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RESUMO

Urochloa decumbens é uma graminea com predominancia de reproducdo apomitica que
apresenta elevada importancia como forrageira em paises tropicais. Apesar disso, estudos com
genes candidatos ao controle da apomixia nessa espécie ainda sdo limitados. Urochloa
ruziziensis, por sua vez, apresenta modo de reproducédo sexual e € relacionada geneticamente a
U. decumbens. O objetivo do presente trabalho foi descrever os estagios de desenvolvimento
do saco embrionario (megasporogénese e megagametogénese) associado aos caracteres
morfométricos das espiguetas e caracterizar a expressao espaco temporal dos transcritos dos
genes BbrizRan, BbrizStil e BbrizAGL6 em U. ruziziensis cv. Kennedy (diploide, sexual) e U.
decumbens cv. Basilisk (tetraploide, apomitica). Inicialmente, foram obtidos os caracteres
comprimento e didmetro de espiguetas jovens e, na sequéncia, foram realizados os cortes
anatdmicos das mesmas. A analise da expressao foi realizada para os genes BbrizStil, BbrizRan
e BbrizAGLS6, utilizando RT gPCR, em espiguetas nos estagios megasporogénese e
megagametogénese. Os resultados mostraram que o comprimento da espigueta pode ser usado
como um marcador morfoldgico confidvel para discriminar os dois estagios em U. ruziziensis
e U. decumbens. A célula mde do megasporo foi observada na megasporogénese em ambas as
espécies. Os sacos embrionarios observados foram do tipo Polygonum em U. ruziziensis e tipo
Panicum em U. decumbens. A andlise de RT gPCR indicou a atuacdo dos genes BbrizRan,
BbrizStil e BbrizAGL6 no desenvolvimento reprodutivo de ambas. O gene BbrizStil apresenta
maior expressdo na planta apomitica durante a megasporogénese, indicando o envolvimento
desse gene no estagio inicial da diferenciacdo em U. decumbens. O gene BbrizRan atua nos
estagios inicial e final da diferenciacdo apomitica em U. decumbens. As informacdes obtidas
neste estudo poderdo ser ferramentas importantes para a realizacdo de novos trabalhos para
melhor compreensdo da apomixia e da reproducéo sexual em Urochloa.

Palavras-chave: Brachiaria. Reproducdo apomitica. Expressdo génica.



ABSTRACT

Urochloa decumbens is a grass with predominance of apomictic reproduction that presents
elevated importance as forage in tropical countries. However, studies with candidate genes to
the apomixis control are still limited. Urochloa ruziziensis is genetically related to U.
decumbens, but reproduces sexually. The aim of the present study was to describe the
developmental stages of the embryonic sac (megasporogenesis and megagametogenesis)
associated with morphometric traits of the spikelets and to characterize the temporal space
expression of BbrizRan, BbrizStil and BbrizAGL6 gene transcripts in U. ruziziensis cv.
Kennedy (diploid, sexual) and U. decumbens cv. Basilisk (tetraploid, apomictic). Initially, the
length and width of young spikelets were evaluated and anatomical cuts were performed.
Expression analysis (using RT gPCR) was performed for the genes BbrizStil, BbrizRan and
BbrizAGLS6, using spikelets during the megasporogenesis and megagametogenesis stages. The
results showed that the spikelet length can be used as a reliable morphological marker to
discriminate both stages in U. ruziziensis and U. decumbens. The megaspore mother cell was
observed in megasporogenesis in both species. The embryonic sacs observed were classified as
Polygonum type in U. ruziziensis and Panicum type in U. decumbens. The RT qPCR analysis
indicated that the BbrizRan, BbrizStil and BbrizAGL6 genes are involved in the reproductive
development of both species. The BbrizStil gene presents higher expression levels in the
apomictic plant during megasporogenesis, which indicates the involvement of this specific gene
during the early stage of differentiation of U. decumbens. The BbrizRan gene acts in the early
and final stages of apomictic differentiation of U. decumbens. The information obtained in this
study may be useful for future studies that aim to better understand the apomixis and sexual
reproduction in Urochloa.

Keywords: Brachiaria. Apomictic reproduction. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

As pastagens constituem as principais fontes de nutrientes na alimentagéo de ruminantes
sendo, desse modo, elemento fundamental para a cadeia produtiva pecuaria. Urochloa P.
Beauv. (syn. Brachiaria (Trin.) Griseb.) € o mais importante género de gramineas forrageiras
usado em pastagens em paises tropicais (VALLE; PAGLIARINI, 2009). No Brasil, estima-se
que, em 2014, esse género ocupava cerca de 85% das areas de pastagens cultivadas (JANK et
al. 2014).

Ainda assim, um namero restrito de cultivares esta disponivel, reduzindo de modo
significativo a heterogeneidade dos cultivos, consequentemente, tornando-os vulneraveis
(VALLE; PAGLIARINI, 2009; ASSIS, 2009). Um exemplo é o crescimento da incidéncia de
ataques de cigarrinhas em pastagens da cv. Marandu de U. brizantha, considerada resistente a
esta praga (TOWNSEND et al., 2001). Desta forma, programas de melhoramento tém se
aplicado ao objetivo de desenvolver novas cultivares de alto desempenho para uso na
diversificacdo das pastagens (VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Uma caracteristica importante das espécies poliploides de Urochloa é a predominancia
da apomixia aposporica, a exemplo de Urochloa brizantha (Hochst. Ex. A. Rich.) R. D.
Webster (syn. Brachiaria brizantha Hochst. Ex. A. Rich) (2n=4x=36), Urochloa decumbens
(Stapf) R. D. Webster (syn. Brachiaria decumbens Stapf) (2n=4x=36) e Urochloa humidicola
(Rendle) Morrone & Zuloaga (syn. Brachiaria humidicola) (2n=4x=36, 2n=6x=42, 2n=6x=54)
(BERNINI; MARIN-MORALES, 2001; VALLE; PAGLIARINI, 2009).

U. ruziziensis. U. decumbens e U. brizantha sao filogeneticamente proximas e compde
um mesmo complexo agamico (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996; CHIARI et al.,
2008; VALLE; PAGLIARINI, 2009; PAULA; SOBRINHO; TECHIO, 2017). Dentre elas,
Urochloa ruziziensis (R.Germ. & Evrard) Crins (syn. Brachiaria ruziziensis R. Germ. &
Evrard) (2n=2x=18), é a Unica com predominancia do modo de reproducdo sexual (VALLE;
MILES 2001), sendo aproveitada como parental feminino nos cruzamentos com U. decumbens
e U. brizantha (VALLE; PAGLIARINI, 2009). Para superar a barreira da ploidia e viabilizar
0s cruzamentos, diploides naturais de U. ruziziensis foram tetraploidizados artificialmente
(VALLE; MILES, 2001; RISSO- PASCOTTO et al., 2005; ISHIGAKI et al. 2009; TIMBO et
al. 2014).

A apomixia tem despertado o interesse de pesquisadores ha anos. De acordo com Cruz;
Federizzi; Milach (1998), a transferéncia dessa caracteristica para espécies sexuais pode reduzir

0s custos e o tempo do melhoramento devido & producdo mais rapida de gendtipos superiores
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estaveis. Além disso, pode facilitar a producdo comercial de hibridos, dado que, o hibrido
apomitico pode ser multiplicado ao longo das geragdes, sem que ocorra perda no vigor ou
variacdo no gendtipo (HANNA; BASHAW,; 1987; CRUZ; FEDERIZZI; MILACH, 1998;
SAILE; SCHIMID; SAILER; SCHMID; GROSSNIKLAUS, 2016).

Anélises de segregacdo mostram que a heranca genética da apomixia em Urochloa é
dominante e ligada a um unico locus génico (VALLE; SAVIDAN, 1996; VALLE; MILES
2001; ZORZATTO et al. 2010), o que, possivelmente, favorece a manipulacao por engenharia
genética (LACERDA, 2007). Nesse sentido, estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
identificar genes expressos diferencialmente nos estagios de desenvolvimento do saco
embrionario em genotipos contrastantes para 0 modo de reproducdo em Poa pratensis L.
(ALBERTINI et al., 2004), U. brizantha (RODRIGUES et al., 2003; LACERDA, 2007;
SILVEIRA et al., 2012; GUIMARAES et al., 2013; LACERDA et al., 2013), Pennisetum
ciliare (L.) Link (SINGH; BURSON; FINLAYSON, 2007) entre outras espécies com objetivo
de compreender os mecanismos envolvidos na manifestacdo dessa caracteristica e identificar
potenciais genes associados a apomixia.

Em U. brizantha, Rodrigues et al. (2003) identificaram sequéncias de cDNA expressas
diferentemente em ovarios de plantas sexuais e apomiticas utilizando os métodos DDPCR
(differential display PCR) e northern blot. Alves; Carneiro e Dusi (2007), analisaram a
expressao espago-temporal de trés sequéncias de cDNA, BbrizMYO, BbrizAQP e BbrizMAP,
correspondendo a miosina, aquaporina e proteina quinase ativadora de mitose (MAPK),
respectivamente, por hibridizacdo in situ, sendo sugerida a atuacdo destes genes no
desenvolvimento do embrido apomitico apospoérico. Silveira et al. (2012) relataram o
sequenciamento e analise da expressdo de etiquetas de sequéncia expressa (ESTS) utilizando a
analise de macroarranjos e RT qPCR, e sugeriram o envolvimento de quatro sequéncias,
BbrizHelic, BbrizRan, BbrizSec13 e BbrizStil, nos passos iniciais da diferenciacdo do saco
embrionério apomitico, tipo Panicum. Em outro estudo, Guimardes et al. (2013) identificaram
uma modulacdo diferencial do gene MADS-box BbrizAGL6 em genétipos apomiticos e sexuais
em U. brizantha.

Os mecanismos que desencadeiam a manifestacdo da apomixia foram pouco estudados
até o momento em U. decumbens. Dusi (2001) mostrou diferencas na expressdo do gene SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) no desenvolvimento embrionario zigotico e
autbnomo dessa espécie. Esse gene atua na embriogénese somatica em angiospermas e esta
associado a processos apomiticos (DUSI, 2001; PODIO et al. 2014a). Worthington et al. (2016)

desenvolveram mapas de ligacdo saturados para 0s genomas materno e paterno e de uma
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populacdo de mapeamento F1 interespecifica entre U. ruziziensis e U. decumbens e
identificaram algumas marcas moleculares co-segregando com a regido genémica de aposporia
(ASGR). A partir deste estudo, a ASGR foi mapeada para uma regido de baixa taxa de
recombinacéo no cromossomo 5 de U. decumbens (WORTHINGTON et al., 2016).

Devido a complexidade dos mecanismos que desencadeiam a apomixia aposporica,
nenhum estudo desenvolvido até 0 momento foi conclusivo (SCHMIDT, 2020). Desse modo,
estudos adicionais ainda sdo necessarios para validar os trabalhos anteriores e gerar novas
informacdes confiaveis sobre a manifestacao da apomixia.

Ante 0 exposto, o estudo de genes candidatos ao controle da apomixia em U. decumbens
em detrimento a expressdo de tais genes em genoétipos sexuais, a exemplo de U. ruziziensis,
podera contribuir sobremaneira com informacoes a respeito dos mecanismos que desencadeiam
a apomixia nessa espécie e validar genes ja descritos associados a esta caracteristica.

Portanto, o objetivo do presente trabalho é descrever os estagios de desenvolvimento do
saco embrionario (megasporogénese e megagametogénese) associado aos caracteres
morfométricos das espiguetas e caracterizar a expressao espaco-temporal dos genes BbrizRan,
BbrizStil e BbrizAGL6 em U. ruziziensis cv. Kennedy (diploide, sexual) e U. decumbens cv.

Basilisk (tetraploide, apomitica).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32245021
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracterizacéo botanica-agronémica das principais espécies de Urochloa

O género Urochloa P. Beauv. [Sin. Brachiaria (Trin.) Griseb.] é pertencente a familia
Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Paniceae. Este género apresenta ampla ocorréncia em
regides tropicais e subtropicais do mundo sendo composto por cerca de 135 espécies, em sua
maioria, de origem africana (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996; STEVENS, 2017).

