envolvidos na biossintese de citocinina e BbrizLOG, envolvido na ativacdo de citocinina
foram investigados, visando desvendar seu envolvimento na inicia¢do da formacéo diferencial
dos SE das plantas sexuais e apomiticas de B. brizantha. Os resultados apresentados sugerem
que estes genes estdo envolvidos nos estadios iniciais do desenvolvimento dos 6vulos e SE de
B. brizantha.

O alinhamento da sequéncia de BbrizGID1 em bancos de dados mostrou alta
similaridade com sequéncias GID1 de outras espécies da familia Poaceae e 0s motivos
conservados, HGG e GXSXG, da familia HSL. Observou-se que trés aminoacidos
conservados da familia HSL formam o centro da triade catalitica: serina (S), &cido aspartico
(D) e histidina (H) (OSTERLUND, 2001). Nas sequéncias de BbrizGID1 e de todas GID1 da
familia Poaceae, foram verificadas substitui¢fes de residuos deste centro catalitico. Em arroz,
uma substituicdo da H por valina (V) ndo afetou a atividade de ligagdo com a giberelina,
embora tenha sido detectada auséncia de atividade enzimatica (UEGUCHI-TANAKA et al.,
2005). Em B. brizantha, este mesmo aminoacido, H da triade catalitica, foi substituido por
isoleucina (I) mas os outros aminoacidos da triade catalitica, S e D, foram conservados. Os
residuos de aminoacidos glicina (G) e arginina (R), conservados em B. brizantha e em outras
sequéncias GID1 da familia Poaceae, sdo essenciais para manter a ligacdo entre o receptor e a
giberelina bioativa em arroz. Qualquer alteracdo nestes dois aminoéacidos ocasiona
insensibilidade a giberelina, fen6tipo também observado nos mutantes gidl (UEGUCHI-
TANAKA et al., 2005; NAKAJIMA et al., 2006). A comparacdo da sequéncia de GID1 de B.
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brizantha com A. thaliana apresentou uma similaridade em torno de 58% com a sequéncia
dos trés genes AtGID1a, AtGID1b e AtGID1c. Em A. thaliana, a analise das combinacdes de
mutantes dos trés genes mostrou uma sobreposicdo de funcao entre eles e o mutante triplo
apresentou deficiéncia extrema de resposta a giberelina (GRIFFITHS et al., 2006). A
complementacdo com cada gene AtGID1 recuperou o fenétipo ando do mutante insensivel a
giberelina em arroz, mostrando a conservacdo de funcéo entre estas plantas (NAKAJIMA et
al., 2006). BbrizGID1 esta presente nos genotipos sexuais e apomiticos de B. brizantha. O
padrdo de restricdo do DNA destas plantas, observado apds digestdo com Hindlll e
hibridizacdo gendmica com sonda de BbrizGID1, sugeriu um numero diferente de copias do
gene em plantas sexuais e apomiticas, sendo pelo menos trés e quatro copias,

respectivamente.

A anélise quantitativa da expressdo de BbrizGID1 apresentou altos niveis de expressdo
nos estadios iniciais de desenvolvimento do SE, inicio da megasporogénese, nos ovarios de
plantas apomiticas e sexuais, sendo que a expressdo diminuiu rapidamente em estadios
posteriores. Nos estadios iniciais, a formacdo da CMM em genotipos sexuais e apomiticos foi
observada, mas as células iniciais apospdricas ainda ndo foram detectadas em apomiticos
neste estddio (ARAUJO et al., 2000). A andlise desses resultados sugeriu que BbrizGID1
pode participar do desenvolvimento precoce de ovarios de B. brizantha sexual e apomitica,
guando o desenvolvimento dos tegumentos e a diferenciacdo da CMM de células nucelares
ocorrem. A localizacdo de transcritos de BbrizGID1 em ovérios de B. brizantha, de ambos os
modos reprodutivos, revelou que este gene esta expresso na CMM, enquanto que nas células
nucelares circundantes a expressdo ocorre apenas nos ovarios de plantas apomiticas. A
localizacdo da expressdo deste gene nas células nucelares, somente em plantas apomiticas,
sugerindo a associacdo da expressdo de BbrizGID1 nédo apenas com o desenvolvimento da
CMM, mas também com as células do nucelo, tecido no qual ocorre a diferenciacdo das
iniciais aposporicas, apenas em plantas apomiticas. H4& um grande interesse no estudo de
genes que se expressam nos estadios iniciais de desenvolvimento do o6vulo, pois a
diferenciacéo entre os SE do tipo Polygonum e do tipo Panicum, ocorre no inicio da formagéo
do ovulo, durante a megasporogénese. Assim, genes, como BbrizGID1, que sdo expressos no
inicio do desenvolvimento do 6vulo de plantas apomiticas, e em especial em células do
nucelo, podem ter papel crucial nos eventos que dardo origem a formacdo do SE do tipo

Panicum, caracteristico das plantas apomiticas.
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A superexpressdo de AtGID1a em plantas de A. thaliana aumentou significativamente
0 numero de células adicionais semelhantes a CMM, na regido nucelar do 6vulo, quando
comparado com o tipo selvagem (ecétipo Columbia). A presenca de células adicionais
semelhantes a CMM localizadas na mesma regido e no mesmo momento da CMM foi
previamente relatada no estadio inicial do desenvolvimento do 6vulo em diferentes ecotipos
de A. thaliana, em diferentes propor¢des (RODRIGUEZ-LEAL et al., 2015). Para 0 ecotipo
Columbia, a porcentagem descrita foi de 9,6% (RODRIGUEZ-LEAL et al., 2015), enquanto
em nosso trabalho os dados mostraram que 17% dos dvulos do mesmo ecdtipo apresentaram
estas células. A andlise dos mutantes ago9 apresentou uma porcentagem de células adicionais
semelhantes a CMM, que variou entre 37,16% a 47,7% dependendo da variante alélica
observada, com identidade de células gaméticas, mas que ndo sofreram meiose, um fenétipo
semelhante aquele que ocorre na reproducdo apomitica por aposporia, onde uma célula do
nucelo se diferencia e apds mitoses sucessivas vai formar um SE n&o reduzido (OLMEDO-
MONFIL et al., 2010).

Em nossas analises tivemos evidéncias de que as células adicionais semelhantes a
CMM néo formaram SE, ja que duplos SE ndo foram observados. 1sso provavelmente se deve
ao fato de que apenas uma destas células completou a divisdo mei6tica e entrou no processo
de gametogénese, uma vez que nunca foi observado mais de um megasporo funcional nos
ovulos destas plantas. Duplos SE ndo foram também observados nos mutantes ago9 de A.
thaliana com aumento significativo no nimero de células adicionais semelhantes a CMM
(OLMEDO-MONFIL et al.,, 2010). Em mutantes heterozigotos de uma RNA-helicase
dependente de ATP, mem-1/MEM e mem-2/MEM, nos quais foram detectadas células
semelhantes a CMM na proporcdo de 18% e 22%, respectivamente, dois megasporos
funcionais foram observados por oOvulo, no entanto, duplos SE ndo se desenvolveram
(SCHMIDT et al., 2011).

Em nosso trabalho, a identidade da CMM foi investigada nestas células adicionais
semelhantes a CMM, que foram observadas na regido nucelar do évulo. Foi utilizada a
expressao de genes marcadores de YFP sob o controle do promotor KNUCKLES, que dirige a
expressdo exclusivamente para a CMM (TUCKER et al., 2012). A analise da linhagem
pKNU:nIsYFP, superexpressando AtGIDla em A. thaliana, apresentou apenas uma célula
com identidade de CMM em cada 6vulo, comparavel ao que acontece nas plantas da linhagem

pKNU:nIsYFP, sugerindo que as células adicionais semelhantes & CMM ndo possuem
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identidade de CMM. A andlise da segunda geracdo do transformante pKNU:nIsYFP
p35S::AtGID1a sugeriu que essa caracteristica é herdada de forma estavel, pois apresentou

um aumento significativo na diferenciacdo destas células na regido nucelar do 6vulo.

Gallego-Giraldo et al. (2014) verificaram previamente a expressdo diferencial de
AtGID1a, AtGID1b e AtGID1c em o6vulos de A. thaliana, em antese, usando o gene reporter
GUS. A expressdo de AtGID1a foi detectada em todos os tecidos dos 6vulos, com maior
expressao observada em volta do SE, enquanto a expressdo de AtGID1b foi observada
principalmente na regido da chalaza, na base do SE, e AtGID1c foi indetectavel nos dvulos.
Em nosso estudo, observamos a expressdo de AtGIDla, AtGID1b e AtGID1c também
utilizando o gene reporter GUS, mas durante os estadios iniciais do desenvolvimento do
ovulo, antes da antese. AtGIDla e AtGID1b foram localizados nos tegumentos interno e
externo, mas ndo foi observado sinal nas CMMs e nas células nucelares. O sinal de expressao
de AtGID1c ndo foi detectado em Ovulos. Nossos resultados sugerem que a expressdo de
AtGIDla e AtGID1b esta associada ao desenvolvimento dos tegumentos em A. thaliana.
Anteriormente ja foi descrita a associacdo entre a giberelina e o desenvolvimento dos
tegumentos em Ovulos de A. thaliana (GOMEZ et al., 2016). Em plantas superexpressando
AtGIDla, em comparacdo com as plantas de tipo selvagem, uma assincronia entre o
desenvolvimento dos tegumentos e o estadio da gametogénese sugeriu que alteracdes na
expressao de AtGIDla resultou em um pequeno atraso na megasporogénese ou um
crescimento mais rapido dos tegumentos nas plantas transgénicas. Este atraso na
gametogénese possivelmente € um efeito ectdpico da superexpressdo de AtGIDla na

formacdo dos tegumentos, e ndo tem necessariamente associa¢do com a funcéo do gene.

Em consonancia com a importancia da giberelina no desenvolvimento correto das
sementes (GOMEZ et al., 2016), as plantas superexpessando AtGlD1a foram férteis e nédo
apresentaram diferencas na taxa de aborto, tanto de ovulos como de sementes. Além disso,
estas plantas transgénicas apresentaram siliquas com um numero significativamente maior de
sementes quando comparado com as siliquas de planta selvagens. Como previamente descrito,
a analise de mutantes della global, sem a presenca de proteinas DELLA, apresentou aumento
no namero de abortos e a densidade de sementes por fruto foi reduzida (GOMEZ et al., 2016),
sugerindo que a correta agdo da giberelina na planta é necesséria para a producao de sementes

férteis e alteracGes na sua expressdo ocasionam modificacGes na formagdo das sementes.
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O alinhamento da sequéncia de BbrizIPT9 em bancos de dados mostrou alta
similaridade com genes codificadores da isopentenyltransferase 9 de outras espécies da
familia Poaceae, relacionadas com a biossintese de citocininas. As isopentenyltransferases
sdo as principais enzimas responsaveis pela sintese de citocininas. Em comparagdo com as
sequéncias proteicas dos nove genes da familia IPT de A. thaliana, BbrizIPT9 apresentou
similaridade com o AtIPT9 (53%). Este gene esta presente em ambas bibliotecas genémicas
de B. brizantha sexual e apomitica e codificam a mesma sequéncia de nucleotideos nos
genotipos apomitico e sexual de B. brizantha. A anélise de hibridizacdo gendémica mostrou
que o numero de coOpias de BbrizIPT9 é diferente no gen6tipo sexual e no apomitico de B.
brizantha. Enquanto no genotipo sexual hd ao menos trés cdpias, no apomitico quatro copias

foram detectadas.

