Tecnico

A apomixia é um modo de reproducao assexual por
sementes no qual as plantas geradas sao idénticas a
planta-mae. Na apomixia o desenvolvimento do embrido
ocorre sem a fertilizacdo da oosfera. Na apomixia
pseudogamica, a fertilizacdo da célula central do saco
embrionario pelo gameta masculino é essencial para
formacao do endosperma das sementes. J&4 na apomixia
autdnoma a fertilizacdo nédo é necesséaria em absoluto para
a formacao da semente. A apomixia é considerada um
entrave ao melhoramento genético uma vez que as
caracteristicas paternas nao sao transmitidas a progénie.
No entanto, pela capacidade das plantas apomiticas de
clonagem através de sementes, este modo de reproducao
despertou o interesse de pesquisadores da area de
biotecnologia. Os genes responséaveis pela apomixia sao
considerados de interesse para espécies de importancia
agrondmica em frente aos recursos da engenharia genética
e transformacao de plantas. Entre outras perspectivas de
aplicacao destes genes esta a possibilidade de sua transfe-
réncia para cultivares elite, ou hibridos o que permitirad sua
perpetuacdo por sementes, reduzindo custos de producao
e trazendo ao agricultor, autonomia para producéao de suas
proprias sementes. Também, transformar espécies normal-
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mente multiplicadas por estaquia em apomiticas, diminuira
a incidéncia de doencas transmitidas por virus, mantendo
as vantagens da clonagem.

O modo de reproducdo apomitico caracteriza-se pelo
desenvolvimento autdnomo de um embrido, isto é, sem
fecundacao da oosfera, gameta feminino. Deste modo, a
oosfera contém exclusivamente os cromossomos
somaticos maternos, e a planta gerada apresenta constitui-
cao genética idéntica a planta-mae. Em plantas que se
reproduzem sexualmente, o saco embrionario é originario
da célula-mae do megéasporo, apds reducao meidtica. Na
apomixia diplospdrica, a célula-mae do megasporo nao
sofre divisdo meidtica ou sofre uma meiose incompleta,
levando a formacdo de um saco embrionério ndo-reduzido.
Na apomixia apospdrica, células nucelares somaticas
diferenciam-se (células iniciais apospdricas) dando origem
a sacos embrionérios nao-reduzidos (Nogler 1984, Asker e
Jerling, 1992).

Em vérias espécies de Brachiaria foi observado, dentro de
uma mesma espécie, tanto acessos com modo de reprodu-
c¢ao apomitico quanto com modo de reproducao sexual
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(Valle 1990). No Brasil, esta forrageira de origem africana
apresentou excelente adaptacao a regido de cerrados e
estima-se uma area plantada de cerca de 40 milhdes de
hectares (Macedo, 1995). Praticamente duas espécies sédo
cultivadas nesta area: B. brizantha e B. decumbens,
seguidas pela B. ruziziensis. Por sua importancia como
forrageira a Embrapa introduziu uma colecao de
germoplasma de Brachiaria no pais e implantou um
programa de melhoramento genético na Embrapa Gado de
Corte, Campo Grande-MS. Verificou-se que, entre as 13
diferentes espécies com cerca de 435 acessos, encontra-
vam-se predominantemente tetrapldides apomiticas. Em
algumas espécies, como B. brizantha e B. decumbens
foram caracterizadas variedades sexuais dipldides e
apomiticas tetrapléides (Valle & Savidan 1996). Andlises
em progénie de cruzamentos interespecificos sugerem que
a heranca da apomixia é dominante e ligada a um Unico
locus genético (Valle et al. 1994).

A preocupacao de aumentar a base genética de Brachiaria
nas pastagens aponta diferentes demandas do melhora-
mento. Primeiramente, é necesséria a obtencao de novas
variedades: sexuais tetrapléides e apomiticas dipldides que
permitam cruzamentos intraespecificos, sobretudo dentro
das espécies de B. brizantha e B. decumbens. Isto porque
atualmente, todo o programa de melhoramento de
Brachiaria utiliza como progenitor feminino uma Unica
espécie de B. ruziziensis tetrapléide artificial. A quebra da
apomixia nestas variedades permitird a introducéao, por
cruzamentos, de novas caracteristicas agrondmicas. A
identificacdo de marcadores moleculares permitira a triagem
precoce de variedades dos modos de reproducéo sexual e
apomitico, sem necessidade de chegar-se a floracdo para
andlise de sacos embrionarios. Finalmente, a identificacao
de genes responsaveis pela apomixia possibilitara o
controle deste modo de reproducéao, visando impedir sua
expressao quando a introducdo de novas caracteristicas for
de interesse.