Espiguetas em gramineas apresentam uma ou mais flores associadas a brécteas. De
modo geral, em Urochloa s&o biflorais, com a flor do flésculo superior estaminada e pistilada
(hermafrodita) e a inferior é estaminada ou vazia (estéril) (RENVOIZE; CLAYTON;
KABUYE, 1996).

Os principais caracteres taxondmicos que diferenciam o género Brachiaria dos demais
géneros da tribo Paniceae sé&o as espiguetas ovais a oblongas, arranjadas em racemos unilaterais,
com a gluma inferior adjacente a raquis (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996). Apesar
disso, os limites taxondmicos do género, tanto em nivel de espécies componentes quanto em
inter-relagdo com outros géneros, ndo sdo consistentes (ASSIS et al.,, 2003; TORRES
GONZALEZ; MORTON, 2005; VALLE; PAGLIARINI, 2009), e com base em estudos
morfolégicos (ZULOAGA et al. 2003) e filogenéticos baseados no polimorfismo das sequéncias
dos nucleotideos do espacador interno transcrito (ITS) do DNA ribossdémico nuclear (rDNA),
pesquisadores reclassificaram grande parte das espécies de Brachiaria para o género Urochloa
(TORRES GONZALEZ; MORTON, 2005). Esta nova sistematica tem sido aplicada no Brasil
como forma de sinbnimos para algumas espécies do género, sendo nomeadas Urochloa
brizantha, Urochloa decumbens, Urochloa dictyoneura, Urochloa humidicola e Urochloa
ruziziensis (VALLE, 2010). Dessa forma, para o presente estudo também se optou por adotar
esta nova classificagéo.

As espécies de maior importancia econémica do género, U. decumbens Stalpf., U.
brizanha, Stapf., U. humidicola (Rendle) Schweickt e U. ruziziensis, Germain Evrard, sdo
utilizadas como forrageiras (RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996), sendo considerado o
mais importante género de gramineas forrageiras usadas em pastagens em paises tropicais
(VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Segundo o censo agropecuario, em 2017, a maioria das terras utilizadas no pais
correspondia a areas de pastagens, cerca de 45% (aproximadamente 159 milhGes de hectares)

(IBGE, 2017). Destes, 70% correspondem a pastagens plantadas (aproximadamente 111
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milhdes de hectares) (IBGE 2017). De acordo com Jank et al. (2014), em 2014, Urochloa
ocupava cerca de 85% das areas de pastagens cultivadas no Brasil.

O Brasil detém a posicdo de maior produtor, consumidor e exportador de sementes
forrageiras tropicais do mundo (ABRASEM, 2016). Urochloa também é destaque nesse
segmento, sendo U. brizantha (104.138,37 ton.) a espécie mais produzida, seguida por Panicum
maximum Jacqg. (33.596,59 ton.), Urochloa decumbens cv. Basilisk (19.631,98 ton.) e Urochloa
ruziziensis (15.349,02 ton.) (ABRASEM, 2016).

De modo geral, estas gramineas apresentam caracteristicas agrondmicas bastante
vantajosas como tolerdncia a solos &cidos e de baixa fertilidade. Além disso, oferecem alto
poder de rebrota com boa persisténcia sob condicbes de intensa desfolhacdo (ALVIM,;
BOTREL; XAVIER, 2002).

U. decumbens foi a primeira espécie introduzida oficialmente no Brasil, tendo origem
da Regi&o dos Grandes Lagos em Uganda (Africa) apresentando boa adaptagio, especialmente
no Cerrado (ALCANTARA; BUFARAH, 1988). A cultivar de maior importancia econdmica
desta espécie é a U. decumbens cv. Basilisk. A espécie se caracteriza por apresentar modo de
reproducdo apomitico, sendo propagada principalmente por sementes. Destaca-se por emitir
grandes quantidades de estolGes, de facil enraizamento que determinam uma elevada cobertura
vegetal do solo, protegendo-o da eroséo sendo, inclusive, mais recomendada para topografias
acidentadas (ALVIM; BOTREL; XAVIER, 2002). Apresenta habito de crescimento semiereto,
altura de 0,3 a 1m. Colmos geniculatos ramificados, radicantes nos nés. Rizomas pequenos e
duros (VALLE et al., 2010). Suas folhas séo pubescentes e as inflorescéncias racimosas contém
racemos com fila dupla de sementes também pubescentes, raquilas em ziguezague e finas
(ALCANTARA; BUFARAH, 1988).

Outra caracteristica importante é que as plantas de U. decumbens apresentam tolerancia
ao sombreamento, solos acidos e pobres. Porém, devido a susceptibilidade a cigarrinha das
pastagens tem sido substituida por outras espécies, principalmente U. brizantha cv. Marandu
(ALVIM; BOTREL; XAVIER, 2002).

Também originaria da Africa (ALCANTARA; BUFARAH, 1988), U. brizantha foi
introduzida no Brasil por volta de 1967 (NUNES et al., 1984), a cv. Marandu se tornou a partir
da década de 1980, a forrageira mais plantada no Brasil (MACHADO et al., 2010). E uma
espécie apomitica (ALVES; CARNEIRO; ARAUJO, 2001). De modo geral caracteriza-se por
apresentar habito de crescimento ereto, reprodugdo principalmente por sementes e é
considerada resistente a cigarrinha das pastagens. Apresenta elevada produtividade, facil

estabelecimento, boa cobertura do solo, boa qualidade forrageira (ALVIM; BOTREL,;
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XAVIER, 2002; VALLE et al., 2010). As cultivares de maior importancia econdmica desta
espécie sdo U. brizantha cv. Marandu, U. brizantha cv. La Libertad, U. brizantha cv. Xaraés e
U. brizantha cv. Piatd (VALLE et al., 2010).

Caracteriza-se por ser rizomatosa, cespitosa, perene com folhas eretas e largas,
levemente pilosas ou glabras, de coloragdo verde-escuro, com margens asperas, inflorescéncia
racimosa com 2,5 a 16 cm de comprimento e possuindo racemos de 2 a 8 cm, com espiguetas
pediceladas e em fila Gnica ao longo dos mesmos. Espiguetas sem cerdas e quase glabras
(ALCANTARA; BUFARAH, 1988) com flosculo basal masculino e flosculo apical
hermafrodita (VALLE et al., 2010).

U. ruziziensis é nativa do Congo (ALCANTARA; BUFARAH, 1988) e tem como
principais caracteristicas a elevada qualidade nutricional e palatabilidade (ALVES et al., 2008).
Também apresenta rapido e grande crescimento no inicio da estagdo chuvosa e compatibilidade
com leguminosas. Esta espécie apresenta caracteristicas vantajosas que possibilitam o seu uso
de modo eficiente no sistema de plantio direto como menor demanda por herbicida na
dessecacgdo para estabelecer a cultura seguinte, rapidez de estabelecimento e boa qualidade da
massa seca e a producdo de sementes uniforme o que facilita seu controle (VALLE et al., 2010).
Porém, é susceptivel a cigarrinha das pastagens e € considerada mais exigente em solos férteis
(ALVES et al., 2008). A cultivar de maior importancia econdémica desta espécie € U. ruziziensis
cv. Kennedy (VALLE et al., 2010).

U. ruziziensis é a Unica espécie do género, dentre as cultivadas, que apresenta modo de
reproducdo sexual. Esta caracteristica tem sido aproveitada pelos programas de melhoramento
para a geracdo de variabilidade e selecdo de gendtipos promissores (SOUZA SOBRINHO;
LEDO; KOPP, 2007). No trabalho de Souza Sobrinho; Lédo; Kopp (2007) foram obtidas
progénies de U. ruziziensis que superaram o desempenho das testemunhas U. decumbens cv.
Basilisk, U. brizantha cv. Marandu, U. ruziziensis cv. Comum para 0s caracteres produtividade
de biomassa de forragem verde e porcentagem de matéria seca.

Morfologicamente, U. ruziziensis caracteriza-se por ser perene, rasteira, atingindo até 1
m de altura, estolonifera, com rizomas curtos. Apresenta colmos decumbentes e geniculados
com 3 a 4 mm de didmetro sendo dotada de entrends curtos. Apresenta folhas macias com 6 a
15 mm de largura e 10 a 25 cm de comprimento, possuindo aspecto aveludado devido a grande
quantidade de pelos presentes nela. A inflorescéncia é uma panicula ereta de 5 a 7 racemos.
Apresenta racemos curtos e com fileiras duplas de sementes, raquilas aladas e bastante largas,

tornando-se uma caracteristica que a distingue das outras espécies de Urochloa. Espiguetas
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biflorais, sendo a inferior masculina e a superior hermafrodita (ALCANTARA; BUFARAH,
1988).

2.2 Aspectos gerais do melhoramento genético de Urochloa

Um aspecto diferencial do melhoramento de forrageiras € que o alvo ndo se restringe a
conseguir maior produtividade, mas também alcancar maior eficiéncia na sua conversdo em
producdo animal (VALLE; JANK; RESENDE, 2009). Desse modo, sdo avaliadas nas
forrageiras carateristicas que possam ser correlacionadas de forma indireta & produgédo animal,
como a qualidade da forragem e o vigor de rebrota (KARIA; DUARTE; ARAUJO, 2006).

Os objetivos dos programas de melhoramento de Urochloa, de modo geral, séo
cultivares persistentes, com alta produtividade, adaptadas aos solos de baixa fertilidade e com
resisténcia duradoura a cigarrinha-das-pastagens. Adicionalmente, a cultivar deve apresentar
resisténcia a rizoctoniose (Rizoctonia solani), boa producdo e qualidade de forragem, boa
producdo de sementes, além de auséncia de antiqualidade, como, por exemplo, a
fotossensibilizagdo, presente em U. decumbens, e a ocorréncia de oxalatos, em U. humidicola
(KARIA; DUARTE; ARAUJO, 2006).

A selecdo direta de gendtipos disponiveis nos bancos de germoplasma provenientes de
coletas realizadas na Africa (centro de origem) tem sido o principal método de melhoramento
utilizado pelos programas de melhoramento no Brasil (VALLE; MILES, 2001; KARIA;
DUARTE; ARAUJO, 2006; VALLE; PAGLIARINI, 2009). Sio consideradas caracteristicas
agrondmicas e tecnoldgicas para a selecdo dos genétipos (VALLE; MILES, 2001). Alguns
exemplos de cultivares obtidas sdo as cultivares Marandu, Xaraés (ASSIS, 2009) e Piata
(VALLE et al., 2007), todas U. brizantha, e a BRS tupi, U. humidicola (BARBOSA, 2012).
Outro exemplo recente desenvolvido pela Embrapa Gado de Corte, Campo Grande/MS é a
cultivar de U. brizantha BRS Paiaguas, introduzida de Nairobi, Quénia, de uma colecdo
coletada pelo CIAT em 1984 (VALLE et al., 2013).

Desde a década de 80, cruzamentos vém sendo realizados a fim de ampliar a
variabilidade genética. De modo geral, os cruzamentos em Urochloa envolvem a hibridacéo
entre plantas apomiticas tetraploides e acessos sexuais diploides, nas quais foi realizada a
duplicacdo artificial de cromossomos para a viabilizagdo dos cruzamentos (VALLE; JANK;
RESENDE, 2009; VALLE; PAGLIARINI, 2009).

O programa de melhoramento da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria por
meio do centro de pesquisas em Gado de Corte, e do Centro Internacional de Agricultura
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Tropical (CIAT), visando explorar a apomixia, reunir caracteristicas agronémicas importantes
e gerar variabilidade genética, tem realizado cruzamentos interespecificos, usando como
genitores femininos acessos sexuais de U. ruziziensis (2n=2x=18), que foram tetraploidizados
artificialmente e, como genitores masculinos (doadores de polen), acessos ou cultivares das
espécies U. brizantha e U. decumbens, ambas apomiticas tetraploides (2n=4x=36) (MILES;
VALLE, 1996; VALLE; PAGLIARINI, 2009; VALLE; JANK; RESENDE, 2009).