Bencivenga et al. (2012) mostraram que 0s genes das isopentenyltransferases séo
expressos durante o desenvolvimento do 6vulo. Em nosso trabalho, andlise da expressao
relativa de BbrizIPT9 apresentou maior nivel em ovarios de plantas sexuais, nos estadios de
megasporogénese e inicio da megagametogénese, quando comparado com os de plantas
apomiticas. A andlise de mutantes com este gene silenciado permite examinar se
caracteristicas tipicas de plantas apomiticas seriam expressas, ou seja, se a apomixia poderia
derivar de uma desregulacdo do programa de reproducdo sexual como sugerido por diversos
autores (KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS, 2003; ORTIZ et al., 2013). Assim, para o estudo
de genes associados a apomixia tanto espécies naturalmente apomiticas, quanto mutantes de
espécies sexuais tém sido estudadas na tentativa da identificacdo de genes relacionados com a
reproducdo. A localizacdo dos transcritos de BbrizIPT9 apresentou sinal de hibridiza¢do nas
células CMM tanto de plantas sexuais como de plantas apomiticas de B. brizantha, sendo o
sinal de hibridizacdo mais forte na CMM de plantas sexuais. Estes resultados sugerem a
associacao de BbrizIPT9 com o desenvolvimento da CMM, tanto em plantas sexuais como em
apomiticas, relacionando este gene com o desenvolvimento inicial do SE do tipo Polygonum,

tipico de plantas sexuais.

As analises morfoldgicas dos 6vulos do mutante ipt9 de A. thaliana também
apresentaram um aumento significativo no nimero de células adicionais semelhantes 8 CMM,
na regidao nucelar do 6vulo. Fenoétipo idéntico e porcentagens semelhantes também foram
observados nas plantas transformantes superexpressando AtGID1a. Estes resultados sugerem

que um desbalanco na expressdo destes genes nos Ovulos de A. thaliana, ocasionado tanto
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pela superexpressdao de AtGlDla ou pela auséncia de expressdo de AtIPT9, promove a
diferenciacéo de células nucelares, onde o inicio da diferenciacdo dos SE do tipo Polygonum e
do tipo Panicum ocorre. As células semelhantes a CMM que foram observadas no mutante
Ipt9 ndo tiveram a sua identidade de CMM verificada com o marcador YFP, e, portanto, néo
se pode descartar a possibilidade destas células apresentarem identidade de CMM. Corrobora
a hipotese dessas células ndo terem identidade de CMM o fato de durante a analise de 6vulos
maduros ndo terem sido observados duplos SE, indicando que apenas uma CMM completou a
divisdo meidtica e entrou no processo de gametogénese. No entanto, como discutido
anteriormente, em trabalhos em que foi comprovada a origem gamética das células adicionais
semelhantes a CMM, duplos SE também nao foram observados (OLMEDO-MONFIL et al.,
2010; SCHMIDT et al., 2011). Em estadios posteriores de desenvolvimento, também foi
observada uma assincronia entre o desenvolvimento dos tegumentos e os estadios da
gametogénese, semelhante as plantas transgénicas superexpressando AtGIDla. Estes
resultados sugeriram que alteracGes na via hormonal, seja a expressao ectopica de AtGID1a
ou a reducdo da expressao de AtIPT9, resultou em um pequeno atraso na megasporogénese ou
um crescimento mais rapido dos tegumentos, mas que nao interferiu na reproducdo das

plantas, pois estas produziram sementes viaveis e férteis.

E interessante observar que giberelinas e citocininas, através de um cross talk
antagbnico, exercem efeitos em numerosos processos de desenvolvimento nas plantas,
incluindo o alongamento de raiz e caule, diferenciacdo celular, senescéncia foliar,
desenvolvimento da flor, regeneracdo de plantulas e atividade meristematica em A. thaliana
(GREENBOIM-WAINBERG et al., 2005; WEISS; ORI, 2007). Em nosso estudo, é possivel
que a superexpressao de AtGIDla tenha tornado mais moléculas de giberelina bioativas
ocasionando a diminuicdo dos niveis de citocinina nos ovulos de A. thaliana, em decorréncia
de efeitos antagbnicos similares aqueles observados entre estes dois fitorménios em outros
processos de desenvolvimento (WEISS; ORI, 2007). Isso nos leva a especular se altos niveis
de giberelina bioativas e consequentes baixos niveis de citocinina, possam ser a causa da
diferenciacéo das celulas semelhantes 8 CMM observada no nucelo dos évulos de A. thaliana.
Este mesmo fenotipo foi observado no mutante ipt9, que provavelmente teve a sua sintese
interrompida pelo silenciamento do gene AtIPT9, implicando em diminuicdo dos niveis de
citocinina. Por analogia, 0os baixos niveis de citocinina podem ter acarretado o aumento dos

niveis de giberelina, mesma situacdo observada na superexpressdo de AtGIDla,
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desencadeando o aparecimento das celulas semelhantes a CMM na regido nucelar dos 6vulos
de A. thaliana. Esta associacdo também poderia ter acontecido no panorama observado em
plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha. A analise de expressao dos ovarios de plantas
apomiticas apresentou baixos niveis de BbrizIPT9, gerando provavelmente baixos niveis de
citocininas, enquanto os niveis de BbrizGID1 foram altos nos estadios iniciais do
desenvolvimento do ovario, momento em que ocorre a diferenciacdo das células nucelares
para a formacdo das células iniciais aposporicas. Ja em plantas sexuais de B. brizantha,
observou-se altos niveis de BbrizIPT9, o que provavelmente ocasionou a repressdo de gene (S)
da via de biossintese da giberelina, a semelhanca do que foi observado em outros processos de
diferenciacdo em A. thaliana (GREENBOIM-WAINBERG et al., 2005; WEISS & ORI,
2007), evitando a diferenciacdo das células nucelares no ovario de plantas sexuais de B.
brizantha. Essa mediacdo ndo seria realizada pelo receptor GID1, ja que altos niveis de
expressao deste gene foram detectados nos estadios iniciais do desenvolvimento do 6vulo de
plantas sexuais, pois, este sistema requer um equilibrio dindmico entre estes dois fitorménios,
e um receptor de GID1 nao seria adequado para ser 0 agente principal de cross talk entre essas
vias de sinalizacdo. Estas analises nos levam a indicacdo de que esta ocorrendo um cross talk
de forma antagbnica entre os dois fitormdnios, citocinina e a giberelina, para o

desenvolvimento diferenciado dos 6vulos de plantas sexuais e apomiticas.

A aplicacdo exdgena de citocinina, a expressdo ectopica de IPT, ou a diminuicdo da
expressdo dos genes responsaveis pela degradacdo da citocinina (CKX) tem, ocasionalmente,
aumentado o rendimento das sementes, sugerindo que os niveis de citocinina podem ser
limitantes para o rendimento das sementes (JAMESON; SONG, 2016). A analise das siliquas
do mutante ipt9, ndo mostrou diferenca significativa entre o nimero de sementes em relacdo
as plantas selvagens, ou seja, a reducdo da expressao de AtIPT9 néo interferiu no nimero de
sementes. Neste caso pode estar ocorrendo uma sobreposicdo de fungdes entre o gene AtIPT9
e AtIPT2, ja que os dois sdo responsaveis pela sintese do mesmo tipo de citocinina (cZ)
(MIYAWAKI et al., 2006). A analise de mutantes simples, ipt9 e ipt2, ndo apresentaram
alteracdes morfoldgicas drasticas (MY AWAKI et al., 2006), sugerindo uma redundancia de

fungdes entre estes dois genes.

Em A. thaliana, a familia génica AtLOGs esté envolvida na via de ativagdo direta da
citocinina, sendo fundamental para o crescimento e desenvolvimento normal da planta
(KUROHA et al., 2009). BbrizLOG est4 presente em ambas bibliotecas gendmicas de B.
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brizantha sexual e apomitica, constituido por sete éxons e seis introns. A sequéncia
nucleotidica detectada entre 0s gendtipos apomitico e sexual apresentou divergéncia de 465
nucleotideos detectados somente nas regides dos introns, pois as sequéncias codificadoras sdo
idénticas entre as plantas de B. brizantha apomitica e sexual estudadas. O alinhamento de
BbrizLOG em bancos de dados mostrou alta similaridade com sequéncias de plantas da
familia Poaceae e a analise deste gene no NCBI Conserved Domain Search indicou um
motivo altamente conservado PGGXGTXXE comum com a familia lysine decarboxylase.
Este motivo é apontado como provavelmente importante para a funcionalidade da proteina.
Em comparacdo com as sequéncias proteicas dos nove genes da familia LOG de A. thaliana,
BbrizLOG apresentou maior similaridade com os genes AtLOG4 (80%), AtLOG3 (80%) e
AtLOGL1 (79%). A andlise de hibridizacdo genémica mostrou que BbrizLOG possui apenas

uma cdpia no genoma de B. brizantha, em ambos genétipos, sexuais e apomiticos.

A anélise de expressao relativa de BbrizLOG apresentou maior expressao quantitativa
nos ovarios de plantas apomiticas, exceto no estadio I, quando comparado com a expressao
observada em ovarios de plantas sexuais. Durante a megasporogénese foi observado sinal de
hibridizacdo de BbrizLOG na CMM de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha,
sugerindo a participacdo deste gene no inicio do desenvolvimento do SE sexual, corroborado
pelos dados de expressdo quantitativa que ndo mostrou diferenca de expressao entre estes dois
modos de reproducdo neste estadio inicial do desenvolvimento. Além disso, BbrizLOG se
destacou por apresentar forte expressao na célula incial apospdrica, células nucelares que se
diferenciam autonomamente e desenvolvem SE ndo reduzidos e posteriormente formam o
embrido apomitico (ARAUJO et al., 2000). Este resultado sugere a associacao deste gene com
o desenvolvimento autdnomo das células iniciais aposporicas, considerada a célula-chave para
0 entendimento da reproducdo apomitica, na regido nucelar do évulo. Em estadios posteriores
de desenvolvimento dos ovérios foi observada forte expressdo de BbrizLOG nas células
nucelares e nas células do aparato da oosfera de plantas sexuais e apomiticas, indicando a
participacdo deste gene também durante a megagametogénese, na fase final do

desenvolvimento do SE de tipo Polygonum e de tipo Panicum, respectivamente.
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6 CONCLUSOES

Nosso estudo demonstrou que os trés genes estudados, associados as vias de
fitorménios, atuam no desenvolvimento reprodutivo de B. brizantha. Neste trabalho foi
demonstrado, pela primeira vez em plantas de reproducéo apomitica, que genes associados a
vias de fitorménios se expressam diferencialmente nos estadios iniciais do desenvolvimento
dos ovarios de B. brizantha sexual e apomitica. BbrizGID1 se expressa nas células nucelares
de plantas apomiticas. BbrizIPT9 se expressa em oOvulos de sexuais e apomiticos,
apresentando sinal mais forte de expresséo na CMM de plantas sexuais. BbrizLOG se
expressa nas células especificas de diferenciacdo do SE de plantas apomiticas, células iniciais

aposporicas.

Em A. thaliana, os fen6tipos similares ocasionados pela superexpressao de AtGID1a e
a auséncia de expressdo de AtIPT9, nos levou a especular que esteja ocorrendo um cross talk
de efeitos antagbnicos entre estes fitormonios. Este cross talk teria desencadeado a
diferenciacdo de células na regido nucelar dos 6vulos, sugerindo a associacdo destes genes
com os primeiros eventos de desenvolvimento do 6vulo e SE. E importante ressaltar que
foram alteradas caracteristicas na diferenciacdo de células nucelares em momentos cruciais da
megasporogénese de A. thaliana. Em B. brizantha, em momento equivalente da
megasporogénese, ocorrem 0s principais eventos que levardo a formacéao diferencial dos SE

de plantas sexuais e apomiticas de B. brizantha.