Neste cendrio, um projeto de estudo da apomixia foi
lancado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia-DF, em 1995 dentro do Programa de Pesquisa
Béasica em Biotecnologia. Realizou-se um estudo compara-
tivo dos mecanismos de reproducao apomitico e sexual
nas espécies B. brizantha e B. decumbens por estas
apresentarem os dois modos de reproducéao (Dusi e
Willemse, 1998, 1999a, b; Aradjo et al. 2000). A
inflorescéncia de braquiaria € uma panicula com dois a
cinco racemos que sustentam as espiguetas dispostas em
duas fileiras. Normalmente, a floracdo das plantas de
braquidria no Brasil se d& no periodo que vai de dezembro
a julho. A espigueta contém duas flores sendo uma
hermafrodita, composta de trés anteras e um pistilo com
um ovario e um sé 6vulo. A outra flor, estaminada,

apresenta trés anteras. A diferenca mais visivel entre as
plantas apomiticas e sexuais esta na estrutura dos sacos
embriondrios localizados dentro dos évulos. A apomixia
descrita é do tipo apospdrica, e o saco embrionério do tipo
Panicum com quatro nucleos, enquanto as plantas sexuais
apresentam sacos embrionarios do tipo Polygonum com
oito ou mais nucleos.

Estabeleceu-se método de regeneracao de plantas por
organogénese a partir de tecidos meristematicos (Carneiro
et al. 1995) e embriogénese a partir de embrides maduros
(Lenis-Manzano 1998; Costa et al. 2001) e embrides
imaturos (Rodrigues-Otubo et al. 2000). Foram obtidas
plantas de B.brizantha e B.decumbens com o nimero de
cromossomos duplicados a partir de variedades sexuais
dipldides (Pinheiro et al. 2000). Anélises das primeiras
floracdes apontam para manutencao do modo de reprodu-
cao sexual (Pozzobon & Araujo 1997) e a estabilidade do
numero de cromossomos duplicados seréa verificada na
progénie destas plantas. Um método de transformacao
genética por biobalistica em embrides maduros foi também
desenvolvido em colaboracdo entre a Embrapa e o CIAT
(Lenis-Manzano 1998; Lentini et al. 1999) e, atualmente,
busca-se a confirmacao de eficiéncia de diferentes promo-
tores para trabalhos de transformacdo com genes de
interesse (Silveira et al. 2000)

Verificou-se que as etapas de desenvolvimento de plantas
de Brachiaria relacionadas a megasporogénese se dao em
estagios precoces do desenvolvimento do ovario (Gobbe
et al. 1982; Lutts et al. 1994; Dusi & Willemse 1998;
1999a; 1999b; 1999c; Araujo et al. 2000). Estes
ovérios foram caracterizados pelo tamanho e aspecto dos
estigmas, ainda dentro da flor. Nos estagios relacionados a
megagametogénese encontram-se estigmas plumosos em
ovarios maiores, em estagios anteriores a antese. Portanto,
para se identificar genes responsaveis pela programacéao da
formacao de um saco embriondrio em apomitico é necessa-
rio que esta busca seja realizada em estagios precoces de
desenvolvimento do ovério. A técnica denominada
“Differential Display PCR (DDPCR)” foi utilizada para
comparar o perfil de expressao génica em ovérios de
plantas apomiticas e sexuais. Através dela, 60 seqiiéncias
de c-DNA amplificadas por PCR de mRNA dos ovaérios das
plantas sexuais e apomiticas foram isoladas em um
primeiro passo para a caracterizacao do genoma funcional
desta forrageira (Rodrigues et al. 2001).

Foram identificados marcadores moleculares que segregam
com o carater apospérico em B. brizantha. Utilizando
seqliéncias derivadas de milho, esses marcadores foram
localizados no cromossomo 5 de seu genoma (Pessino et
al. 1997; 1998). Leblanc et al. (1997) isolaram fragmen-
tos de cDNA especificos de plantas apomiticas pertencen-




tes a uma populacao segregante originada de cruzamen-
tos entre B.brizantha (apomitica) e B.ruziziensis (sexual).
A identificacdo de marcadores moleculares para a
apomixia permitird ao melhoramento a selecdo precoce do
modo de reproducao, aumentando a eficiéncia na identifi-
cacdao das progénies antes de leva-las ao campo.

A formacao da semente na planta apomitica foi observada
em B. brizantha (Alves 2000). O pélen produzido por
estas plantas é reduzido, contem trés nucleos e sua
viabilidade e didmetro variam ao longo do periodo de
floracdo. A pseudogamia foi evidenciada em B.brizantha
observando-se a ndo formacao de sementes em plantas
com estigmas excisados e a fertilizacdo do nucleo polar
pelo gameta masculino foi visualizada por microscopia
Otica (Alves et al. 2001).0 embrido partenogenético é
oriundo da oosfera e o desenvolvimento inicial do
endosperma é do tipo nuclear-livre e estd sempre associa-
do a presenca de um embrido. Andlises citogenéticas do
endosperma confirmam a taxa de 2:1 na contribuicdo dos
genomas materno: paterno, respectivamente.

A continuidade deste trabalho deveréa contribuir de
maneira direta ao melhoramento genético de Brachiaria
pela obtencédo de novos cultivares e identificacdo de
marcadores moleculares, bem como pelo desenvolvimento
de estratégia de transformacao genética que permitira
trazer novas caracteristicas a estas plantas, independente-
mente da compatibilidade.
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