Foram lancados pelo CIAT os hibridos ‘Mulato’ e ‘Mulato II’, sendo o primeiro
desenvolvido a partir de um cruzamento inicial entre U. ruziziensis e U. brizantha cv. Marandu,
polinizado por uma mistura de hibridos de U. brizantha (ARGEL et al., 2005) e o segundo
desenvolvido pela selecédo recorrente de linhagens sexuais da progénie do cruzamento entre U.
ruziziensis e U. decumbens cv. Brasilisk, seguida de polinizacao aberta dos hibridos apomiticos
(ARGEL et al., 2007). Em 2017, a Embrapa Gado de Corte lancou o hibrido BRS Ipypor3,
resultante de um cruzamento entre U. ruziziensis e U. brizantha (VALLE et al., 2017). Ele
apresenta vantagens como a adaptabilidade a solos de média fertilidade, bom valor nutritivo e
resisténcia a cigarrinha Mahanarva (VALLE et al., 2017). No caso da U. humidicola, a
existéncia de um acesso sexual possibilitou a realizacdo de cruzamentos intraespecificos
(BOLDRINI; PAGLIARINI; VALLE, 2006).

Algumas das etapas do programa de melhoramento de Urochloa realizado na Embrapa
Gado de Corte séo apresentadas por Valle; Jank; Resende (2009) e envolvem a conservacdo de
germoplasma, passando por cruzamentos controlados; a avaliacdo de progénies; os ensaios de
Valor de Cultivo e Uso e 0s ensaios de apoio, como 0s de resisténcia a cigarrinhas-das-
pastagens e 0s ensaios sob pastejo. Para realizacdo dos cruzamentos controlados, as plantas
sexuais sdao cultivadas em vasos em casa de vegetacdo e o polen apomitico é trazido de
inflorescéncias cortadas no campo (VALLE; JANK; RESENDE, 2009).

Na pratica, a producdo de hibridos no melhoramento de Urochloa depende do
desenvolvimento de métodos rapidos, seguros e precoces para a triagem do modo de
reproducdo, sexual ou apomitico (ZORZATTO et al., 2010). Dependendo do modo de
reproducdo, os hibridos seguem caminhos diferentes ao longo do programa, sendo que, 0S
hibridos apomiticos de alto desempenho podem ser langados como cultivares, enquanto, 0s
hibridos sexuais, por sua vez, geralmente serdo utilizados em novos cruzamentos (VALLE;
JANK; RESENDE, 2009).

Dentre as metodologias usadas para a detec¢éo da apomixia estéo o teste de manutencao
do genotipo materno na prole, em que, todos os genes da progénie sao derivados do genitor

feminino, além de técnicas microscopicas, pela andlise do desenvolvimento do saco
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embrionario (FEI et al., 2019). Finalmente, ao nivel molecular, tem-se buscado o uso de
marcadores moleculares especificos para a apomixia (WORTHINGTON et al., 2016;
THAIKUA et al. 2016; FEI et al., 2019).

Para a espécie U. ruziziensis, em razdo do modo de reproducdo sexual que facilita a
realizacdo de cruzamentos intraespecificos, o programa de melhoramento desenvolvido na
Embrapa Gado de Leite, tem se concentrado em acumular caracteristicas desejaveis por meio
de ciclos de selecdo recorrente (SOUZA SOBRINHO; LEDO; KOPP, 2011).

Pesquisas visando novas tecnologias de manejo, especialmente, o desenvolvimento de
cultivares de forrageiras mais produtivas e adaptadas aos sistemas de producao pecuérios, sao
fundamentais para aumentar a produtividade e sustentabilidade da criagdo bovina.

2.3 Apomixia em Urochloa

Apomixia ¢é definida como um modo de reproducdo assexuado por sementes (CRUZ;
FEDERIZZI; MILACH, 1998; CARNEIRO et al., 2003; VALLE; PAGLIARINI, 2009).
Caracteriza-se pelo desenvolvimento do embrido a partir de uma célula néo fertilizada, ou seja,
a formacéo do embrido ocorre sem a fuséo dos gametas masculino e feminino (CARNEIRO et
al., 2003). Dessa forma, a descendéncia mantém a constituicao genética da planta mae (ASSIS
etal., 2003; KOLTUNOW, 1993).

A apomixia associada a sexualidade em um programa de melhoramento genético
permite combinar caracteristicas desejaveis de genitores por meio de cruzamentos e fixa-las
permanentemente pela selecdo de hibridos apomiticos (CRUZ; FEDERIZZI; MILACH, 1998;
RODRIGUES et al., 2003; VALLE; PAGLIARINI, 2009).

Dependendo da origem do embrido, a apomixia pode ser classificada em apomixia
esporofitica ou gametofitica. Na apomixia esporofitica, também conhecida como embrionia
adventicia ou nucelar, os embrifes sdo formados diretamente a partir de células ndo reduzidas
do nucelo, ou tegumento interno (KOLTUNOW, 1993; SINGH, 2002). Este tipo de apomixia
ocorre em géneros importantes como o Citrus, Euphorbia, Mangifera, entre outras (SINGH,
2002). Pode ocorrer a formacéo de mais de um embrido em uma semente, sexual e apomitico
(CRUZ; FEDERIZZI; MILACH, 1998; NAUMOVA, 1993), sendo denominado poliembrionia
(NAUMOVA, 1993).

No mecanismo de apomixia gametofitica, o desenvolvimento do embrido ocorre em um
saco embrionario ndo reduzido (apomeiose). Existem dois tipos de apomixia gametofitica: a

diplosporia e a aposporia. Em ambas, ocorre a formacdo de um saco embrionério e oosfera
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com o mesmo complemento cromossémico da planta méae. Contudo, elas diferem na origem do
saco embrionario (CRUZ; FEDERIZZI; MILACH, 1998).

Conforme Koltunow (1993) e Singh (2002) na diplosporia, 0 saco embrionario origina-
se por divisbes da célula mde do megasporo, e inclui dois tipos de sacos embrionarios:
Taraxacum e Antennaria. No tipo Taraxacum, a célula-mée do megéasporo entra na prdfase-I
meidtica, mas 0S cromossomos permanecem como univalentes, resultando em ndcleos com
complemento cromossdmico somatico. A segunda divisao ocorre, sendo produzidas diades com
numero de cromossomo nao reduzido. Neste tipo de apomixia, as células dao origem a um saco
embrionério de oito ndcleos apds trés mitoses, semelhante ao mecanismo sexual, porém com
nacleos ndo reduzidos. No saco embrionario tipo Antennaria, a célula mae do megésporo néo
sofre meiose, mas sofre diretamente trés divisGes mitoticas, produzindo um saco embrionario
ndo-reduzido (diploide) de oito ndcleos. O embrido neste tipo de apomixia € formado por
partenogénese da oosfera e o endosperma é formado de modo autdnomo, por divisdes dos
nacleos polares do saco embrionério (SINGH, 2002; KOLTUNOW, 1993).

Na aposporia, 0 saco embrionario se origina por divisdo mitética de uma célula somatica
do nucelo (HANNA; BASHAW, 1987), podendo ser formados um ou mais sacos embrionarios
(SINGH, 2003). A via sexual e apomitica pode coexistir em um mesmo 6vulo (HANNA;
BASHAW, 1987). Este tipo de apomixia pode gerar sacos embrionarios dos tipos Hieracium e
Panicum. No tipo Hieracium, a célula inicial passa por trés divisdes mitdticas, sendo formado
um saco embrionario com oito nucleos (SINGH, 2002). No tipo Panicum, as células iniciais
aposporicas sofrem duas mitoses formando um saco embrionario com quatro nucleos nédo
reduzidos (SINGH, 2002), consistindo de duas sinérgidas, uma oosfera e um ndcleo polar
(VALLE; MILES, 2001). O embrido neste tipo de apomixia é formado por partenogénese da
oosfera. Na maioria das espécies, com apomixia apospdrica, a formacdo do endosperma
depende da ocorréncia de fertilizacdo do nucleo polar, sendo considerada pseudogamica
(KOLTUNOW, 1993). A apomixia em Urochloa é aposporica do tipo Panicum (VALLE;
SAVIDAN, 1996).

O desenvolvimento do saco embrionario no 6vulo em espécies sexuais e apomiticas é
dividido didaticamente em dois estagios, a megasgasporogénese € a megagametdgenese. De
modo simplificado, na fase inicial conhecida como megasporogénese, uma unica célula nucelar
aumenta seu tamanho, formando a célula arquesporial. O arcosporium se diferencia diretamente
na célula méae do megasporo (megasporocito) e sofre meiose para produzir quatro megasporos.
Posteriormente, trés megasporos se degeneram e um torna-se funcional. Na fase final,

conhecida como megagametogénese, 0 megasporo funcional sofre trés divisbes mitoticas
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consecutivas, dando origem a um saco embriondrio maduro do tipo Polygonum (saco
embrionario presente na maioria das angiospermas) (GROSSNIKLAUS, 2001). Nas espécies
apomiticas aposporicas, a ex. de U. decumbens, a fase equivalente a megaesgasporogénese é
semelhante as plantas sexuais, contudo, a meiose € interrompida sendo formado apenas um
meidcito alongado, que posteriormente se degenera (DUSI, 2001). Na etapa final, células do
nucelo diferenciam-se em células iniciais apospdricas, estas aumentam seu tamanho e apés
sofrerem duas mitoses, sdo formados um ou mais sacos embrionarios, de quatro nucleos tipo
Panicum (DUSI; WILLEMSE, 1999, DUSI, 2001).

Em Urochloa, a apomixia é frequentemente associada a espécies poliploides (VALLE;
PAGLIARINI, 2009). Vale (1990) utilizou a técnica de ovarios clarificados para caracterizar
gendtipos de Urochloa quanto ao modo reprodutivo, sendo avaliados 251 acessos, de 14
espécies diferentes e pelos seus resultados cerca de 222 apresentaram sacos embrionarios
apomiticos. Nesse estudo também foram encontrados acessos sexuais de U. decumbens, U.
brizantha, U. humidicola antes consideradas como apomiticas obrigatérias. Os autores do
trabalho relataram que 0s acessos sexuais sempre apresentaram sacos meioticos, mas nunca
aposporicos. Os acessos apomiticos apresentaram sacos do tipo apospéricos simples ou
maltiplos e, em alguns acessos, porcentagens variadas de sacos meioticos, sendo caracterizados
como apomiticos facultativos (VALLE, 1990).

Estudos genéticos mostram que a apomixia em Urochloa apresenta heranca
tetrassdmica monogénica, com a apomixia dominante sobre a sexualidade (VALLE;
SAVIDAN, 1996; ZORZATTO et al. 2010). Desse modo, a segregacdo do cruzamento entre
plantas sexuais e apomiticas resulta numa proporc¢éo de hibridos sexuais e apomiticos préxima
de 1:1, ao passo que a autopolinizagdo ou cruzamentos de sexuais, diploides ou tetraploides,
origina progénies sexuais indicando recessividade da sexualidade. O modelo tetraploide
sugerido para o genitor apomitico é Aaaa, para o sexual diploide é aa e para o sexual
tetraploidizado é aaaa (VALLE; SAVIDAN, 1996). Em outras gramineas como Panicum
maximum, a apomixia é também controlada por um gene, com apomixia dominante sobre a
sexualidade (SAVIDAN, 1983).