Um conhecimento mais profundo dos mecanismos que regulam o0s eventos
reprodutivos ird contribuir para a compreensdo do controle genético da via apomitica. O
sistema de estudo comparativo do desenvolvimento de ovarios de plantas de reproducdo

sexual e apomitica utilizado nesse trabalho demonstrou eficacia.
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7 PERSPECTIVAS

- Identificacdo de novos genes associados ao desenvolvimento diferencial do SE de
plantas apomiticas e sexuais podera ser realizada utilizando o sistema comparativo entre 0s
modos de reproducdo apomitico e sexual de B. brizantha. Os dados de expressao diferencial
disponiveis nas bibliotecas de RNA-Seq de ovarios de plantas apomiticas e sexuais de B.
brizantha, nos estadios de megasporogénese e megagametogénese, poderdo ser prospectados

COm sucesso neste sistema.

- Identificagdo de novos genes com um papel na especificacdo e diferenciacdo das
células iniciais aposporicas podera fornecer novos conhecimentos sobre 0s mecanismos
moleculares relativos a megasporogénese. A analise do transcriptoma célula-especifico de
células iniciais aposporicas e tecidos nucelares circundantes, assim como o transcriptoma de
CMMs de B. brizantha, podera levar a identificacdo de novos genes candidatos envolvidos

neste passo crucial da reproducao por apomixia.

- O uso da planta modelo A. thaliana para a caracterizacdo funcional in vivo dos
similares aos genes identificados em B. brizantha, permitiu analises morfologicas e
fenotipicas comparativas. A participacdo de novos genes no desenvolvimento reprodutivo de
A. thaliana € viavel, utilizando 0 mesmo sistema. Plantas transgénicas pSTK::AtLOG4 foram

desenvolvidas no Laboratorio de Reproducdo Vegetal neste sentido e deverdo ser analisadas.

- A utilizacdo da linhagem transgénica pKNU:nIsYFP, que dirige a expressao
exclusivamente para a CMM, foi eficiente para verificar a identidade de CMM nas células
adicionais semelhantes a CMM, e portanto, esta estratégia também podera ser utilizada para

verificar a identidade das células semelhantes a CMM detectadas no mutante ipt9.

- As células semelhantes a CMM, identificadas neste trabalho, poderdo ter a sua
identidade gamética investigada através do uso de marcadores especificos que se expressam

no megasporo funcional e no SE em desenvolvimento, como realizado em outros trabalhos.

- A analise do mutante ipt9 (SALK_027711) disponivel em bancos de mutantes de A.
thaliana foi promissora e nos permitiu inferir sobre a caracterizagdo funcional deste gene nos
estadios iniciais do desenvolvimento do oOvulo, e a analise de outro mutante ipt9
(SALK_128927) devera certificar se as alteragOes verificadas sdo devidas ao silenciamento de

AtIPT9 ou ao local de inser¢édo do T-DNA no gene.
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- Na hipdtese do cross talk entre as vias de giberelina e citocinina ser responsavel
pelas alteracdes morfologicas em dvulos analisadas em nosso trabalho, a identificacdo de
genes que intermediariam estas vias poderia elucidar elementos fundamentais. As bibliotecas
de RNA-Seq de ovarios de plantas apomiticas e sexuais de B. brizantha poderdo ser
prospectadas para 0s possiveis mediadores de cross talk. Em A. thaliana, estes genes
responsaveis por alteracbes em outros momentos do desenvolvimento foram reportados, como
0 gene KNOXI (KNOTTED1-like homeobox), um dos agentes principais dessa sinalizacdo
entre os metabolismos de giberelina e citocinina no desenvolvimento do meristema apical de
A. thaliana.

- Em A. thaliana, a confirmacdo de que as plantas superexpressando AtGlIDla
estariam, em consequéncia, aumentando os niveis de giberelina bioativa e reprimindo a
producdo de citocinina e, por outro lado, a verificacdo de que o mutante ipt9 estaria
produzindo altos niveis de giberelinas, poderia corroborar a hipotese de que haja um cross

talk antogonico ente estes dois fitormonios.

- O estabelecimento de estratégias de transformacdo de alta eficiéncia de plantas
apomiticas e de outras monocotileddneas abrirda novas perspectivas de estudos de
caracterizacdo funcional de gene. Em plantas monocotiledoneas para as quais protocolos de
transformacao eficiente ja foram estabelecidos como setaria, arroz, milho, a apomixia nao foi
reportada. A obtencdo de um protocolo eficiente de transformacéo de plantas de B. brizantha
contribuira para a analise do efeito desses genes em ovarios de plantas em que a apomixia ja
foi detectada e podera inferir mais diretamente a relagdo dos genes com o desenvolvimento

diferencial dos SE de plantas apomiticas e sexuais.

- Estudos em outras espécies forneceram evidéncias do envolvimento da regulacdo
epigenética na diferenciacdo de SE de plantas sexuais e apomiticas por aposporia, durante a
megasporogénese. Analises epigenéticas vém sendo realizadas na Embrapa e poderdo

contribuir para o entendimento da relagdo das alteragdes epigenéticas e a apomixia.
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Apéndice A - Alinhamento da sequéncia genémica de BbrizGID1 de plantas sexuais (SEX) e apomiticas (APO),
por ClustalW. Os quadrados representam o sitio de restricdo de Hindlll. As setas indicam o inicio e o fim da
regido utilizada como sonda nas analises por Southern Blot. A regido do intron é indicada por uma barra preta.
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Apéndice B - Alinhamento das sequéncias gendmicas de BbrizIPT9 de plantas sexuais (SEX) e apomiticas
(APO), por ClustalW. As setas indicam o inicio e o fim da regido utilizada como sonda nas anélises por Southern
Blot e hibridizacéo in situ. Neste gene néo foi detectado a presenca de introns.
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ELIFAICIRS Gl AG G AGGC TCAGCGGCGAGATCATCAGTGCTGACTCCGTGCAAGTCTACCGCGGCCTCGACATCGGTTCTGCCAAGCCGTC

330 340 350 360 370 380 390 400
| | | | | | | | | | | | | | |

|
LAWY COIC GCCGCGGAGATGAGCCTCGTGCCGCATCACTTGATTGIACATACTGGACACGACCGAAGATTACTCGGCCGGGTCCTTTT
LISl C GCCGCGGAGATGAGCCTCGTGCCGCATCACTTGATTGACATAC TGGACACGACCGAAGATTACTCGGCCGGGTCCTTTT

410 420 430 440 450 460 470 480
| - | - | - | - | - | - | - |- | - | - | - | - |- | - | - |

LI NI TCCGTGATGCCCGCAGAGTGACTGAGGATGTTCTTGACAGGGGCAGCGTGCCCATTGTCGCCGGAGGGACTGGGCTTTAC
LIPSOl TCCGTGATGCCCGCAGAGTGACTGAGGATGTTCTTGACAGGGGCAGCGTGCCCGTTGTCGCCGGAGGGACTGGGCTTTAC
490 500 510 520 530 540 550 560

. . | - | | N L | . L L |- S
LAWY OMC TGCGGTGGTACATGTACGGCAAGCCAGATGTTCCGCAATCGTCCATGGATACTACTTCAGCCGTTTATTCTGAGCTCCT
LA GC TGCGGTGGTACATGTACGGCAAGCCAGATGTTCCGCAATCGTCCATGGATACTACTTCAGCTGTTTATTCTGAGCTCCT
570 580 590 600 610 620 630 640

| | | | | | | | | | | | | | | |

LI YCMC AGT T TCCGGGAGAGTGGCCAGTGGGAGGAAGCCGTTAAGCTAGTAGCCCGGGCTGGTGACCCCAAAGCTTTGGACTTGT
LIPS GlC AGT T TCCGGGAGAGTGGCCAGTGGGAGGAAGCCGTTAAGCTAGTAGCCCTGGCTGGTGACCCCAAAGTTTTGGACTTGT
650 660 670 680 690 700 710 720

L S R N S Lo L S Lo
ELIFAIIEC NN OIC TG TC AATAACTGGAATAGGTTGAGCCGCAGGCTTGAAATTATCAGGTCATCGGGTTCCCCTCCATCTGCCTATGCCTTG
LIPS GlC TG TC AATAAC TGGAATAGGTTGAGCCGCAGGCTTGAAATTATCAGGTCATCGGGTTCCCCTCCATCTGCCTTTIGCCTTG

730 740 750 760 770 780 790 800
| [ | - | | - | - | | - [

. S . Lo L | L . . . L
LA N OMC CATACAATTCATTTCATGAACAGCATGACGCTGAGCCIAACTGAGGCCACCACTGATGGAAAGTGTGAGGCCAGCAAACT
LA GC CATACAATTCATTTCATGAACAGCATGACGCTGAGCTAACTGAGGCCACCACTGATGGAAAGTGTGAGGCCAGCAAACT

810 820 830 840 850 860 870 880
| | | | | | | | | | | | | | | |

2 PN OMCGATTATGACTTCTTCTGTATTTTCCTTGCGAGTCCACIGCATTGAGCTCTACCGGGCAATCGATTTGAGGTGTGAAGAGA
2] P IS GCGATTATGACTTCTTCTGTATTTTCCTTGCGAGTCCACGCATTGAGCTCTACCGGGCAATCGATTTGAGGTGTGAAGAGA

890 900 910 920 930 940 950 960
|- [ ] |- | L |- [

L . . . e . . |- . L
LI OB TGC TGGTTGACACAGGAGGTTTACTTTCAGAAGCCTCGTGGCTGCTCGATATCGGTCTCCATCCGCATATTAACTCTGCA|
ELIFAICISI= Gl T GC TGG T TGACACAGGAGGTTTACTTTCAGAAGCCTCGTGGCTGCTCGATATCGGTCTCCATCCGCATATTAACTCTGCA|

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| | . | | Sl S | L . L |- Sl

LA N OB AC TCGTGCCATTGGTTACAAGCAAGCCATGGAGTACCTGCTGTACTGTAGGCAGAATGGAGGCGAAAGTACCCCACAAGA
LIRS G AC TCGTGCCATTGGTTACAAGCAAGCCATGGAGTACCTGCTGTACTGTAGGCAGAATGGAGGCGAAAGTACCCCACAAGA|

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
| | | | | | | | | | | | | | |

|
21 PR WNZOMGC TTCCTCCAGTTTCTGGCCAAGTTTCAGAGTACATCTAGGAACTTTGCAAAGAGGCAGCTTACCTGGTTCCGCAATGAGA
21 PRI QGC T TCCTCCAGTTTCTGGCCAAGTTTCAGAGTACATCTAGGAACTTTGCAAAGAGGCAGCTTACCTGGTTCCGCAATGAGA
l 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
L S I S S | L S I
ELIFAI WO GGATC TACCAGTGGGTTGATGCTTCACAACCCTTTGAGCCAGTTGTTCAATTTATTTGTAATGTTTACCATGACCGTGAT
LA IS GG GATC TACCAGTGGGTTGATGTTTCACAACCCTTTGAGCCAGTTGTTCAATTTATTTGTAATGTTTACCATGACCGTGAT

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
| . [ | . . | |- L |- S |

. S L L L . .