A identificacdo de marcadores moleculares fortemente ligados a apomixia possibilita
determinar de forma mais rapida e barata 0 modo de reproducdo de progénies segregantes em
programas de melhoramento de espécies apomiticas (CARNEIRO et al., 2003; THAIKUA et
al., 2016). Adicionalmente, estudos com marcadores moleculares fornecem informacoes
relevantes para o isolamento de genes relacionados com a apomixia. Péssino et al. (1998),

trabalhando com uma populacdo segregante obtida do cruzamento de U. brizanta e U.
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ruziziensis, identificaram trés marcas RFLP e duas marcas AFLP associadas com o locus
apomitico. Foi construido um mapa da regido genémica de apomixia em Urochloa, e esta
mostra alta homologia com o milho e o arroz. Em outro trabalho usando RAPD, Zorzatto et al.
(2010) encontraram um marcador relacionado com a apomixia, em uma populacdo F1 de U.
humidicola. Os autores geraram um mapa da regido, em que este marcador estava localizado a
4,61 cM de distancia do locus alvo, sendo considerado util na implantacdo de selecdo assistida
por marcadores moleculares para 0 modo de reproducdo em U. humidicola.

No trabalho de Thaikua et al. (2016), foi gerada uma populacdo de mapeamento
constituida por hibridos entre trés plantas tetraploides sexuais de U. ruziziensis cv.
‘Miyaokikoku' cruzados com uma planta do hibrido apomitico 'Mulato'. A partir deste, foi
obtido um conjunto de 12 marcadores AFLP cossegregados com a aposporia em um dnico locus
(Apo) no grupo de ligacdo 2. Além disso, duas marcas foram localizados a 2,4 cM da regido
apomitica. De acordo com os autores do trabalho, este resultado suporta a associacao do locus
apomitico a grandes regiGes cromossémicas Unicas com supressdo da recombinacdo. Um
mecanismo semelhante foi encontrado em Pennisetum squamulatum (L.) R.B., onde 12
marcadores moleculares RAPD, em uma populacéo hibrida interespecifica de 397 individuos,
cossegregaram com a aposporia, indicando a existéncia de uma regido gendmica continua
especifica de aposporia (ASGR), em que nenhuma recombinacdo genética foi detectada
(OZIAS-AKINS; ROCHE; HANNA, 1998). De acordo com 0s autores, a auséncia ou supressao
da recombinacdo pode estar associada ao contexto cromossémico do locus da apomixia, ou
pode ser uma consequéncia da sua evolucdo, essencial para a preservacao da funcédo do gene.

O trabalho de Conner et al. (2008) revelou a presenca de maltiplas copias do gene
PsSASGR-BABY BOOM-like (PsASGR-BBML), um membro do BBM-like, subgrupo do fator
de transcricdo APETALA 2, na regido ASGR em Pennisetum squamulatum a partir da analise
de sequéncias de clones de cromossomos artificiais bacterianos (BAC). Conner et al. (2015)
inseriu, utilizando transgenia, o gene PSASGR-BBML em linhagens de milheto sexuais
tetrapldides. A expressdo desse gene nas linhagens transgénicas promoveu o desenvolvimento
de embrides por partenogénese e progénie haploide. Com base nessas evidéncias, 0s autores
sugeriram a familia de genes PSASGR-BBML como um componente do controle da
partenogénese.

O par de iniciadores (primers) p779/p780 foi desenvolvido a partir de sequéncias do
gene PSASGR-BBML (AKIYAMA et al., 2011). Worthingtonet et al. (2016) avaliaram a
amplificacdo seletiva do par de iniciadores p779/P780 em Urochloa, utilizando PCR, em uma

populacdo composta por um acesso de U. ruziziensis, cruzado com 3 acessos de U. decumbens
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(2n =4x = 36), e 169 hibridos interespecificos obtidos, segregantes para 0 modo de reproducao.
Adicionalmente, avaliaram um painel de diversidade de Urochloa, composta por acessos de U.
decumbens CIAT 606, U. humidicola CIAT 16888M, U. brizantha CIAT 6294/6297 e U.
ruziziensis, além dos acessos Panicum maximum CIAT 26924 e P. maximum P1 1570664. Pelos
resultados observados, esse primer foi eficiente no diagnostico do modo reprodutivo indicando
ser um marcador Util para selecdo assistida por marcadores em programas de melhoramento.
Além disso, a regido de genes ASGR-BBML foram conservadas nas espécies de Paniceae,
sugerindo a regido ASGR-BBML como candidata a determinagdo da apomixia aposporica. No
trabalho de Worthington et al. (2016) tambem foi desenvolvido um mapa de ligacéo utilizando
a populacdo descrita anteriormente para a regido da aposporia (ASGR) usando GBS
(Genotipagem por Sequenciamento).

Diante da possibilidade de criar novas cultivares por meio da engenharia genética, ha
um interesse crescente em identificar 0 gene, ou genes, responsdveis pela apomixia
(RODRIGUES et al., 2003; ALBERTINI et al., 2004), tendo como objetivo fixar genotipos
pela manutencao da composicdo genética da planta mae através de infinitas geracfes. Também
possibilita simplificar a producdo comercial da semente hibrida, uma vez que, ndo ocorre
contaminacéo por autofecundacéo e reduz a mistura mecanica (SAVIDAN, 2000; CARNEIRO
et al., 2003; VALLE; PAGLIARINI, 2009). Outro aspecto de interesse é o silenciamento da
apomixia em espécies que apresentam predominantemente modo de reproducao apomitico, a
exemplo de gramineas forrageiras, permitindo recombinacéo e a producdo de novas variedades
(CARNEIRO et al., 2003).

A expressao da apomixia ocorre na parte feminina da flor, o ovéario, especificamente no
6vulo, onde os sacos embrionarios se desenvolvem e se diferenciam entre plantas sexuais e
apomiticas (CARNEIRO et al., 2003; SILVEIRA et al., 2012). Desta forma, a analise de genes
diferencialmente expressos durante as fases de desenvolvimento do 6vulo, em gendtipos
segregantes para 0 modo de reproducdo, traz informacdes Uteis na identificacdo de transcritos
relacionados com o controle genético da apomixia, niveis de expressdo e a sua modulagdo
(ALBERTINI et al., 2004). O trabalho de Rodrigues et al. (2003) em U. brizantha, utilizaram
as técnicas ddPCR (differential display PCR) e Northern blot com objetivo de identificar
transcritos diferencialmente expressos em ovarios de plantas apomiticas e sexuais nos estagios
de megasporogénese e megagametogénese. A partir dos resultados, onze clones foram
expressos diferencialmente, sendo seis no acesso apomitico, dois no acesso sexual e trés em
apomitico e sexual, mas, em diferentes estagios de desenvolvimento do ovario. De acordo com

os resultados das andlises das sequéncias, 5 dos 11 s&o homologos de proteinas conhecidas,
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dentre elas uma miosina, uma proteina cinase ativadora de mitose do tipo MAPK e uma
aquaporina. Estas sequéncias foram denominadas, BbrizMYO, BbrizAQP e BbrizMAPK,
respectivamente. Alves, Carneiro e Dusi (2007) determinaram a expressao espaco-temporal dos
transcritos destes genes utilizando a técnica de hibridizacdo in situ em ovérios de plantas
apomiticas e sexuais. Pelos resultados, transcritos do gene BbrizMYOQO foram expressos em
sacos embrionérios apomiticos e sexuais, porém sua expressao se deu um pouco mais tarde nos
sacos embrionarios apomiticos. BbrizMAPK e BbrizAQP foram expressos exclusivamente em
sacos embrionarios apomiticos, BbrizAQP no saco embrionario e integumentos e BbrizMAPK
no saco embrionério, principalmente nas sinérgides. No trabalho é discutido o papel putativo
desses genes na determinagéo da apomixia em U. brizantha.

Silveira et al. (2012) mostraram o sequenciamento e analise de etiquetas de sequéncias
expressas (ESTs) de U. brizantha sexual e apomitica e sugerem expressdo preferencial de genes
em ovarios no final da megasporogénese em plantas apomiticas, momento em que ocorre a
degeneracdo dos megasporos e as iniciais aposporicas se diferenciam. No trabalho, foram
obtidos 1647 ESTs de qualidade e, dentre estes, 257 codificaram proteinas conhecidas, sendo
feitas inferéncias sobre sua atuacdo no desenvolvimento sexual e apomitico. Além disso,
realizou-se andlise de macroarranjo, sendo comprovado o padrdo de expressao diferencial de
cerca de 11 ESTs em ovarios sexuais e apomiticos, e destas, 9 ESTs foram preferencialmente
detectadas em ovérios das plantas apomiticas. Pelas anélises de RT-gPCR foi confirmada a
expressao preferencial das 9 sequéncias e foi sugerido o envolvimento de quatro delas
(BbrizHelic, BbrizRan, BbrizSec13 e BbrizStil) no inicio da diferencia¢éo do saco embrionario
apomitico.

Estudos com genes relacionados a formacéo do 6rgéo floral tém contribuido para uma
melhor compreensédo dos pontos de semelhanca e diferenca dos modos de reproducdo sexual e
apomitico (GUIMARAES, 2012). Guimardes (2012) realizaram uma anélise do perfil de
expressdao de genes da familia MADS-box (fatores de transcricdo relacionados com o
desenvolvimento floral) em U. brizantha, em diferentes O6rgdos e momentos do
desenvolvimento reprodutivo, pela reacdo RT-gPCR e ISH (hibridizacdo in situ), visando
relacionar a atuagdo destes genes a sexualidade e a apomixia. Foram clonados 3 tipos de genes
MADs Box, BbrizAG, BbrizSEP, BbrizAGL6. Dois genes do tipo AG foram encontrados,
BrizAGL1 e BbrizAG2, o primeiro mais expresso em anteras da planta apomitica e o segundo
em anteras da planta sexual. BbrizSEP2 e BbrizAGL6 foram preferencialmente expressos em
ovarios e anteras de plantas apomiticas e sexuais. Transcritos de BbrizAGL6 foram localizados

preferencialmente no nucelo e na célula mde do megasporo de ovarios da planta apomitica e
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somente na célula mde do megasporo da planta sexual, indicando a atuacdo desse gene na
formacdo do gametdfito feminino. O gene BbrizAGL6 foi associado a expressdo inicial da
apomixia em U. brizantha (GUIMARAES et al., 2013).

Analise por marcadores AFLPs sobre bibliotecas de cDNA (AFLP-cDNA) foi realizada
para identificacdo de genes diferencialmente expressos em uma populagéo segregante para o
modo de reproducdo, em trés fases de desenvolvimento floral (pré-meiose, a meiose e pds-
meiose), em Poa pratensis (ALBERTINI et al., 2004). Pelos resultados, a maioria dos genes
expressos nas inflorescéncias exibiram padrées semelhantes nas vias sexuais e apomiticas,
indicando para uma via de desenvolvimento conservada (ALBERTINI et al., 2004). Desse
modo, € possivel que a desregulacao da via sexual altere o destino da célula, levando a supresséo
das etapas para a progressao sexual, dando origem a apomixia (BICKNELL; KOLTUNOW,
2004).

De forma simplificada, o desenvolvimento da apomixia gametofitica envolve trés
etapas: a formagdo do saco embrionério ndo reduzido, o desenvolvimento do embrido
partenogenético sem fertilizacdo e, em alguns casos, o desenvolvimento independente do
endosperma (BRUKHIN, 2017). Uma hipotese para a ocorréncia da apomixia € que 0s genes
que controlam a mesma podem ser alelos variantes de genes que atuam durante o
desenvolvimento sexual normal (RAVI; MOHAN; MARIMUTHU; SIDDIQI, 2008). Dessa
forma, a técnica de knockouts de genes, especialmente em Arabidopsis, tem sido usada para
estudar os genes que controlam os processos que determinam a apomixia (BRUKHIN, 2017).
Ravi; Marimuthu; Siddigi (2008) estudaram o gene SWI1, de Arabidopsis, que atua na coesao
das cromatides irmads e organizacdo de centrdbmeros durante a meiose. Verificaram que
mutacoes em SWI1 levaram ao desenvolvimento do gameta feminino ndo reduzido. Os
resultados desse estudo mostraram que alteracdes em um gene da planta sexual pode trazer
apomeiose funcional (desenvolvimento do gameta ndo reduzido), um componente importante
da apomixia (RAVI; MOHAN; MARIMUTHU; SIDDIQI, 2008).