ELIFAICW NSO G C AAGGGCGGTTCCTGAATCACTTGAAATGAAAAGGGAAAGTTGCATACACAAAACACAGGATCTCAAAACCTATCGCTC

LA ISl G C AAGGGCGGTTCCTGAATCACTTGAAATGAAAAGGGAAAGTTGCATACACAAAACACAGGATGTCAAAACCTATCGCTC
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350

| | | | | | | | | | | | | | |
21 JiP IR WNOMMAGTTAACAGGGTGTTCTGTGGGGATGATAGCTGCTCTCATATTTTGGATTGGATTAGGAGAACACAACGAAAATGA
21 i AIEISIO AG T TAACAGGGTGTTGTGTGGGGATGATAGCTGCTCTCIATATTTTGGATTGGATTAGGAGAACACAGCGAAAATGA]
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Apéndice C - Alinhamento das sequéncias gendmicas de BbrizLOG de plantas sexuais (SEX) e apomiticas
(APO). As setas indicam o inicio e o fim da regido utilizada como sonda nas analises por Southern Blot e
hibridizacdo in situ. A regido correspondente aos sete éxons foi indicada por uma barra preta.

l 10 20 30 40 50 60 70

L I I I N IT U R AP N N I I I I |

ECIEIRCIWIM A T G ACG/ATGIAGGCAGTCGAGGTTCAAGAGGATCTGCGTCTTCTGCGGCAGCAGCCAGGGCAAGAAGCGGA

LIRS A TG ACGATGAGGCAGTCGAGGTTCAAGAGGATCTGCGTGTTCTGCGGCAGCAGCCAGGGCAAGAAGCGGA

_________________________________]

80 90 100 110 120 130 140

| | | | | | | | | | | | | |

IR WNI M G C TACCATGACGCCGCCATTGAGCTCGGCAACGAGCTGGTAACGATCTGATGAGCTCGTCAATATCTGTA

LIRSl G C T ACC ACGACGCCGCCATTGAGCTCGGCAACGAGCTGGTAACGATCTGATGAACCC/ATCAA TSI,
- __________________________________________]

150 160 170 180 190 200 210
0 S | o] | o] [ | |- | |- |

SLIiPANCIeW N A T TC TGTATAGCTCACACCGTGCCACAGTATACATGTAGCTGCACTTTTAACTGTTGTATCTACTCCCCG]
=1 I{rANeIe RSV C TG TC TGTAGCTCACACCGCCGTGCCCCARGTATGTAGATGCACTT TRIAGCTGTTGCATA TEIEEEEE CTA|

220 230 240 250 260 270 280
L L L L . .. o . . L ..

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

=1 IdrANelelV-NO MR C T TGC AGC TATAAGCCTAATAGCTCATCCCTTTCTTTCGTTCATTGTCAGGAACATTAGCTAGTACAC

1PN S QMAAT T TGCAGGTATTAGCCAATAAGCTCACTACCT TCGT T RN AAGATTAGCTAGTACAC
360 370 380 390 400 410 420

| | | | | | | | | | | | | |

=1 IirANelelW-N MG ATC CCERIITC TGTACACCGTAGCTAGTGCACGCCGACACACACTTGCACGGREICAAAACAGTAGACTAGC

-1 PANCIcHS QMG ATCCCCAATCTGGARIGTCGACCGTAGTGCACGCAGGCACACEIRITTGCACGGGCAAAACAGTAGGC T AR

430 440 450 460 470 480 490
.. L L R T e e e

.. | N
BbrizLOG_APO [
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX TCTTTCTTCCATTTERICCGTTCGTCCGCCGTCCCCGTACGCCATGCGCGG]

570 580 590 600 610 620 630
| | R | - | I |

=1 I4rANeIeW N O CGCCGCGTCTCCAGCTTTTTTTCGGCTGATGAGCCGACCCGACCEEIRICAGGGCACACGCAGAGATCGGCAC
1PNl Q G CCGCGTCTCCAGCTTTTTTTEEMRIGCTGATGAGCCGACCCAACCAAGCAGGGCACACGCAGAGATCGGCAC

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

710 720 730 740 750 760 770

L | L N N I I I B T T R TP |
1 JFANC/c NG CC TTCTCCTCCCAAATTTGGGACTTGTCCTTGGCCTGTGCCCCTGCTCCCAGTCEEE TCGTGGCC
LIdrANeIe RSV GCCC TTCTCCTCACAGGTTRIGGGAGTTGTCCTTGGGCTGTGCCCCTGCGCCCCGTCCGCCCCGTCGTGGCG

780 790 800 810 820 830 840

o . L L o R T N Y N e e |

BbrizLOG_APO GCCAGGGGTGGGTGGCTCTGGCAGTCGTCGCGCCGAGCCGGCGGGCGGCCCTACGGCA
LIiFANeIe RSl C GC TCGTTTGGTGGCGGCGGCCGGCGGCTCTGGCAGTCGTCGCGCCGAGCCGGTGGCCGGCCCCACGGCA

850 860 870 880 890 900 910
| | R I | - | I |

=1 JirANelelW.NeM T TC ACGGCTTCCATAAATGGGGCGGCCGGCTACEERIEEE CACCTGCTCACCAAGCAGGCAGCGCTGCAGT
-] QbR T TC ACGGCTTCCATAAATGGGGCGGCCGGCTACGTCTACCACCTGCTCACCAGGCAGGCAGTGATGCAGA|

920 930 940 950 960 970 980

o - L L | 1. | J e S e A B
BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
=L IirANeIe RSV QM C AT TCCACATGGGCGGCGGAACAGTGGCAGTCGTCGGAAGTGGTTTCTTCGGTTTAATGAAATGTCAGTC

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
L L N L e O T B T e L N |
-1 FANCIcW NG CCGCGCGCCCACACGCGACACGAC TERIRIRIC ACGCCTGARAGGTTTT TERIITTTTTTTAATGACTTCCCG]

L I{FANeIeRSI QMG C GTCACGTCCACATGCGACACCACAATCACACGCATCATACGTTCCCGAGTTTTTTTTACTACTCCCCG]

BbrizLOG_APO [LNel.W.\eh i i el -V .\eoxe] - V.{oYeNofeYolel CGCGCGGTAACTGATCTGCAGGTGGCC
1PNl QM A G AAGTTTGTACCCCCACGCGCGGTAACTGATGGCTGCTCGTCTGCGTCGTGTIGTTTCCTGCAGGTGGCC

1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
L | N N I | . | N N N |
L IirARele Nl C GGAGCGTCGACCTGGTGTACGGCGGCGGCAGCATCGGGCTGATGGGGCTCGTCTCCCAGGCCGTGTACG
L IiPAReleSI @l C GGAGCGTCGACCTGGTGTACGGCGGCGGCAGCATCGGGCTGATGGGGCTCGTCTCCCAGGCCGTCTACG

1

1280 1290 1330

L YEP Rl WM A C GGCGGCCGCCACGTCATCGGGTAAGCAGTTTTTTTCCCCH
BbrizLOG_SEX

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
L . . o T T e e T e e |
BbrizL0G_APO SIS - - BGAAGCGTGGATGGAAGGGCTCCTCATCCCCAGGGGAATGTTTTTGTTT
NP RIS Ml A TGC TCTTGGCCTTGGGTCTCTGCTGCGTGGATGAGGGGGTTCCTCATCCCGAGGAGAATGTTTTTIGTTT




BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl OG_APQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl 0G_APOQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl 0G_APOQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl 0G_APQ
Bbrizl OG_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl OG_APQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl 0G_APOQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl 0G_APOQ
BbrizLOG_SEX

Bbrizl 0G_APQ
Bbrizl OG_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APO
Bbrizl 0G_SEX

BbrizLOG_APQ
BbrizLOG_SEX

1410 1420 1430 1440

CACGCGCAGGGTCATTCCCAAGACGCTCATGACAC
CACGCGCAGGGTCATTCCCAAGACGCTCATGACA

AC AACTACTAATACTATT
ACGCCGACTACTATTACTATTC

1820 1830 1840 1880

180 Tl pial] 1T

ALHJL-TL'TL-lAL'Ti GACCTGTTTCTG

1850

170

CTTCCCATCTCC
CTTGCAATCTCC

1500 1810

1870 1&80

1740 1Ted

CTTGACTGTTTCGCGACAG)

AGGGTGTGAGTGTGA GITTCTGCTTGACTGTTTCGCGACAG

med TTo 1TEn T8l

CGCTCACGTTTATTTITGG TTTGTTTAAG

CGCTCACGTTTATTTTGGGGCTTTGTTTAAGGGTTTCT AGCGEEEE

TGAAATTCAARATGTGGGG
TCAAATTCAAATGTIGGGG

21 gk ] Fab ] Fal )
T.ﬂ.ﬁﬁl:T.ﬁb LﬂJL‘ll.ﬁ.ﬁL‘ll
TAAACAAGCGGGGAAAGCACAGCTTTACGGGCGG

TTCTG G
TITTGCTG

GTTTAGCGACCTCGGGTTCCAGTTTICAGARATGTGTTTITTCACTCC

CC TI TTI GGCTCTTGCTAGCT

kgl 1820

280 270
AARAAGTCCTG
CCAAAAGTCCTG
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BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

BbrizLOG_APO
BbrizLOG_SEX

2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870

2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940
| | | | | | | | | | | | | |

---------------- GCATGCIAGCATCEEE
TCATTAGCATGACATGGCATGGCAAGAAAGATTTCTTITTGCATTGCATGCAGCIAGGCATGTAGCATCATG

2950 2960 2970 2980 2990 3000 3010
| | | | | | | | | | | | | |

R  CATGGTAAATCGTATCTGACCAGGAGGTGAAAATCGTTTTCTTTT TERIRMATCTCGGCAGATAAGC
GIATTCATGGTAAATCGTATCTGACCAGGAGGTGAAAATTGTCTTCTTTTTTTTITATCTCGGCAGATAAGC
]

3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080
| | | | | | | | | | | | | |

GGCGAGACGGTCGGGGAGGTGCGGCCGGTGGECGACATGCACCAGAGGAAGGCIGGAGATGGCGCGGCAGT
GGCGAGACGGTCGGCGAGGTGCGGCCGGTGGCCGACATGCACCAGAGGAAGGCIGGAGATGGCGCGGCAGT
I

3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150
| | [ - | | |

3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220
| - | | - < | | | | | - | | - |

3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290
| | | | | | | | | | | | | |

----------- ACATAGCACTTGCACTC
CAGGCGACGTGCCACGTATCTTCCTTATTGACTCCTTGTTGCCAAACAAAGAAACATACCACTTGCACTC

3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
| | | | - | | < | < | | | | - |

3370 3380 3390 3400 3A10 3420 3430
| | | | | | | |

|
CAGTGGTGGCTCGTGCCACTACTCTTGGCGGGCACAGTG GGCAGGCAGGCAGCGCCTCACATGCAGGCA
CAGTGATGGCTCGTGCCGC TEREERICTTGGCCGGCACACCCCGGCACAGTGGCAGICACCTCACATGCAGGCA)

3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500
S | |- | [ | L . |

----------- TTGCCCAATAATTGGG-
TGCATATGTCTCCAAAGTGAATGCACAGTAGCTGAGCAGCGTGGCCAATAATTIGGIAGIACGCTGGTTGAGT

3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570
| Sl [ | ] | ] | | | |

————————— TACCGTGCTGTGAGCTG
GGTCGTTCACCGAGAGTCGTAGGCCGGCGTGTCGAGCCGAGAGACGCGTGTAC CGTGATGTTGTTTGCTG

3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
| | | | | | | | | | | | |

GAGGGTATGGGACGCTG

--------- ACTTGAAGCTGATGGTCTCGTTGCGTTGCGTGC THIMMTGCAGGAGGGTATGGGACGCTG

L

3660 3670 3680 3690 3700 3710

| RN I I I | | | | | | | |

GIAGG/AGC/TGCTCGAGGTCATCACGTGGGCGCAGCTGGGCATCCACCACAAGCC|/GGTAACGCACGCIHECCA

GAGGAGCTGCTCGAGGTCATCACGTGGGCGCAGCTGGGCATCCACCACAAGCCIGGTAACGCCTACTACTA
.

3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780

] N [ I [ L | | | |
-------------------------- AAGCGTCGTCGTCTCTCCAC TGCACTGTGCTCCT
CACTACTGCTCCAAGCGTAGCGCATAGCTGCTGCAAAGCGTTGTCGTCTCTGC/ATGCACACTGTGTTCCT

3800 3810 3820 3830 3840 3850
| | | | | | | | | | | | | |

CGGCTGAATCTTTTTGCCTTCCCCTTTTCATTCAGGTCGGGCTGCTGAACGTGGACGGCTACTACAACTC
CGACTGAATETTTTCGCGTTTTGTTTTTC ABBIEMMGGTCGGGCTGCTGAACGTAGACGGCTACTACAACTC
L

3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920

GCTGCTGACCTTCATCGACAAGGCCGTGGAGGAAGGGTTCATCAACCCCAGCGCACGCCGCATCATCGTG
GCTGCTGACCTTCATCGACAAGGCCGTGGAGGAAGGGTTCATCAACCCCAGCGICACGCCGCATCATCGTG

3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990
| | | | | | | | | | | | | |
CTCGCGCCCACCGCGCAGGAGCTCATGGACAAGCTCGAGGTACGTTATGACGTCTCTCTCTGGCGATCGC

CTCGCGCCCACCGCGCAGGAGCTCATGGACAAGCTCGAGGTAC GRS TGACGT ----- CTGATGATCGC
4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060

| | | | | | | | | |

AGCTGCTGGCAG CGCAGATTCCGTTCATGGAATCGCATTGCAACTGCATGCTGATGTGTGTCGACCGG|T
AGCAGGCAGCAGATTCCGATTCCGATCCGTTCATCGAATGGCARITTGCATGCTGATGTGTGTCGATCGGIT
4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130

TCGTGCAGGAATATGTTCCTTACCATGACAGGGTGGCGTCCACGCTCAACTGGGAGATGGGCCACCTAGG
CCGTGCAGGAATATGTTCCTTACCATGACAGGGTGGCGTCCACGCTCAACTGGGAGATGGGCCACCTAGG
N
CTACTGA
CTACTGA
]
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Apéndice D - Tabela mostrando os dados obtidos pelas analises fenotipicas de trés plantas de Arabidopsis
thaliana de tipo selvagem e trés linhagens transgénicas pSTK::AtGID1a, p35S::AtGID1a e a segunda geracéo de
pKNU:nIsYFP p35S::AtGID1a.

NGmero total Namero de Ovulos com células Ndmero Nivel de
de 6vulos células semelhantes 8 CMM de expressio
Plantas analisadas analisados semelhantes | por ndmero total de | sementes relativa
aCMM 6vulos (%) por siliqua
Wild-type_1 174 29 16.67 45.9 1
Wild-type_2 43 7 16.28 47.2 1.1
Wild-type_3 219 39 17.81 475 0.95
p35S::AtGIDla 1 116 38 32.76 55.3 2.2
p35S::AtGIDla_2 98 34 34.69 55.6 1.9
p35S::AtGIDla_3 50 15 30 55.5 2.5
pSTK::AtGIDla_1 183 63 34.43 54.8 1.62
pSTK::AtGIDla_2 28 10 35.71 55.2 1.7
pSTK::AtGIDla_3 114 36 31.58 54.4 1.6
pKNU:nIsYFP 89 26 29.91 * *
p35S::AtGIDla_1
pKNU:nIsYFP 207 57 2754 * *
p35S::AtGIDla_2
KNU:nIsYFP
PKNU:nls 93 26 27.97 * *

p35S::AtGID1a_3

*dados ndo observados.

Apéndice E — Versdo completa do artigo intitulado: “GID1 expression is associated to
ovule development of sexual and apomictic plants”.



Plant Cell Rep
DOI 10.1007/s00299-017-2230-0

@ CrossMark

ORIGINAL ARTICLE

GID1 expression is associated with ovule development of sexual

and apomictic plants

Luciana Gomes Ferreira'? - Diva Maria de Alencar Dusi? -
André Southernman Teixeira Irsigler? - Ana Cristina Meneses Mendes Gomes

2.

Marta Adelina Mendes® - Lucia Colombo® - Vera Tavares de Campos Carneiro'>

Received: 27 June 2017 / Accepted: 18 October 2017
© Springer-Verlag GmbH Germany 2017

Abstract

Key message BbrizGIDI is expressed in the nucellus of
apomictic Brachiaria brizantha, previous to aposporous
initial differentiation. AtGID1a overexpression triggers
differentiation of Arabidopsis thaliana MMC-like cells,
suggesting its involvement in ovule development.
Abstract GIBBERELLIN-INSENSITIVE DWARFI1
(GID1) is a gibberellin receptor previously identified in
plants and associated with reproductive development,
including ovule formation. In this work, we characterized the
Brachiaria brizantha GID1 gene (BbrizGIDI). BbrizGID1
showed up to 92% similarity to GID1-like gibberellin recep-
tors of other plants of the Poaceae family and around 58%
to GID1-like gibberellin receptors of Arabidopsis thaliana.
BbrizGID1 was more expressed in ovaries at megasporo-
genesis than in ovaries at megagametogenesis of both sexual
and apomictic plants. In ovules, BbrizGID]1 transcripts were
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detected in the megaspore mother cell (MMC) of sexual and
apomictic B. brizantha. Only in the apomictic plants, expres-
sion was also observed in the surrounding nucellar cells, a
region in which aposporous initial cells differentiate to form
the aposporic embryo sac. AtGID1a ectopic expression in
Arabidopsis determines the formation of MMC-like cells
in the nucellus, close to the MMC, that did not own MMC
identity. Our results suggest that GID1 might be involved
in the proper differentiation of a single MMC during ovule
development and provide valuable information on the role
of GID1 in sexual and apomictic reproduction.

Keywords Apomixis - Brachiaria brizantha -
Gibberellin - GID1 - Ovule development - Plant
reproduction

Introduction

Gibberellins are plant hormones directly related to impor-
tant plant growth and development events including seed
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germination, flowering and ovule development (Sun 2010;
Gupta and Chakrabarty 2013; Gomez et al. 2016; Voegele
et al. 2011). The gibberellin receptor GIBBERELLIN-
INSENSITIVE DWARF]1 (GID1) and DELLA proteins, key
negative regulators of gibberellins, act on the signal trans-
duction pathway of gibberellin in Arabidopsis thaliana and
rice (Griffiths et al. 2006; Ueguchi-Tanaka et al. 2005). The
binding of gibberellin to the GID1 receptor causes a con-
formational change in the N-terminal extension of GID1,
which inhibits gibberellin action (Sun 2010). The forma-
tion of the gibberellin-GID1-DELLA complex results in the
rapid degradation of DELLA proteins, releasing the action
of gibberellin by destabilizing and degrading DELLA pro-
teins (Daviere and Achard 2013; Hartweck and Olszewski
2006; Sun 2010). The GID1 gene was first identified in rice
and encodes a protein with similarity to hormone-sensitive
lipases (HSL) (Ueguchi-Tanaka et al. 2005). Overexpression
analysis of GID1 in rice shows a hypersensitive phenotype
to gibberellin, growing taller, containing long light-green
leaves and with reduced fertility when compared with the
control, while the gid/ mutant presents insensitivity to gib-
berellin, suggesting that GID1 is the only gibberellin recep-
tor in rice (Ueguchi-Tanaka et al. 2005). DELLA proteins
participate in the correct formation of ovule integument
and seed development in Arabidopsis, as shown in the della
global mutant (the quintuple gaiT6 rgaT2 rgll-1 rgl2-1 rgi3-
I mutant). Short integuments and no distinction between the
inner and outer cell layers of the integuments caused defects
in the testa formation of della global mutant seeds. Moreo-
ver, the number of abortions increased and seed density per
fruit was reduced (Gomez et al. 2016).

In angiosperms, ovule development starts with the for-
mation of the ovule primordia from the placental tissue of
the ovary. During early ovule development, a single sub-
epidermal cell differentiates from the nucellus, leading to the
formation of the megaspore mother cell (MMC). The inner
and outer integuments begin to develop as the MMC under-
goes meiosis, to give rise to four haploid megaspores. Three
of them degenerate and the only one to survive becomes a
functional megaspore, usually the one closest to the chala-
zal region. After three rounds of mitosis and cellulariza-
tion, an embryo sac (ES) of the Polygonum-type, with three
antipodal cells, a diploid central cell, two synergids, and one
egg cell is formed, typical of plants of sexual reproduction
(Schneitz et al. 1995; Grossniklaus and Schneitz 1998; Yang
et al. 2010).

In Brachiaria, a genus of forage grass of the Poaceae
family, reproduction may be sexual or asexual by apomixis,
the latter resulting in progenies that are genetically identical
to the mother plants (Carneiro et al. 2006). The apomictic
reproduction by apospory predominates in these plants. In
apospory, nucellar cells near the MMC differentiate into
aposporous initial cells, which will undergo two mitosis
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events to form unreduced ES of the Panicum-type, with a
diploid central cell, two synergids, and one egg cell. The
MMC degenerates during meiosis, or complete meiosis
resulting in four megaspores, which will degenerate (Araujo
et al. 2000; Dusi and Willemse 1999).

In Brachiaria brizantha (Syn. Urochloa brizantha), a
putative GID1-like gene of 606 nucleotides was previously
detected by RNA-Seq analysis, as highly expressed in early
stages of ovary development. In the model plant Arabidop-
sis, plant hormones were related to a fundamental role in the
initiation of the ovule primordia and in the correct determi-
nation of the number of ovules (Bartrina et al. 2011; Cuci-
notta et al. 2014). Three genes were identified in these plants
and considered as orthologous to the rice GID1, by a data-
base search and gibberellin receptor activity of their encoded
protein: AtGID1a, AtGID1b and AtGID1c (Nakajima et al.
2006). Functional analysis of double mutant plants gidla
gid1b showed reduced fertility; gidla gidlc also reduced
fertility and showed fruits with reduced length; gid1b gidic
did not show any phenotypic difference from wild-type
plants (Gallego-Giraldo et al. 2014; Griffiths et al. 2006).
The triple gidla gid1b gidlc mutant showed to be extremely
dwarf-sized and was insensitive to gibberellin, resulting in
complete infertility. These results suggest that GID1 is the
only gibberellin receptor in Arabidopsis and that this gene
participates in reproductive development (Griffiths et al.
2006). The expression patterns of the three genes of Arabi-
dopsis at anthesis, characterized using pAtGID1::AtGID1-
GUS fusion constructs, showed a GID1a expression signal in
all tissues, mainly surrounding the ES; GID1b only appeared
in the chalaza region of the ovule and GID1c only in valves,
with no expression in ovules (Gallego-Giraldo et al. 2014).
Phenotypic traits of the gidI-1 rice mutant, such as dwarf
phenotype and insensitivity to gibberellin, were restored to
normal with the overexpression of AtGIDIa, AtGIDIb and
AtGIDIc (Nakajima et al. 2006), showing the conserved
nature of GID1 in these species. In Arabidopsis, the role
of GID1 is associated with seed-set and fruit growth (Gal-
lego-Giraldo et al. 2014); however, the role of GID1 during
ovule development is still unclear. Studies related to GID1
might contribute to clarifying the mechanisms underlying
the action of gibberellin in ovule development, as well as
its participation in the early differential ES development of
sexual and apomictic plants.