AlteracGes da atividade de proteinas Polycomb foram associadas a ocorréncia da
apomixia (OHAD et al., 1999; LUO et al. 1999; BRUKHIN, 2017). A proteina Polycomb FIE
(FERTILIZATION-INDEPENDENT ENDOSPERM) impede o desenvolvimento do
endosperma antes que ocorra a fertilizacdo (OHAD et al., 1996; OHAD et al., 1999). Os
mecanismos de atuacao dessa proteina se dao no gametofito feminino, onde ela atua impedindo
a transcricdo de genes da replicacdo nuclear da célula central até a ocorréncia da fecundacéo

(OHAD et al., 1999). Mutacdes no gene FIE afetam especificamente a célula central,
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permitindo a replica¢do do nucleo dessa célula e o desenvolvimento do endosperma antes da
fertilizacdo (OHAD et al., 1999).

Proteinas FIS (FERTILIZATION-INDEPENDENT SEED) estdo envolvidas no
controle do desenvolvimento da semente independente da fertilizacdo em plantas sexuais
(CHAUDHURY et al. 1997; LUO et al. 1999; BRUKHIN, 2017). O estudo de Luo et al. (1999)
demonstrou que os genes FIS correspondem a um complexo que atua suprimindo o
desenvolvimento da semente, incluindo o embrido e o endosperma, na auséncia de fertilizacao
e, depois da ocorréncia da fertilizacdo, este complexo também atua na promocdo do
desenvolvimento embrionério. Pelos resultados desse estudo, uma mutacéo para um alelo ndo
funcional em qualquer um dos FIS1, FIS2 ou FIS3 resultaria na desrepressdo dos genes de
desenvolvimento das sementes, levando a expressdo dos mesmos, desencadeando uma cascata
de eventos que levam ao desenvolvimento parcial das sementes.

Na literatura esta descrita uma gama de genes que demonstram possivel envolvimento
na determinacgdo da apomixia (BRUKHIN, 2017; FEI et al. 2019), p. ex. APOLLO (CORRAL
etal., 1998), AGO104 (SINGH et al., 2011), SERK e APOSTART (ALBERTINI et al., 2005)
entre outros. Contudo, os principais componentes genéticos da apomixia ainda ndo foram
totalmente determinados (BRUKHIN, 2017; FEI et al. 2019), evidenciando a importancia de
novos estudos com objetivo de elucidar o mistério envolvido na manifestacdo dessa
caracteristica, e viabilizar sua manipulacdo (BRUKHIN, 2017).

Estudos recentes tem indicado para uma possivel influéncia da regulacdo epigenética
na manifestacdo da apomixia (KUMAR, 2017; SCHMIDT et al., 2014). Dentre as evidéncias
apontadas tem-se a observacéo da reversdo sexual induzida epigeneticamente pela metilacdo do
DNA, em Paspalum simplex (PODIO et al. 2014b). Contudo, os papeis dos mecanismos

epigenéticos na determinacao da apomixia ainda ndo foram elucidados (KUMAR, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As avaliagdes foram feitas em trés clones de U. decumbens cv. Basilisk (apomitica e
tetraploide, 2n=4x=36) e trés clones de U. ruziziensis cv. Kennedy (sexual e diploide,
2n=2x=18) cedidos pela EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora — Minas Gerais (MG). As
plantas foram mantidas em vasos na casa de vegetacdo do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras.

As analises foram realizadas nos Laborat6rios de Anatomia Vegetal e de Citogenética
e Genética Molecular, ambos no Departamento de Biologia, e, no Laboratorio de Analises
Moleculares de Sementes, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,
MG cBrasil.

3.2 Avaliacao dos dados morfométricos das espiguetas e dos estagios de megasporogénese

e megagametogénese

Inflorescéncias jovens das duas espécies foram coletadas, fixadas em Carnoy (&lcool
etilico: &cido acético, 3:1) e conservadas a temperatura -20 °C. As espiguetas foram excisadas
dos racemos e as imagens foram obtidas por um sistema de captura de imagem (Infinity 1)
acoplado em um microscépio estereoscdpio (Nikon SMZ7457). O comprimento e a largura de
28 espiguetas de U. ruziziensis e U. decumbens foram obtidos com auxilio do programa ImageJ
1.51j8 (SCHINDELIN et al., 2015), seguindo os parametros: medicGes a partir do pedicelo até
a ponta da gluma superior para 0 comprimento (em mm) e largura maxima da espigueta para o
didmetro (em mm).

Para a etapa de emblocamento, as espiguetas foram desidratadas em uma série crescente
de concentracBes de alcool etilico (70% — 80% — 90% — 100%), em temperatura de -20 °C. O
material foi emblocado em historesina, utilizando-se o Kit Historesina de hidroxietilmetacrilato
(Leica, Heidelberg, Alemanha), seguindo as instrucbes do fabricante. Para isto, as amostras
foram acondicionadas durante 24h em &lcool etilico 100% + resina liquida (1:1). Depois, as
amostras foram acondicionadas em resina ativada (resina + po ativador), por um periodo
minimo de 72 horas. Na etapa seguinte, as espiguetas foram colocadas em histomoldes e
infiltrados utilizando solugédo de incluséo (endurecedor e resina de infiltracdo) e polimerizados

em estufaa 67 ° C por um periodo de 24 horas.
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O seccionamento da espigueta foi realizado em micrétomo rotativo semiautomatico
Yidi YD-335 (Jinhua Yidi Medical Appliance CO., LTD, Zhejiang, China) definindo-se a
espessura do corte entre 6 a 7 um. Os cortes foram distendidos sobre a lamina e corados com
Azul de Toluidina 1% (O'BRIEN; FEDER; McULLY, 1964). Laminas permanentes foram
montadas utilizando-se Verniz Geral e avaliadas em microscopio de campo claro (Zeiss,
modelo Axio Lab), equipado com sistema de captura de imagem (AxioCam ERc5s) para
digitalizacdo das imagens. A partir disso foi possivel determinar o0s estagios de
desenvolvimento do saco embriondrio de cada espigueta em megasporogénese e
megagametogénese.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas

por meio do programa R (R CORE TEAM, 2020), com emprego do pacote agricolae.

3.3 Andlise da expressao génica

3.3.1 Excisdo das espiguetas e delineamento experimental

As espiguetas foram excisadas dos racemos e classificadas com base nos parametros
morfométricos descritos no item anterior. Imediatamente apos a triagem, as espiguetas foram
acondicionadas em microtubos, imersas em nitrogénio liquido e mantidas em ultra freezer a -
80 °C. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo
utilizadas trés repeticGes bioldgicas, que consistiram de um pool de espiguetas nos estagios de

megasporogénese e megagametogénese, coletadas de uma planta clonal de cada espécie.

3.3.3 Extragdo de RNA

Apos a extracdo e quantificacdo do RNA total, as amostras foram tratadas com DNase
usando o kit Turbo DNA-free ™ (Ambion) para a remog¢do de DNA gendmico residual. Em
seguida, o0 RNA foi novamente quantificado no equipamento Nanodrop® Spectrophotometer
ND-1000 e sua integridade verificada em gel de agarose a 1% com o tampao TAE (Tris, EDTA
e acido borico). Procedeu-se com a sintese do cDNA, a partir do RNA tratado, utilizando o Kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) usando 1000 ng de RNA.

Na sequéncia, as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C até a andlise.
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3.3.4 Tratamento do RNA e sintese de cDNA

Apds a extracdo e quantificacdo do RNA total, as amostras foram tratadas com DNase
usando o kit Turbo DNA-free ™ (Ambion) para a remog¢do total de DNA genomico. Em
seguida, o RNA foi novamente quantificado no equipamento Nanodrop® Spectrophotometer
ND-1000 e a integridade foi verificada em gel de agarose a 1% com o tampdo TAE (Tris, EDTA
e acido borico) (APENDICE A). Procedeu-se com a sintese do cDNA, a partir do RNA tratado,
utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) usando
1000 ng de RNA. As amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.

3.3.5 Selecdo dos Genes de Referéncia, Genes Candidatos ao controle da apomixia, e

desenho de primers

A analise de expressdo foi realizada para os ESTs (Expressed Sequence Tags) BbrizStil
(GenBank JG437135) e BbrizRan (GenBank JG437228), de bibliotecas de ovérios antes da
antese de U. brizantha previamente publicada e relacionada a apomixia em U. brizantha
(SILVEIRA et al., 2012). O gene de U. brizantha, da familia de genes MADS-box, BbrizAGL6
(JG417309) (GUIMARAES et al. 2013) também foi considerado.

Para os ESTs BbrizStil e BbrizRan, os primers utilizados foram
5 GAGCCCATAGTGGTTCATCC3 / 5 TCGAAAGGAGCTGGTTCAGTY e

5 CCGCCTATTTGTTCCTTGTG3’ / 5 AAAAAGACTAGCCCCGCAATZ,
respectivamente, de acordo com Silveira et al (2012). Para o gene BbrizAGLS, foi utilizado o
par de primers 5 CTCACTCTGCTGCTATGGACT3’ /

5GCTGCGTGAATATGTTGGCTGS3", desenhado a partir da sequéncia disponivel no
GenBank, utilizando o programa Primer3plus online (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) com Tm entre 59 °C e 61 °C e comprimento dos primers de
21 pb. O par de primers foi aferido quanto ao seu potencial de formacéo de grampos e dimeros
utilizando 0 software OligoAnalyzer Tool online
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).

Os genes de referéncia testados foram validados no trabalho de Silveira et al. (2009) em
U. brizantha, sendo mais estaveis em tecidos reprodutivos, Elongation factor-1 alpha
(BbrizEF1), (GenBank EZ000623); e Ubiquitin-conjugating enzyme (BbrizUBCE), (GenBank
GE617481). Também foi testado o gene Actina 12 (actl12) (GenBank JG436709.1), de acordo

com Takamori et al. (2017), selecionado em banco de dados de sequéncias de U. brizantha.
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Os primers utilizados para o gene BbrizEF1, BbrizUBCE e actl2 foram
5'ACCCTCCTCTTGGTCGTTTT3' / 5AGCCCCTCATTTCTTCTTGGS;
S'GGTCTTGCTCTCCATCTGCT3 / 5'CGGGCTGTCGTCTCATACTT33 e
5'GGGTGGAGAGAGATTGCAGGTTAS e 5'GGGAACTGAGGCAACCACAGAS,

respectivamente, de acordo com Silveira et al. (2009) e Takamori et al. (2017).

3.3.6 Avaliacéo da eficiéncia dos primers

Inicialmente, verificou-se a especificidade de cada par de primer para as condigdes do
presente estudo através da curva de dissociacdo (Melting curve). A eficiéncia de amplificacéo
da PCR foi determinada para validacdo dos primers, utilizando um conjunto de todas as
amostras de cDNA em uma diluicéo serial de cinco vezes. As dilui¢es foram utilizadas em
PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR). As reacGes foram realizadas em placas Opticas de
96 pocos. Para cada reacdo, utilizou-se 1 uL de cDNA, 5 pL de mistura master SYBR Green
PCR (Applied Biosystems) na concentracdo 2.0X, 0,2 pL de primers forward e reverse, ambos
com concentragdo de 20 pmol/ul, e 3,6 pL de agua ultrapura autoclavada para compor o volume
final de 10,0 pL / amostra. As condic¢Ges da qPCR foram de 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10
minutos, 45 ciclos de 95 °C por 2 minutos, 62 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos.
Foram adicionados nas analises controles negativos, compostos por agua e controles
endogenos. As reacOes foram realizadas em triplicatas. Os dados foram gerados
automaticamente a partir do software v.2.0.1 do sistema gPCR 7500 em tempo real (Applied
Biosystems). Este procedimento também possibilitou determinar a diluicdo do cDNA usada

posteriormente nas reagdes de gPCR, que foi 1: 5.

3.3.7 Anélise de RT gPCR

A quantificacdo da expressdo dos genes alvo BbrizAGL6, BbrizStil e BbrizRan foi
realizada em reacdes de RT gPCR como descrito anteriormente, compostas por quadruplicatas
técnicas e triplicatas bioldgicas. Para a quantificacdo relativa empregou-se o método
comparativo 2 “A°t (PFAFFL et al., 2001). Como controles enddgenos para normalizagdo dos
dados foram utilizados os genes BbrizEF1, BbrizUBCE e Actina 12 (act12) e foram calculados
em relacdo a uma amostra de calibracdo, determinada com base no menor nivel de expressédo

para cada gene.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao das espiguetas e das fases megasporogénese e megagametogénese

Em U. ruziziensis, o comprimento e didametro das espiguetas variaram entre 2,475 a
5,891 mm e 0,507 a 1,930 mm, respectivamente (Tabela 1). Em U. decumbens (tetraploide e
apomitica), por sua vez, o comprimento das espiguetas variou entre 2,766 a 5,811mm e
diametro entre 0,896 a 2,129 mm (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo das espiguetas de U. decumbens cv. Basilisk (apomitica e tetraploide,
2n=4x=36) e U. ruziziensis cv. Kennedy (sexual e diploide, 2n=2x=18) quanto aos
caracteres morfométricos: comprimento e didmentro e o estagio de desenvolvimento
do saco embrionario: megasporogénese (ME) e megagametogénese (MG).

Espécie U. ruziziensis U. decumbens
Espigueta Comprimento Didmetro Estagio Comprimento Didmetro Estagio
1 2.475 0,507 ME 2,766 0,995 ME
2 3,454 0,975 ME 3,095 1,134 ME
3 3,971 1,025 ME 3,144 0,955 ME
4 3,980 0,786 ME 3,164 1,224 ME
5 4,34 1,057 ME 3,184 1,025 ME
6 4,597 1,154 ME 3,413 1,154 ME
7 4,700 1,095 ME 3,512 1,144 ME
8 4,716 1,184 ME 3,592 1,294 ME
9 5,025 1,303 MG 3,622 0,896 ME
10 5,085 1,224 MG 3,632 1,194 ME
11 5,085 1,682 MG 3,944 1,761 ME
12 5,134 1,473 MG 4,033 1,473 ME
13 5,174 1,373 MG 4,119 1,801 ME
14 5,174 1,612 MG 4,291 1,154 ME
15 5,224 1,761 MG 4,657 1,612 ME
16 5,313 1,781 MG 4,689 1,174 ME
17 5,353 1,731 MG 4,816 1,811 ME
18 5,373 1,821 MG 5,069 1,771 MG
19 5,403 1,801 MG 5,095 1,532 MG
20 5,443 1,542 MG 5,146 2,020 MG
21 5,522 1,781 MG 5171 1,930 MG
22 5,542 1,851 MG 5,198 1,940 MG
23 5,552 1,274 MG 5,328 1,612 MG
24 5,612 1,811 MG 5,396 1,950 MG
25 5,662 1,751 MG 5,430 2,100 MG
26 5,672 1,930 MG 5,473 2,129 MG
27 5,781 1,930 MG 5,504 2,030 MG
28 5,891 1,672 MG 5,811 2,100 MG

Fonte: Do autor (2020).
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Os resultados da andlise de variancia mostraram diferencgas significativas pelo teste F, a
5% de probabilidade, entre as espécies U. ruziziensis e U. decumbens, para o carater
comprimento da espigueta (Tabela 2). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
significativas, entre as espécies, em relacdo a caracteristica didmetro da espigueta (Tabela 2).
A comparagdo entre 0s estagios megasporogénese e megagametogénese mostrou que ha
diferencas significativas para o comprimento e o didmetro das espiguetas (Tabela 2).

Tabela 2- Resumo da anélise de variancia dos caracteres comprimento (cm) e didmetro (cm)
avaliados em espiguetas de U. decumbens cv. Basilisk (apomitica e tetraploide,
2n=4x=36) e U. ruziziensis cv. Kennedy (sexual e diploide, 2n=2x=18) nos estagios
de desenvolvimento, megasporogénese (ME) e megagametogénese (MG).

Quadrado médio
GL Comprimento (mm) Diametro (mm)

Fontes de variagéo

Espécies (E) 1 5,759*** 0,073
Estagio de desenvolvimento (ED) 1 27,367*** 5,364***
Residuos 52 0,227 0,059

Fonte: Do autor (2020).

As médias do comprimento e do didmetro das espiguetas de U. ruziziensis e U.
decumbens foram separadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Tabela 3). U.
ruziziensis (5,00a) apresentou maior média de comprimento das espiguetas em relacéo a espécie
U. decumbens (4,37b) (Tabela 3). Para o diametro das espiguetas, U. ruziziensis (1,53a) e U.

decumbens (1,46a) apresentaram médias iguais (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios dos caracteres comprimento (cm) e diametro (com) avaliados em
espiguetas de U. decumbens cv. Basilisk (apomitica e tetraploide, 2n=4x=36) e U.
ruziziensis cv. Kennedy (sexual e diploide, 2n=2x=18).

Genotipos Comprimento (mm) Diametro (mm)
U. ruziziensis 5,00a 1,53a
U. decumbens 4,37b 1,46a

*médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de tukey (P< 0,05)
Fonte: Do autor (2020).

Em relagdo as fases de desenvolvimento, verificou-se que a megasporogénese
apresentou médias de comprimento e diametro, significativamente inferiores, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade (Tabela 4). As médias do comprimento foram 3,83 e 5,37 mm e
do diametro foram 1,14 e 1,78 mm, para a megasporogénese e megagametogénese,

respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores médios dos caracteres comprimento (mm) e diametro (mm) avaliados em
espiguetas nos estadgios de desenvolvimento: megasporogénese (ME) e
megagametogénese (MG).

Estagio de desenvolvimento Comprimento (mm)  Diametro (mm)
Megasporogénese (ME) 3,83b 1,14b
Megagametogénese (MG) 5,37a 1,78a

*médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de tukey (P< 0,05)
Fonte: Do autor (2020).

As médias do comprimento (mm) e didmetro (mm) das espiguetas, nos estagios de
megasporogénese e megagametogénese para U. ruziziensis e U. decumbens foram separadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Tabela 5). O comprimento das espiguetas no inicio
do desenvolvimento, megasporogénese, foi coincidente, para U. ruziziensis (3,98b) e U.
decumbens (3,74b), ndo diferindo estatisticamente (Tabela 5). Por sua vez, para o didmetro das
espiguetas, U. decumbens (1,35c) apresentou maior comprimento das espiguetas em relacéo a
U. ruziziensis (1,09d) (Tabela 5).

Em U. ruziziensis, a megasporogénese foi observada em espiguetas com comprimento
variando entre 2,475 e 4,716 mm e diametro entre 0,507 e 1,184 mm (Tabela 1). Para U.
decumbens, esse estagio foi observado em espiguetas com comprimentos entre 2,766 e 4,816

mm e didmetros entre 0,896 a 1,811 mm (Tabela 1).

Tabela 5 - Valores médios dos caracteres comprimento (mm) e didmetro (mm) avaliados em
espiguetas de U. decumbens cv. Basilisk (apomitica e tetraploide, 2n=4x=36) e U.
ruziziensis cv. Kennedy (sexual e diploide, 2n=2x=18) nos estagios de
desenvolvimento, megasporogénese e megagametogénese.

Espécie/Estagio de desenvolvimento Comprimento (mm)  Diadmetro (mm)
U. ruziziensis/Megagametogénese 5,39a 1,65b
U. decumbens/Megagametogénese 5,32a 1,95a
U. ruziziensis/Megasporogénese 3,98b 1,09d
U. decumbens/Megasporogénese 3,74b 1,35c

*médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de tukey (P< 0,05)
Fonte: Do autor (2020).

Para ambas as espécies, a megasporogénese se caracterizou tipicamente pela presenca
de células nucelares em torno da célula mae do megasporo (CMM). A CMM apresenta origem

em células nucelares internas e esta situada no pélo micropilar. Esta diferencia-se das demais
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células presentes nas camadas do nucelo pelo seu maior tamanho, grande vacuolo e nucleo
aparente. Na medida em que o comprimento da espigueta aumentou, foi observado um
alongamento da CMM, visivelmente maior e com o nucleo mais denso. Essa fase também foi
caracterizada pelo inicio do estabelecimento tegumento primordial. Este se encontra ao redor

do nucelo, na parte inferior do ovario, na regido da calaza (Figura 1a, b).

Figura 1 - Megasporogénese em: a) U. ruziziensis cv. Kennedy (sexual) e b) U. decumbens cv.
Basilisk (apomitica). Seccbes longitudinais das espiguetas evidenciando a célula
celula-mée do megésporo (CMM), situada no polo micropilar, o nucelo (NU) e o
tegumento primordial (TE). A area ampliada destaca a célula-mae do megasporo. A
barra representa 50 um.

Os comprimentos das espiguetas para U. ruziziensis (5,39a) e U. decumbens (5,32a), no

estagio final do desenvolvimento do saco embrionario, megagametogénese, também foram
coincidentes, ndo diferindo entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Tabela 5). Por
sua vez, para o diametro das espiguetas, na megagametogénese, a espécie U. decumbens (1,95a)
apresentou maior comprimento das espiguetas em relacdo a espécie U. ruziziensis (1,65b)
(Tabela 5).

Em U. ruziziensis, as espiguetas com 5,025 a 5,891 mm de comprimento e 1,224 a 1,930
mm de diametro foram associadas a megagametogénese. Por sua vez, para U. decumbens esse
estagio foi observado em espiguetas nos comprimentos entre 5,069 e 5,811 mm e diametro entre
1,532 a 2,129 mm (Tabela 1).

A megagametogénese de U. ruziziensis se caracterizou pela presenca do megasporo
funcional aumentado, com presenca de vacuolo, na regido do pdlo calazal (Figura 2a). As

seccOes histoldgicas das espiguetas dessa espécie mostraram a formagdo do saco embrionario
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do tipo Polygonum, com oito células reduzidas: dois nucleos polares ao centro, trés antipodas,
duas sinérgides e uma oosfera (Figura 2b).

Figura 2 - Seccdo longitudinal de ovarios de U. ruziziensis cv. Kennedy (sexual) na
megagametogénese, mostrando: a) megasporo funcional (ME) b) saco
embrionario tipo Polygonum com oito células reduzidas: dois nucleos polares
(NU) ao centro, trés antipodas (A), duas sinérgides (S) e uma oosfera (O). A érea
ampliada destaca o megasporo funcional. A Barra representa 10 um.

g

Fonte: Do autor (2020).

Para U. decumbens, por sua vez, na megagametogénese 0S quatro megasporos se
degeneraram e uma ou mais células somaticas do nucelo se diferenciaram das demais,
apresentando maior tamanho, nacleo proeminente, vacuolo e parede celular espessa, sendo
denominadas células iniciais aposporicas (Figura 3a). A célula inicial apospdrica aumenta de
tamanho (Figura 3a, b), sofre duas divisbes mitéticas sucessivas, formando um saco
embrionario com quatro nucleos. A megagametogénese se caracterizou pela presenca de 6vulos
com multiplos sacos embrionarios (Figura 3b) e sacos embrionarios simples (Figura 3c). Nessa
fase, foi observado o saco embrionério do tipo Panicum, tipico das espécies que apresentam
apomixia gametofitica, composto de apenas quatro células ndo reduzidas: uma oosfera, duas
sinérgides e uma grande célula contendo os dois nucleos polares, localizada proximo da oosfera
(Figura 3c).