Our study aimed to evaluate the expression of GID1
during ovary development and, particularly, in the onset of
ES of sexual and apomictic plants. The B. brizantha gene,
named BbrizGID1, showed higher expression during ovule
development at megasporogenesis. We detected BbrizGID1
transcripts in the MMC of sexual and apomictic B. brizan-
tha and in the surrounding nucellar cells of the apomicts.
In an attempt to mimic BbrizGIDI expression in Arabidop-
sis ovules, we investigated the results of overexpressing
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AtGID1a under the control of the ovule-specific SEED-
STICK promoter (pSTK) (Kooiker et al. 2005) and the 35S
constitutive promoter of Cauliflower mosaic virus (p35S)
(Benfey et al. 1990). Morphological characterization of
reproductive organs, in particular ovules, in the transformed
plants suggested that AtGID1a is involved in the differentia-
tion of additional MMC-like cells from nucellar cells near
the MMC and in the integument development, suggesting
either a delayed megasporogenesis or an earlier growth of
integuments in the transgenic plants. Our findings on the
GID1 expression during ovule development provide valuable
information on the role of GID1 in the ovule development of
sexual and apomictic plants.

Materials and methods
BbrizGID1 sequence analysis

To verify the similarity of the BbrizGIDI sequence previ-
ously identified in RNA-Seq libraries of sexual and apom-
ictic ovaries of B. brizantha, basic local alignment search
tool (BLAST) (Altschul et al. 1990, 1997) was performed
against the National Center for Biotechnology Information
(NCBI,; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) database. BLASTn
and BLASTx were used to compare nucleotides and trans-
lated sequences, respectively. Sequences showing the most
significant nucleotide and amino acid sequence homology
were used in multiple sequence alignments with ClustalW?2
(Chenna et al. 2003). The cutoff e value of ~ 2>’ and iden-
tity above 90% was used to define homologs. The Arabidop-
sis Information Resource database (TAIR, http://arabidopsis.
org) was also used for comparative analyses between the
BbrizGID1 sequence and the sequences from the Arabi-
dopsis model plant. The genomic sequences of BbrizGID1
from sexual and apomictic genotypes were obtained search-
ing genomic libraries under construction. Restriction map
analysis of BbrizGID]I from sexual and apomictic genomes
was performed with Webcutter 2.0.

Plant material

Two accessions of B. brizantha from Embrapa’s germplasm
collection, grown in the field, were used in this work: BRA
002747, a sexual diploid (2n=2x=18), and BRA 000591,
a facultative apomictic tetraploid (2n=4x=36) named B.
brizantha cv. Marandu, with 98% of apospory (Araujo et al.
2007). Ovaries and anthers of both accessions were dis-
sected from flowers of different plants before anthesis (1,
IL, IIT and IV), at different stages of development, under a
Zeiss Stemi SV11 stereomicroscope. Ovaries at stages I and
II contain ovules in megasporogenesis, whereas stages I1I
and IV contain ovules in megagametogenesis (Araujo et al.

2000). The occurrence of nucellar cells and MMC character-
izes ovules at stage I, in both sexual and apomictic plants.
At stage 11, pistils present ovules with degenerated tetrads,
and in apomictic plants, aposporous initials can be visual-
ized. At stage III, ovules with coenocytes are observed. Ova-
ries at stage IV contain mature ES, before anthesis (Araujo
et al. 2000; Rodrigues et al. 2003). Arabidopsis wild-type
(ecotype Columbia) and the pAtGIDIa::AtGIDIa-GUS,
pAtGIDbD::AtGID1b-GUS and pAtGIDIc::AtGIDIc-GUS
transgenic lines (Gallego-Giraldo et al. 2014; Suzuki et al.
2009), provided by Dr. Perez-Amador, were cultivated in
a growth room at 22 °C under long-day (16 h light per 8 h
dark) conditions.

Southern hybridization analysis

Genomic DNA was extracted from young leaves of B.
brizantha using a Dellaporta procedure (Dellaporta et al.
1983) modified by Leblanc et al. (1997). To estimate the
copy number of BbrizGID1, 30 ug of genomic DNA from
each genotype was digested with EcoRI, HindlIll and Xbal
at 2.5 U/ug of DNA. A 300 bp fragment PCR amplified
with the primers GGACAGGGACTGGTACTGGAAG and
CTGAGGAAGTCGGCGATCTC for BbrizGIDI without
internal restriction sites for the enzymes used to digest the
genomic DNA was used as probe. Labeling the probe with
32P _adCTP, hybridization and radioactive detection assays
were performed as described (Sambrook and Russell 2001).
The hybridized membrane was placed in the cassette con-
taining Imaging Plate (IP) and the image generated on the
device Phosphorimager™ FUJIFILM FLA-3000 SERIES,
using the Image Reader FLLA-3000 V1.8 series programs and
image display by Multi Gauge V3.0.

RNA isolation and RT-qPCR analyses

In sexual and apomictic B. brizantha plants, total RNA was
extracted in three biological replicates, each constituted
of a pool of 250 ovaries, at each of the four stages, using
TRIZOL® (Invitrogen) as previously described (Rodrigues
et al. 2003). Reverse transcriptase reaction was performed
with SuperScript III (Invitrogen) and 2 ug of RNA according
to the manufacturer’s protocol. RT-qPCRs were done using
SYBR Green PCR Master Mix Green (Applied Biosystems).
Oligonucleotide pairs for BbrizGID1 were designed using
Primer 3.0 program (Rozen and Skaletsky 2000): forward
(TCAAGCTCGTGTACCGCGAG) and reverse (CTGAGG
AAGTCGGCGATCTC). The analysis of data was per-
formed by the method AACt, with BbrizUBCE as reference
gene, encoding the ubiquitin (forward GGTCTTGCTCTC
CATCTGCT) and (reverse CGGGCTGTCGTCTCATAC
TT), as previously used (Silveira et al. 2009).
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In Arabidopsis plants, total RNA was extracted from
1 to 2 inflorescences in three biological replicates of
pSTK::AtGIDla transgenic plants and p35s::AtGIDIa
transgenic plants, using NucleoZOL® (Macherey—Nagel)
according to the manufacturer’s instructions. The total RNA
was incubated with the Ambion TURBO DNA-free DNase
(Invitrogen) and then reverse transcribed using the ImProm-
II"" reverse transcription system (Promega). Oligonucleotide
pairs were designed using Primer 3.0 program for AtGID1a
forward (GCTGCGAGCGATGAAGTT) and reverse (GAT
TGGCGTTTGCAGTGA), UBIQUITIN10 forward (CTG
TTCACGGAACCCAATTC) and reverse (GGAAAAAGG
TCTGACCGACA), and ACTIN2-8 forward (CTCAGGTAT
TGCAGACCGTATGAG) and reverse (CTGGACCTGCTT
CATCATACTCTG). UBIQUITINI0 and ACTIN2-8 genes
were used as references and gene expression analysis was
performed using the iQ5 Multicolor real-time PCR detection
system (Bio-Rad) with SYBR Green PCR Master Mix (Bio-
Rad). The assay was conducted in three technical replicates
of each of the three different biological replicates for each
sample.

Expression analysis by in situ hybridization

The RNA probe was synthesized using the DIG RNA label-
ling kit (Roche) according to the manufacturer’s protocol.
The same PCR fragment of 300 bp from BbrizGID1 located
in the 3’ region, flanked by positions 1334—1633 of the
nucleotide sequence, was used as a probe. The BbrizGIDI
fragment was cloned into pPGEM-T Easy Vector System I
(Invitrogen) and used as a template for in vitro transcription
with SP6 and T7 polymerases, used as sense and antisense
probes, respectively. In situ hybridization was performed in
semi-thin sections of 3.5 um of ovaries at megasporogenesis
of sexual and apomictic plants. The sample preparation and
in situ hybridization were carried out as previously described
(Alves et al. 2007; Silveira et al. 2012). Hybridized sections
were observed with a Zeiss Axiophot light microscope.

Construction of vectors and transformation
of Arabidopsis plants

The full-length Arabidopsis AtGID1a gene was cloned using
the Gateway system (Invitrogen) and the primers ATGGCT
GCGAGCGATGAA and TTAACATTCCGCGTTTAC
AAAC. The promoters of the SEEDSTICK gene, pSTK
(Kooiker et al. 2005), to drive the expression in ovules,
and the 35S constitutive promoter of the Cauliflower
mosaic virus (p35S) (Benfey et al. 1990) were used. Plants
of Arabidopsis ecotype Columbia were transformed with
p358::AtGID1a and pSTK::AtGIDIa constructs by floral
dip method (Clough and Bent 1998). The pSTK::AtGID1a
transformant lines from the ecotype Columbia were selected
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using BASTA, and p35S::AtGIDIa transformant lines from
the ecotype Columbia were selected using kanamycin. The
PKNU:nlsYFP Arabidopsis line (Tucker et al. 2012) provided
by Dr. Tucker was also transformed with p35S::AtGID1a by
floral dip method (Clough and Bent 1998). The transformant
lines were selected using kanamycin.

GUS expression analysis

The pAtGIDI1a::AtGIDI1a-GUS, pAtGIDb::AtGID1b-GUS
and pAtGIDIc::AtGID1c-GUS lines (Gallego-Giraldo et al.
2014; Suzuki et al. 2009) were analyzed at different stages of
the ovule development. f-Glucuronidase (GUS) assays were
performed on inflorescences overnight at 37 °C, as previ-
ously described (Liljegren et al. 2000). Samples were incu-
bated in a clearing solution of chloral hydrate:glycerol:water
(8:1:2; w/v/v), dissected and observed by DIC microscopy.

Morphological analysis of Arabidopsis flowers by DIC
microscopy

Flowers at different developmental stages were collected,
fixed with 9:1 ethanol:acetic acid and cleared overnight
using clearing solution. After clearing, ovules were dis-
sected from premature pistils on a slide using a stereomi-
croscope, mounted with a cover slip, and subsequently
observed using a Zeiss Axiophot D1 microscope equipped
with DIC optics. Images were captured on an Axiocam
MRc5 camera (Zeiss) using the Axiovision program (version
4.1). Three different plants of wild-type (ecotype Colum-
bia) and three independent events of each transformant line
p358::AtGID1a, pSTK::AtGID1a and the second generation
of pKNU:nlsYFP p35S::AtGID]1a line were analyzed. Three
independent events of pKNU:nlsYFP p35S::AtGID1a line
were observed with a Zeiss Axiophot microscope using a
filter with 475/40 nm laser line for excitation. Emissions
were detected between 530/40 nm. Images were captured
on an Axiocam MRc5 camera (Zeiss) using the Axiovision
program (version 4.1).

Results

BbrizGID1 encodes a protein with similarity
to the GID1 gibberellin receptor

Previous RNA-Seq analysis pointed to a sequence of 606
nucleotides similar to the GIDI-like gene from different
plants. This sequence was present in both genomic libraries
and was named BbrizGID1. Genomic libraries of sexual and
apomictic B. brizantha (unpublished results) were screened
and a full-length DNA sequence, constituted of 1646 nucleo-
tides (Supplementary Fig. S1) and coding 352 amino acids
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(Fig. 1), was found in this analysis. The BbrizGID1 consists
of two exons and one intron, similar to the GID1 structure
from rice (Ueguchi-Tanaka et al. 2005). The predicted amino
acid sequences of BbrizGID1 from sexual and apomictic
plants have the same number of amino acids, differing in two
amino acids at positions 152 and 217. In position 152, an
isoleucine (I) found in sexual plants is replaced by a valine
(V) in apomicts. In position 217, a lysine (K) from sexual
plants is replaced by an arginine (R) in apomicts (Supple-
mentary Fig. S2).