No estagio de megasporogénese, tanto em U. ruziziensis como em U. decumbens,
observou-se o inicio do desenvolvimento do tegumento interno e externo, estando esse ja

formado no estagio de megagametogénese (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 3 - Seccdo longitudinal de ovarios de U. decumbens cv. Basilisk (apomitica) na
megagametogénese, mostrando: a) células iniciais aposporicas no inicio da
diferenciacdo a partir de células somaticas do nucelo (NU). A area ampliada
destaca as iniciais aposporicas; b) ovario com trés sacos embrionérios (*) A area
ampliada destaca os trés sacos embrionarios ¢) saco embrionario tipo Panicum
composto de quatro células ndo reduzidas: uma oosfera (O), duas sinérgidas (S) e
nucleos polares (NP). A area ampliada destaca o saco embrionario tipo Panicum.
Barra representa 10 um.

4.2 Especificidade dos primers e eficiéncia da amplificacdo dos primers

Os genes de referéncia e alvo mostraram curvas de Melting com um Unico pico,
indicando a alta especificidade dos primers (Figura 4). A eficiéncia da amplifica¢do dos primers
variou de 84,758% (BbrizStil) a 99,976% (BbrizUBCE) (Tabela 5).

4.3 Analise de RT gPCR

A expressdo dos genes BbrizAGLG6, BbrizStil e BbrizRan foi analisada utilizando RT
gPCR nas espiguetas de U. decumbens e U. ruziziensis nos estagios de megagametogénese e
megasporogénese (Figuras 5, 6 e 7).

O gene BbrizStil, apresentou maior expressdo na planta apomitica em relagdo a planta
sexual na megasporogénese (Figura 5). Por outro lado, na megagametogénese, o nivel de
expressao foi alto tanto na espécie sexual quanto na apomitica (Figura 5).

O gene BbrizRan apresentou maior nivel de expressdo na planta apomitica em relacéo
a planta sexual em ambos estagios de desenvolvimento (Figura 6). Nas duas espécies avaliadas,
a expressdo foi maior na fase megagametogénese em relacdo a megasporogénese.

Para 0 gene BbrizAGL6 foi observado um aumento nos niveis de expressdo ao longo
do desenvolvimento do saco embrionario, com maior expressdo durante a megagametogénese
de ambas as espécies. Ndo foram observadas diferencas na sua expressdao ao longo do

desenvolvimento e diferenciacéo floral (Figura 7).
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Figura 4 - Curvas de Melting dos genes de referéncia BbrizEF1, BbrizUBCE e act12 e genes
alvo BbrizAGLS6, BbrizStil e BbrizRan.
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Fonte: Do autor (2020).

Tabela 6 - Eficiéncias da amplificacdo dos primers para os genes de referéncia (BbrizEF1,
BbrizUBCE, act12) e alvo (BbrizAGLS6, BbrizStil, BbrizRan) utilizados na anélise
em tempo real de RT qPCR.

Eficiéncia da amplificacdo
Genes de referéncia

BbrizEF1 99,165

BbrizUBCE 99,976

Actl2 96,689
Genes alvo

BbrizAGL6 97,916

BbrizStil 84,758

BbrizRan 95,951

Fonte: Do autor (2020).
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Figura 5 - Expresséo relativa do gene BbrizStil em espiguetas de U. ruziziensis (barras brancas)
e U. decumbens (barras pretas) na megasporogénese (ME) e megagametogénese
(MG). Os genes BbrizEF1, BbrizUBCE e act12 foram utilizados como genes de
referéncia (SILVEIRA et al., 2009; TAKAMORI et al., 2017). Barra (erro padrdo da

média).
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Fonte: Do autor (2020).

Figura 6 - Expresséo relativa do gene BbrizRan em espiguetas de U. ruziziensis (barras brancas)
e U. decumbens (barras pretas) na megasporogénese (ME) e megagametogénese
(MG). Os genes BbrizEF1, BbrizUBCE e act12 foram utilizados como genes de
referéncia (SILVEIRA et al., 2009; TAKAMORI et al., 2017). Barra (erro padrdo da
média). as -
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Fonte: Do autor(2020)
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Figura 7 - Expressdo relativa do gene BbrizAGL6 em espiguetas de U. ruziziensis (barras
brancas) e U. decumbens (barras pretas) na megasporogénese (ME) e
megagametogénese (MG). Os genes BbrizEF1, BbrizUBCE e actl2 foram
utilizados como genes de referéncia (SILVEIRA et al., 2009; TAKAMORI et al.,
2017). Barra (erro padrdo da média).
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Fonte: Do autor (2020).
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5 DISCUSSAO

5.1 Descricdo dos estagios megasporogénese e megagametogénese associados aos
caracteres morfométricos das espiguetas.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o comprimento da espigueta pode
ser usado como um marcador morfoldgico confiavel para discriminar os estagios da
megasporogénese e megagametogénese em U. ruziziensis e U. decumbens. Estes resultados sao
interessantes pela sua aplicabilidade em trabalhos que tem por objetivo caracterizar a expressao
de genes reprodutivos nas fases de desenvolvimento do saco embrionario ou que visem
determinar o modo de reprodugéo. Por outro lado, o uso dos dados do diametro da espigueta
ndo é recomendavel, tendo em vista que algumas medicdes foram comuns aos dois estagios.

A utilizacdo de uma caracteristica morfoldgica associada ao desenvolvimento do saco
embrionario j& foi empregada no milho, por Huang e Sheridan (1994). Esses autores associaram
os eventos do desenvolvimento do saco embrionario com a caracteristica morfoldgica externa
comprimento do cabelo da espiga do milho, com o objetivo de obter um indice de
desenvolvimento do saco embrionario ao longo do comprimento da espiga (HUANG;
SHERIDAN, 1994; DAMASCENO, 2017).

Em U. brizantha, Aradjo et al. (2000) combinaram as caracteristicas morfologicas do
estigma e o comprimento do pistilo com os estagios citoldgicos de formacdo do 6vulo, para
discriminacdo de plantas apomiticas e sexuais. Tal estudo foi um passo importante para a
identificacdo de genes apomiticos nesta espécie (ALVES; CARNEIRO; DUSI, 2007;
SILVEIRA et al., 2012; GUIMARAES et al., 2013; LACERDA et al., 2013; DAMASCENO,
2017; FERREIRA et al., 2018).

A semelhanca observada no desenvolvimento da megasporogénese entre as espécies
sexual (U. ruziziensis) e apomitica (U. decumbens) também ja foi descrita em U. brizantha por
Araljo et al. (2000), ndo apresentando, assim, caracteristicas que possibilitem diferenciar o
modo reprodutivo durante esse estagio.

A célula mée de megasporo (CMM) em U. ruziziensis e U. decumbens encontra-se
circundada pelo tecido nucelar, como ja observado em espécies de Urochloa a exemplo de U.
brizantha (ARAUJO et al., 2004) e em outras espécies de Poaceae, a exemplo de Olyra humilis
Nees e Sucrea monophylla Soderstr. (Bambusoideae), Axonopus aureus P. Beauv. e Paspalum
polyphyllum Nees ex Trin. (Panicoideae), Chloris elata Desv. e Eragrostis solida Nees
(Chloridoideae) (NAKAMURA; LONGHI-WAGNER; SCATENA, 2009). A célula
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arquesporial ou CMM se diferencia das células do nucelo em tamanho e por apresentar nlcleo
aparente (NAKAMURA; LONGHI-WAGNER; SCATENA, 2009). A medida que se aproxima
a divisdo meidtica a CMM alonga-se e o citoplasma torna-se denso (NAKAMURA; LONGHI-
WAGNER; SCATENA, 2009).

A célula m&e do megasporo sofre meiose e d& origem a uma tétrade linear, em U.
ruziziensis (NAKAMURA; LONGHI-WAGNER; SCATENA, 2009). Nesta espécie, foram
observados eventos tipicamente descritos para plantas com modo de reproducédo sexual, nas
quais se observam que trés megasporos se degeneram e um torna-se funcional. O megasporo
funcional, entdo, devido a formacdo de vacuolos, aumenta em volume, tendo o seu ndcleo
posicionado centralmente (NAKAMURA; LONGHI-WAGNER; SCATENA, 2009). No
presente estudo, ndo foram observadas diades e tétrades, e 0s quatro megasporos. A dificuldade
em selecionar espiguetas contendo todas as fases da meiose, sugere que esse processo ocorra
rapidamente em U. ruziziensis.

Para U. ruziziensis, 0 megéasporo aumenta de tamanho e sofre trés mitoses sucessivas,
formando um saco embrionéario de oito nicleos (GOBBE; LONGL; LOUANT, 1982). O saco
embrionario encontrado na espécie U. ruziziensis € tipo Polygonum. Esse tipo € encontrado na
maioria das angiospermas com reproducdo sexual (GROSSNIKLAUS, 2001; LITUIEV;,
GROSSNIKLAUS, 2014; DAMASCENO, 2017), sendo composto por um ou dois nucleos
polares ao centro, além de trés antipodas, duas sinérgides e uma oosfera.

Em espécies apomiticas, como U. decumbens, geralmente a meiose € interrompida e
apenas um meidcito alongado é formado, posteriormente, este se degenera e células do nucelo
passam a funcionar como células iniciais aposporicas (DUSI, 2001; DUSI; WILLEMSE, 1999).
As células iniciais aposporicas aumentam seu tamanho e ap6s duas mitoses, um saco
embrionario de quatro nucleos é formado (DUSI, 2001; DUSI; WILLEMSE, 1999). Como
observado no presente estudo, a diferenca mais visivel entre plantas apomiticas e sexuais esta
na composi¢do dos sacos embrionarios localizados dentro dos évulos (CARNEIRO et al.,
2003). Nesta espécie foi confirmado o saco embrionario aposporico do tipo Panicum, composto
da oosfera na regido micropilar, duas sinérgidas e a célula central com um nucleo polar
(NAUMOVA; HAYWARD; WAGENVOORT, 1999; SAVIDAN, 2000; ARAUJO et al.,
2004). A oosfera em sacos embrionarios do tipo Panicum é frequentemente observada com
maior tamanho, citoplasma denso e um ndcleo grande (NAUMOVA; HAYWARD;
WAGENVOORT, 1999).

As nossas avaliagGes em U. decumbens mostraram um saco embrionario apomitico por

ovulo e também multiplos sacos embrionérios por 6vulo, corroborando as descrigdes de Dusi
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(2001) e Naumova, Hayward e Wagenvoort (1999). De acordo com Dusi (2001), as células
iniciais aposporicas presentes no nucelo se desenvolvem, frequentemente, apds a degeneragéo
do meidcito em U. decumbens. Em plantas apomiticas, a ocorréncia de um ou mais sacos
embrionarios apomiticos coexistindo com o saco embrionario sexual em um o6vulo é relatada,
incluindo U. decumbens (NOGLER, 1984; NAUMOVA; HAYWARD; WAGENVOORT,
1999; ARAUJO et al., 2000).

O desenvolvimento do tegumento interno e externo também foi usado na caracterizacéo
dos estagios de desenvolvimento para U. ruziziensis e U. decumbens, estando completamente
formados no estagio de megagametogénese. Nakamura, Longhi-Wagner e Scatena (2009),
avaliando espécies de Poaceae, incluindo Axonopus aureus P. Beauv. e Paspalum polyphyllum
Nees ex Trin., que pertencem a mesma subfamilia de U. ruziziensis e U. decumbens,
Panicoideae, relataram o surgimento do tegumento interno antes do externo, sendo constituido
de duas a trés camadas celulares, que se dividem anticlinalmente e periclinalmente, envolvendo
completamente o nucelo na megagametogénese.