To analyze the similarity of BbrizGIDI with GID1
sequences from other plants, an NCBI database search was
performed. The BbrizGID1 predicted amino acid sequence
showed similarity to the sequences of GID1-like gibberel-
lin receptors of other plants of the Poaceae family (Fig. 1).
The most similar sequences were from the following plants
(with respective percentage identity): Setaria italica (92%),
Sorghum bicolor (91%), Saccharum officinarum (90%), Zea
mays (87%), Brachypodium distachyon (86%), Oryza sativa
Japonica Group (84%) and Hordeum vulgare (83%). The
similarity of BbrizGIDI to the three Arabidopsis genes was
very close: AtGID1c (58%), AtGIDI1a (57%) and AtGID1b
(55%). Alignment also showed the presence of the consen-
sus sequence of the HSL family, including the conserved
HSL motifs HGG and GXSXG in BbrizGIDI (Fig. 1). The
BbrizGID1 deduced amino acid sequence showed two con-
served catalytic centers with the HSL sequence, serine (S)
and aspartic acid (D), whereas another catalytic center, his-
tidine (H), was replaced by isoleucine (I) (Supplementary
Fig. S3).

BbrizGIDI is present in the sexual and apomictic
genotypes of B. brizantha

In the apomictic genotype of B. brizantha, the Southern blot
displayed three fragments after EcoRI DNA digestion, four
after HindlIl and two after Xbal. In the sexual genotype, one
fragment hybridized after EcoRI DNA digestion, three after
Hindlll and two after Xbal (Fig. 2). Restriction map analy-
sis of genomic DNA from both genotypes (Supplementary
Fig. S1) showed that there is no site for EcoRI and Xbal
and a site for HindlIll is found at the intron region, position
444. The probe hybridization site is between positions 1334
and 1633 from the exon region of the nucleotide sequence.
Genomic hybridization confirmed that BbrizGID]1 is present
in both sexual and apomictic genotypes in a different restric-
tion pattern.

BbrizGID1 expression in ovaries of sexual
and apomictic plants is higher during megasporogenesis

Analysis of BbrizGIDI expression profile from the RNA-
Seq data of ovaries of sexuals and apomicts suggested higher

expression of BbrizGIDI in ovaries at megasporogenesis
stage than in ovaries at megagametogenesis stage (data
not shown). To confirm these results, the transcript levels
of BbrizGIDI were compared quantitatively in ovaries of
sexual and apomictic plants (Fig. 3), using pistils of B. bri-
zantha in four different stages of development as previously
described (Araujo et al. 2000; Rodrigues et al. 2003). Ova-
ries from pistils in stage I, corresponding to the onset of
megasporogenesis, showed higher expression of BbrizGID1,
whereas BbrizGIDI expression decreased in the later devel-
opmental stages. At the 5% significance level, analysis of
deviance (ANODEV) test showed that sexual and apomictic
reproduction modes do not interfere with BbrizGID1 expres-
sion (F=0.903, GL=19, GL=1, p=0.353), but there are
significant differences between stages I, II and III of ovule
development in both plants (F=49.66, GL=19, GL =3,
p=0.0001). Comparison of BbrizGIDI expression in stages
IIT and IV, however, did not show a significant difference.

BbrizGIDI is expressed in MMC of sexual
and apomictic B. brizantha and in nucellar cells
of apomicts

In situ hybridization of BbrizGIDI was performed in the
early stages of ovule development of sexual and apomictic
plants to understand the cellular localization of BbrizGID1
within the initial events of ovule development (Fig. 4).
The antisense probe of BbrizGID] in the early stages of
megasporogenesis resulted in high signal of hybridiza-
tion in MMC of sexual (Fig. 4a, b) and apomictic plants
(Fig. 4d, e). Nucellar cells in sexual ovules showed weak
signal in comparison to the strong expression of BbrizGID1
in the nucellar cells of apomicts (Fig. 4d, e). In sexual and
apomictic plants, a weak signal was detected in inner and
outer integuments (Fig. 4a, d). The sense control probe did
not show any hybridization signal in sexual and apomictic
ovules, as expected (Fig. 4c, f).

GID1 proteins show specific spatial expression patterns
in Arabidopsis

To study the localization of GID1 (a, b, c) proteins during
the first stages of ovule development, transgenic Arabidopsis
lines carrying pAtGID1::AtGIDI1-GUS translational fusions
(Gallego-Giraldo et al. 2014; Suzuki et al. 2009) were ana-
lyzed (Fig. 5). As visualized in the GUS assay, GID1a is
present in the whole pistil during early development, before
anthesis (Fig. 5a). The GUS signal was strongly detected
in the inner and outer integuments of the ovules, at 2-111
stage, in which MMC is in meiosis, and the inner and outer
integuments already developing (Schneitz et al. 1995), of
pAtGIDIa::AtGID1a-GUS line. No signal was detected in
MMCs and nucellar cells (Fig. 5b). The GUS signal was
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Fig. 1 Multiple sequence alignment by ClustalW of BbrizGIDI
sequence, from the apomictic plants, showing the Arabidopsis thali-
ana and the most similar sequences found: Setaria italica (Accession
Number XP_004962116.1), Sorghum bicolor (XP_021303311.1),
Saccharum officinarum (CAP64326.1), Zea mays (CAP64327.1),
Brachypodium distachyon (XP_003568469.1), Oryza sativa japon-
ica group (XP_015639961.1), Hordeum vulgare (CAO98733.1),
AtGIDla (At3g05120), AtGIDIb (At3g63010) and AtGIDIc
(At5g27320). Gray highlight shows the amino acid residue conserved
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amongst the sequences. Squares represent regions identified as con-
served within the hormone-sensitive lipase (HSL) family, HGG and
GXSXG motifs. Black arrows show the three catalytic centers, ser-
ine (S), aspartic acid (D), and isoleucine (I), which replace histidine
(H), characteristic of the HSL family in all the GID! sequences of the
Poaceae plants. Numbers indicate the position from the start codon.
White arrows indicate glycine (G) and arginine (R) residues that are
essentials for maintaining the gibberellin binding activity in OsGID]
in rice (Ueguchi-Tanaka et al. 2005)
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Fig. 2 Genomic DNA analysis
of apomictic (APO) and sexual
(SEX) Brachiaria brizantha
digested with EcoRI (E);
Hindlll (H) and Xbal (X). a
Electrophoresis in 0.8% agarose
gel in b fragments hybridized
in Southern blot analysis with
a BbrizGID1 **P-labeled probe.
In APO three fragments were
displayed after EcoRI DNA
digestion, four after HindIll
digestion and two after Xbal
digestion. In SEX, one fragment
was hybridized after EcoRI
digestion, three after HindIIl
and two fragments after Xbal
digestion. Image was generated
on a phosphor imaging plate. C
as control, the same fragment
used to synthesize the probe
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Fig. 3 Boxplot showing the relative expression levels of the
BbrizGIDI by RT-qPCR in Brachiaria brizantha. Analysis in devel-
oping ovaries before anthesis at megasporogenesis (stages I, II) and
megagametogenesis (stages III and IV) of apomictic (APO) and
sexual (SEX) plants. Bars represent standard deviation based on the

present throughout the mature ovule, including the ES and
the integuments (Fig. 5c). In the pAtGIDI1b::AtGID1b-
GUS line GUS signal was localized in the inner and outer
integuments at 2-I11-2-V stage (Schneitz et al. 1995) and no

mean of three biological samples. The mean quartiles, median and
ANODEV were calculated in the R Core Team (2016) program.
The significant differences between stages of ovary development are
marked with asterisks (*p <0.05)

signal was detected in MMCs and nucellar cells (Fig. 5d,
e). In mature ovules, at the FG7 stage in which the ES is
formed, the GUS signal was localized mainly in the chalaza
zone, at the base of the ES (Fig. 5f). AtGID1c was expressed
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Fig. 4 Localization of BbrizGIDI expression by in situ hybridiza-
tion in semi-thin sections of ovaries of Brachiaria brizantha sexual
(a—c) and apomictic (d—f) plants. a Ovule with labeling in the mega-
spore mother cell (arrow) with weaker signal in the nucellar cells
(nu), inner (ii) and outer (oi) integuments. b Detail of the megaspore
mother cell (arrow) with strong signal of hybridization. ¢ Control

specifically in the septum, but was completely absent in the
ovules at 2-III stage and funiculi of pAtGIDIc::AtGIDIc-
GUS line (Fig. 5g, h). GUS expression was not observed in
ovules.

Phenotypic characteristics of Arabidopsis overexpressed
AtGIDI1a lines are distinct from wild-type

To study whether ectopic AtGIDIa was sufficient to
determine the formation of MMC-like cell we have
transformed Arabidopsis plants with p35S::AtGIDIa
and pSTK::AtGIDIa. pSTK is specifically active during
ovule development starting from stage I (Brambilla et al.
2008). We analyzed three transgenic plants containing
p35S8::AtGID1a and three containing pSTK::AtGID1a by
RT-qPCR. Results showed that AtGID1a expression was
higher in the inflorescences of plants from both groups
of transgenic lines compared to wild-type plants (Sup-
plementary Fig. S4). The early stages of ovule develop-
ment of these transgenics were analyzed, especially the
finger-like (2-I) stage, in which MMC is formed (Schneitz
et al. 1995) and additional MMC-like cells were observed
(Fig. 6). The pSTK::AtGIDIa and p35S::AtGID]1a plants
showed asynchrony in development of the inner and outer
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with sense probe showing no signal. d Detail of the ovule with labe-
ling in the nucellar cells (nu) and the megaspore mother cell (arrow)
with weaker signal in the inner (ii) and outer (oi) integuments. e Next
section of the anterior ovule showing the cytoplasm of the megaspore
mother cell (arrow). f Control with sense probe showing no signal.
Scale bars a 12 pm, b 10 pm, ¢ 20 pm and d—f 10 pm

integuments as regards megasporogenesis events if com-
pared with wild-type (Fig. 6). These results suggest that
ectopic expression of AtGID]Ia could interfere with proper
integument development. The additional MMC-like cells
of overexpressed AtGIDIa plants were observed only in
ovules at the finger-like stage (2-I). In later stages of devel-
opment, only one functional megaspore was observed,
suggesting that only one MMC completed the meiotic divi-
sion and entered the gametogenesis process, as twin ES
were not observed during the analysis of mature ovules.
Results of the phenotype analysis of wild-type Arabidop-
sis and three lines of pSTK::AtGIDla, p35S::AtGIDl1a
were evaluated for each plant (Supplementary Table S1).
In ovules of wild-type Arabidopsis, additional MMC-like
cells were also observed but in a reduced number, 17% of
the total number of ovules analyzed. In transgenic plants,
additional MMC-like cells were observed in 33 and 32%
of the total number of ovules analyzed using pSTK or
p35S promoter, respectively (Fig. 7). Statistical analysis (t
test) showed that there is a significant difference between
the number of additional MMC-like cells in the overex-
pressed AtGID1a lines compared to wild-type, independ-
ent of the promoter used for ArGID1a expression, pSTK
(p=0.009) or p35S (p=0.013). In pSTK::AtGID1a and
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Fig. 5 Histochemical GUS analysis in inflorescences and ovules
of  Arabidopsis  thaliana  pAtGIDI::AtGIDI-GUS transgenic
lines before anthesis. a—c¢ pAtGIDla::AtGID1a-GUS line; d-f
PAtGID1b::AtGID1b-GUS line and g, h pAtGIDIc::AtGID1c-GUS
line. a GUS staining can be observed in stem (S), ovules (arrows) and
anthers (arrow heads). b At 2-III stage of the ovule development GUS
signal was localized in the inner (ii) and the outer (oi) integuments,
the expression was not detected in MMC in meiosis (arrow) and
nucellar cells. ¢ In the mature ovules the GUS signal was localized
throughout the embryo sac and the integuments. d In the 2-1II stage

p358::AtGID1a plants the number of seeds per silique
increased relatively to wild-type. The transgenic plants
from both genotypes showed an average of 55 seeds per
silique in the 30 siliques counted with 1.5% of aborted
seeds, while wild-type plants, under the same environ-
mental conditions, presented an average of 46 seeds per
silique in the 32 siliques counted with 2.5% of abortion
rate. Statistical analysis (¢ test) showed a significant differ-
ence between the number of seeds of the transgenic plants
ectopically expressing AtGID1a, independent of the pro-
moter, pSTK (p =0.0009) or p35S (p=0.001) in respect
of the wild-type plants (Fig. 8, Supplementary Table S1).