Finalmente, Dusi (2001) desenvolveu um calendario reprodutivo para dois acessos de
U. decumbens, BRA000191 (D58-cv. IPEAN), apomitico tetraploide e BRA004430 (D4),
sexual diploide. Ele relacionou 11 classes de desenvolvimento do pistilo que foram
determinadas a partir de seu comprimento, com o tempo em dias para a antese, a morfologia do
pistilo e estgios de desenvolvimento do gametofitico feminino e masculino. Em seus
resultados, observou-se que 0 crescimento da espigueta acompanha o0 aumento do
desenvolvimento do saco embrionario corroborando o presente estudo. Ndo obstante, nosso
trabalho se diferencia por caracterizar os estagios de desenvolvimento do saco embrionario,
megasporogénese e megagametogénese, combinando-os com o comprimento da espigueta em

U. decumbens cv. Basilisk e em U. ruziziensis cv. Kennedy.

5.2 Verificagdo da especificidade dos primers pela curva de melting e eficiéncia da

amplificagéo dos primers

A presenga de um pico nas curvas de Melting dos primers avaliados indicou a
especificidade dos mesmos em relacdo as espécies U. decumbens e U. ruziziensis. A
confirmacéo da especificidade dos primers é especialmente importante porque todos 0s genes
avaliados foram obtidos a partir de ESTs de U. brizantha. Este resultado sugere que as
sequéncias desses genes apresentam similaridade entre as espécies em estudo, o que indica para

uma possivel origem comum das mesmas. Trabalhos anteriores relatam elevada proximidade
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genética das espécies U. decumbens, U. ruziziensis e U. brizantha, (CHIARI et al., 2008;
PAULA; SOBRINHO; TECHIO, 2017). Estas espécies fazem parte de um mesmo complexo
agamico, o que significa dizer que, cruzamentos entre as mesmas podem ser realizados
(RENVOIZE; CLAYTON; KABUYE, 1996; RISSO-PASCOTTO; PAGLIARINI; VALLE,
2006; CHIARI et al., 2008; VALLE; PAGLIARINI, 2009; PAULA; SOBRINHO; TECHIO,
2017), o que também corrobora com a alta similaridade genética entre as espécies deste estudo.
Além disso, ressalta-se que Renvoize; Clayton; Kabuye (1996), sugeriram, baseado em
resultados de isoenzimas, que a cultivar U. decumbens cv. Basilisk, pertence, na realidade a

espécie U. brizantha.

5.3 Analise de RT qPCR

O genes BbrizStil e BbrizRan foram mais expressos em U. decumbens durante a
megasporogénese em relacdo a U. ruziziensis, sugerindo a importancia desses genes para o
inicio da diferenciacdo apomitica. Estes genes foram identificados previamente a partir de ESTs
de bibliotecas de ovéarios na megasporogénese de U. brizantha e mostraram seu envolvimento
nas etapas iniciais da diferenciacdo do saco embrionario do tipo Panicum conforme descrito
por Silveira et al (2012).

BbrizStil pertence a superfamilia STI1. Consiste em uma proteina cochaperona
multifuncional induzida por estresse (ROHL et al., 2015) encontrada em uma diversidade de
organismos como fungos (NICOLET; CRAIG, 1989), animais (KAUSAR et al., 2020) e plantas
(ZHANG et al., 2003; LAMM et al., 2017).

A alta expressdo de BbrizStil na megasporogénese de U. decumbens observada no
presente estudo indica para o possivel envolvimento de genes responsivos ao estresse, em vias
de transducéo de sinal levando células do nucelo a atuarem diretamente como células iniciais
aposporicas, como ja fundamentado no trabalho de Silveira et al. (2012).

Estudos prévios demonstraram a influéncia de diferentes condicdes de estresse na
expressdo da apomixia em plantas, especialmente na taxa de formacéo de sacos embrionarios
apomiticos ou sexuais, a exemplo do Capim-chordo (Eragrostis curvula [Schrad.] Nees)
(RODRIGO et al.,, 2017) e Capim buffel (Cenchrus ciliaris L. (Pennisetum ciliare)
(GOUNARIS et al., 1991). Estes trabalhos sugerem controle epigenético na(s) regido(s)
genética(s) que condiciona(m) a apomixia (RODRIGO et al., 2017; FEI et al., 2019).

O gene BbrizRan, por sua vez, pertence a superfamilia de proteina nuclear de ligacéo a

GTP Ran (GTP-binding nuclear protein Ran). Atua principalmente em processos de transporte
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nucleo-citoplasmaéticos, formacéo do envelope nuclear e formacédo do fuso mitético (DE BOOR
etal., 2015). E possivel que o gene BbrizRan em U. decumbens atue no transporte de proteinas
importantes para desencadear os processos de diferenciacdo das células do nucelo em iniciais
aposporicas (SILVEIRA et al. 2012).

O alto nivel de expressdao de BbrizStile BbrizRan na megagametogénese nas plantas
sexuais e apomiticas avaliadas em nosso estudo, sugere o envolvimento dos mesmos no
desenvolvimento reprodutivo, possivelmente, em mecanismos relacionados a formacéo do saco
embrionario. No trabalho de Silveira et al. (2012), por outro lado, nos ovarios das plantas
sexuais, 0 gene BbrizRan apresentou fraca expressao e BbrizStil ndo foi expresso nas plantas
sexuais em nenhuma das fases de desenvolvimento, o que indica que a regulacdo desses genes
é espécie-especifica no género Urochloa.

O perfil de expressdo durante o desenvolvimento do ovario apomitico de U. brizantha
do gene BbrizStil foi analisado por hibridizagéo in situ (ISH) (SILVEIRA et al. 2012). Sinais
de hibridizacdo foram detectados em ovérios desde a megasporogénese até a
megagametogénese na planta apomitica, similar aos resultados obtidos no presente estudo. No
inicio do desenvolvimento do ovario, Silveira et al. (2012) mostraram que 0s sinais da ISH do
gene BbrizStil foram detectados na célula mae do megasporo e células nucelares circundantes.
No estagio final de desenvolvimento, os sinais de hibridizacdo foram detectados nos
tegumentos e células nucelares, com um sinal fraco em sinérgides, nucleo polar e oosfera.

Os resultados do presente estudo confirmaram a atuacdo do gene BbrizAGL6 no
desenvolvimento reprodutivo de U. decumbens apomitica e U. ruziziensis sexual. A expressdo
desse gene aumentou ao longo do desenvolvimento das espiguetas, apresentando maior nivel
de expressédo na megagametogénese. Esse resultado divergiu do relatado por Guimaraes et al.
(2013), em que o gene BbrizAGL6 foi modulado diferencialmente nos ovarios de U. brizantha,
sendo observada maior expressao para o gendtipo sexual em comparacdo com 0 genoétipo
apomitico na megasporogése e megagametogénese.

No entanto, no mesmo estudo desenvolvido por Guimaraes et al. (2013) os transcritos
desse gene foram localizados na célula mée do megasporo de ovarios de plantas apomiticas e
sexuais e, adicionalmente, na regido onde as células iniciais apospéricas se diferenciam nas
plantas apomiticas. Estes resultados evidenciam a atuacdo desse gene no desenvolvimento
apomitico e sexual, corroborando o presente estudo. Importantes genes associados a apomixia
sd0 expressos tanto em plantas sexuais como em plantas apomiticas, a exemplo do gene SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) e do gene GIBBERELLIN-INSENSITIVE
DWARF1 (GID1). O gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase), na meiose do
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genotipo apomitico de Paspalum notatum Flugger, € expresso em células nucelares, mas no
genotipo sexual é expresso na célula mae do megasporo (PODIO et al., 2014a). O gene GID1
é um receptor de giberelina e sua expressao foi associada com o desenvolvimento do 6vulo de
plantas apomiticas e sexuais de U. brizantha (FERREIRA et al., 2018). De acordo com Ferreira
et al. (2018) o nivel de expressdo desse gene foi maior em ovarios na megasporogénese do que
nos ovarios na megagametogénese de plantas sexuais e apomiticas. Esse gene foi detectado na
célula mée do megéasporo de U. brizantha sexual e apomitica e nas células nucelares apenas nas
plantas apomiticas (FERREIRA et al., 2018).

BbrizAGL6 é um gene pertencente a familia de MADS-box tipo MIKC, AGAMOUS-
LIKE 6 (AGLS) identificado em U. brizantha (GUIMARAES et al., 2013). Os genes MADS-
box integram diferentes vias do florescimento (TEO; ZHOUE; SHEN, 2019). O trabalho de
Reinheimer; Kellogg (2009) relatou que em gramineas, genes do tipo AGL6 sdo expressos em
6vulos, lodiculos, paleas e meristemas florais.

Finalmente, o melhor entendimento de como os genes BbrizStil, BbrizRan, BbrizAGL6
atuam depende da realizacdo de pesquisas complementares nas espécies U. decumbens e U.
ruziziensis, especialmente visando determinar o perfil de expressdo dessas sequéncias
utilizando ISH.

Os resultados obtidos na RT-qPCR em nosso estudo confirmaram a eficiéncia do uso
da caracteristica morfométrica comprimento da espigueta, na determinacdo das fases de
desenvolvimento do saco embrionario, megasporogénese e megagametogénese. De acordo com
Silveira et al. (2012), o uso de estruturas florais como o ovario em estudos que visem a
caracterizacdo da expressdo diferencial de plantas apomiticas e sexuais em gramineas, dificulta
a realizacdo do trabalho, devido principalmente ao tamanho reduzido do ovario, presenca de
apenas um ovario por flor e a dificuldade de excisdo do mesmo das estruturas florais. Com isso,
0 uso das espiguetas como sugerido no presente estudo pode facilitar a realizacdo desses
trabalhos.

Pesquisas que visam identificar genes que sdo expressos especifica ou diferencialmente
durante a formacéo do saco embrionario e embriogénese sdo a chave para o entendimento dos
mecanismos de formacdo do embrido apomitico e, dessa forma, fundamentais para se alcancar
a manipulagdo da apomixia (FEI et al., 2019). Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos,
especialmente para a espécie U. brizantha (ALVES; CARNEIRO; DUSI, 2007; SILVEIRA et
al., 2012; GUIMARAES et al., 2013; LACERDA et al., 2013; FERREIRA et al., 2018).
Contudo, os mecanismos moleculares que desencadeiam a apomixia ainda permanecem
desconhecidos (FEI et al., 2019; SCHMIDT, 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32245021

43

A espécie U. decumbens é uma forrageira de elevada importancia econdémica, que
apresenta atributos vantajosos como a adaptabilidade a solos de baixa fertilidade, sendo foco
juntamente com outras espécies, dos mais importantes programas para 0 melhoramento de
espeécies forrageiras em andamento no CIAT (Colémbia) e na EMBRAPA (Brasil) (SAVIDAN
2000). Contudo, trabalhos que visem identificar genes envolvidos na manifestacdo da apomixia
ao longo do desenvolvimento reprodutivo ainda sdo escassos em U. decumbens, evidenciando
a importancia do presente trabalho como um dos primeiros a estudar a regulacdo de genes
associados a apomixia nessa espécie.

Tendo em vista a maior expressdo do gene BbrizRan na megasporogénese e
megagametogénese e BbrizStil na megasporogénese nas plantas apomiticas, U. decumbens e
U. brizantha, os genes BbrizRan e BbrizStil poderdo ser Uteis na determinacdo do modo

reprodutivo nestas espécies.
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6 CONCLUSAO

O comprimento da espigueta pode ser usado como um marcador morfoldgico confiavel
para discriminar os estagios da megagametogénese e megasporogénese em U. ruziziensis cv.
Kennedy (diploide, sexual) e U. decumbens cv. Basilisk (tetraploide, apomitica).

Os genes BbrizRan, BbrizStil e BbrizAGL6 atuam no desenvolvimento reprodutivo de
U. decumbens (apomitica) e U. ruziziensis (sexual).

O gene BbrizStil estd envolvido no estagio inicial da diferenciacdo apomitica em U.
decumbens.

O gene BbrizRan atua nos estagios inicial e final da diferenciagdo apomitica em U.
decumbens.

As informagdes obtidas neste estudo servirdo como ferramentas importantes para a
realizacdo de novos trabalhos para melhor compreensdo tanto da apomixia quanto da

reproducdo sexual em Urochloa.
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APENDICE A - Perfil eletroforético de amostras de RNAs tratados com DNAse obtidas a
partir de espiguetas de U. decumbens cv. Basilisk e U. ruziziensis cv. Kennedy em gel de agarose
1%. As bandas observadas, de cima para baixo, sdo os RNAs 28S, 18S e 5,8S.