and e first stage of gametogenesis, GUS signal was localized in the
inner (ii) and outer (oi) integuments of the ovules, the expression was
not detected in MMC in meiosis (arrow) and nucellar cells. f In the
mature embryo sac the GUS signal was localized mainly in the cha-
laza (Ch) in comparison with the micropyle region (MP). g GUS sig-
nal was localized specifically in the septum (sp), but was completely
absent in the ovules (ov) and funiculi. h GUS signal was undetectable
in ovules, arrows showing the MMC in meiosis and the nucellar cells.
MMC megaspore mother cell; Scale bars a 1 mm; b—f 20 pm and g,
h 50 pm

To investigate if the additional MMC-like cells had
MMC identity, a pKNU:nlsYFP line (Tucker et al. 2012)
was transformed with p35S::AtGID1a. The second gener-
ation of transgenic lines overexpressing AtGID1a showing
28% of additional MMC-like cells was analyzed (Supple-
mentary Table S1). Plants pKNU:nlsYFP p35S::AtGID1a
showed only one cell expressing the YFP signal, indicat-
ing that one out of the two MMC-like cells acquired the
proper MMC identity (Fig. 9).

@ Springer
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Fig. 6 Ovules of wild-type and ArGIDIa overexpression lines of
Arabidopsis thaliana. a—d Wild-type showing normal female gameto-
phyte development. a Finger-like stage (2-1) showing MMC-like cells
(arrows). b FG1 stage displaying MMC (arrow) integument devel-
opment. ¢ FG3 with degenerated megaspores and FG. d FG6 stage,
arrow indicates the central cell. e-h p35S::AtGIDIa line. e Finger-
like stage (2-I), showing MMC-like cells (arrows). f, g FG1 stage
showing well-developed integuments. h FG6 stage, arrow indicates
the central cell. i-n pSTK::AtGIDIa line. i Finger-like stage (2-I),
viewing MMC-like cells (arrows). j showing MMC (arrow) and inner

Discussion

GID1 acts in the activation of gibberellin via degradation of
DELLA proteins (Daviere and Achard 2013; Ueguchi-Tan-
aka et al. 2007). The detection of GID1 in the transcriptome
database of ovaries of sexual and apomictic B. brizantha led
us to investigate a putative role of this gene in the differential
ovule development of sexual and apomictic plants. Align-
ment of the BbrizGIDI sequence in databases showed high
similarity with sequences from other species of the Poaceae
family and the conserved motifs, HGG and GXSXG, from
the HSL family. It was suggested that three conserved amino

@ Springer

(ii) and outer (oi) integuments already growing. k Tetrad (arrowhead)
and growing inner (ii) and outer (oi) integuments. 1 FG1 stage show-
ing functional megaspore (arrowhead), degenerated megaspores and
well-developed integuments m FG6 stage with antipodal cells (arrow)
and three nuclei at the micropylar pole (arrowhead). ii Inner integu-
ments, oi outer integuments, MMC megaspore mother cell, aster-
isk degenerated megaspores, FG female gametophyte. Scale bars a
20 um; b 10 pm; ¢ 20 um; d 40 pm; e 20 um; f, g 50 pm; h 100 pm; i
50 um; j-1 10 um and m 20 pm

acids of the HSL family form the catalytic triad center: ser-
ine (S), aspartic acid (D) and histidine (H) (Osterlund 2001).
In all the GIDI sequences of the Poaceae plants, in which
similarity to BbrizGIDI was detected, replacements of resi-
dues from this HSL catalytic center were verified. In rice, a
replacement of the H by valine (V) did not affect the bind-
ing activity with gibberellin, although an absence of enzy-
matic activity was detected (Ueguchi-Tanaka et al. 2005). In
B. brizantha, this same H of the catalytic triad is replaced
by isoleucine (I) but S and D are conserved. The residues
glicina (G) e arginina (R) are essential to maintain binding
between the receptor and the bioactive gibberellin in rice
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Fig. 7 Comparison among 401
the number of ovules with
additional MMC-like cells 354

of wild-type and transgenic
lines pSTK::AtGIDIa and
p358::AtGID1a of Arabidop-
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(Nakajima et al. 2006; Ueguchi-Tanaka et al. 2005). Com-
paring the GID1 sequence of B. brizantha with Arabidopsis
revealed around 60% similarity of the BbrizGIDI sequence
with the three genes AtGIDIa, AtGIDI1b and AtGIDIc. In
Arabidopsis, analysis of mutant combinations of the three
genes showed an overlap of function among them (Griffiths
et al. 2006). Complementation with each AtGIDI gene res-
cued the dwarf phenotype of the rice gibberellin-insensitive
mutant, showing conservation of function among them
(Nakajima et al. 2006). BbrizGIDI is present in the sexual
and apomictic genotypes of B. brizantha. The restriction
pattern of DNA from these plants, observed after HindIIl
digestion and genomic hybridization with BbrizGIDI probe,
suggested a possible different number of copies of the gene
in sexual and apomictic plants.

Quantitative analysis of BbrizGIDI expression
showed the highest expression level in ovaries at early

60
50 -
40 -
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Number of seeds per silique

10 A

WT ‘ PSTK::AtGID1a p35S::AtGID1a

Fig. 8 Comparison among the number of seeds per silique in
PSTK::AtGIDlIa and p35S::AtGID1a Arabidopsis thaliana relatively
to wild-type (WT) plants. Different letters indicate statistically sig-
nificant differences between the number of seeds of the wild-type and
the transgenic plants ectopically expressing AtGID1a, independent of
the promoter used, pSTK (»p =0.0009) or p35S (»p=0.001)

PSTK::AtGID1a p35S::AtGID1a

megasporogenesis, decreasing in the subsequent stages,
independent of the reproductive mode of the plants. At this
stage the formation of the MMC in sexual and apomictic
genotypes was previously observed, but aposporous initial
cells were still not detected in apomicts (Araujo et al. 2000).
Analysis of these results suggested that BbrizGID1 might
participate in the early development of ovaries of sexual and
apomictic B. brizantha, when growing integuments and the
differentiation of MMC from nucellar cells occur. Locali-
zation of transcripts of BbrizGIDI in ovules of B. brizan-
tha from both reproductive modes revealed that MMC is
expressing this gene, while in the surrounding nucellar cells
the expression occurs only in the apomicts. These results
suggested association of BbrizGIDI expression not only
with the development of MMC but also with the nucellar
cells, previous to the differentiation of aposporous initials.
The overexpression of the AtGID1a gene in Arabidopsis
significantly increased the number of additional MMC-like
cells of the wild-type Columbia ecotype, suggesting that
this gene might be associated with the differentiation of an
additional MMC-like cell in the nucellus. Analysis of the
second generation of pKNU:nlsYFP p35S::AtGIDIa sug-
gested that the trait was stably inherited. Different ratios
of additional MMC-like cells were previously reported in
Arabidopsis ecotypes (Rodriguez-Leal et al. 2015). Analy-
sis of ago9 mutants showed a percentage of abnormally
MMC-like cells varying from 37.16 to 47.7%, with iden-
tity to gametic cells that do not undergo meiosis, a pheno-
type that resembles apomictic reproduction by apospory
(Olmedo-Monfil et al. 2010). In our work, the identity of
MMC was investigated by the expression of YFP marker
genes under the control of the KNUCKLES promoter,
which drives expression to the MMC (Tucker et al. 2012).
Arabidopsis pKNU:nlsYFP line, overexpressing AtGID]1a,
showed only one cell with MMC identity in each ovule,

@ Springer
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Fig. 9 Arabidopsis thaliana ovules of pKNU:nlsYFP line with the
MMC YFP-labeled overexpressing AfGIDIla under the control of
p35ScaMV. a Ovules at the 2-III stage with two MMC-like cells
(arrows) and b at the same moment using UV light showed signal of

comparable to what happens in plants of the pKNU:nlsYFP
line, suggesting the possibility of identity other than with
MMC to the MMC-like cells. It is important to note that
the KNUCKLES promoter was not previously tested for
identity of MMC-like cells.

Gallego-Giraldo et al. (2014) previously verified the dif-
ferential expression of AtGIDIa, AtGIDI1b and AtGIDIc
in ovules, at anthesis, using GUS staining. Expression of
AtGID1a was detected in all tissues of the ovules, with
higher expression observed in the surrounding of the ES,
while ArGID1b expression was observed mainly in the cha-
laza zone, at the base of the ES, and ArGIDIc¢ was unde-
tectable in the ovules. In our study, we detected ArGIDIa,
AtGIDI1b and AtGID]Ic expression reported by GUS assays
during the early stages of ovule development, before anthe-
sis. AtGID1a and AtGID1b were localized in the inner and
outer integuments, not in MMCs and the surrounding nucel-
lar cells. Expression signal of AtGIDIc was not detected
in the ovules, before anthesis. Our results suggested that
AtGID1a and AtGID1b expression is associated with integu-
ment development in Arabidopsis. The association of the
gibberellin and integument development was previously
described (Gomez et al. 2016). In plants overexpressing
AtGID]Ia, in comparison to the wild-type plants, an asyn-
chrony between integument development and the stage
of gametogenesis suggests that the ectopic expression of
AtGID]a resulted in either a small delay in megasporogene-
sis or a faster growth of integuments in the transgenic plants.
Consistent with the importance of gibberellin in the correct
seed development to form seed-filled siliques, overexpressed
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fluorescence only in the MMC (arrow), not in the additional enlarged
cells of the overexpressed plants. ¢ Ovules finger-like (2-1) stage,
showing yellow florescence in the MMC cells. MMC megaspore
mother cell; scale bars a—¢ 10 pm

AtGID]1a plants were fertile without any sign of ovule or
seed abortion and their siliques were seed-filled.

We demonstrated GIDI expression during megasporo-
genesis in ovules of sexual and apomictic B. brizantha, espe-
cially in the MMC. Specifically in ovules of the apomictic
plants, BbrizGID1 is also expressed in the nucellar cells,
previously to aposporous initial cell differentiation. In Arabi-
dopsis, overexpression of AtGID1a triggered the differentia-
tion of MMC-like cells in the nucellar region. These data
suggest the involvement of GID] in the early events of ovule
and ES development.
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