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Apresentacao

O avancgo do conhecimento cientifico demonstra ser fundamental para a agricultura brasileira, ge-
rando maior qualidade e eficiéncia na produgéao pela introdugédo de novas tecnologias que buscam
beneficiar maior nimero de pessoas e preservar a sustentabilidade ambiental. A introducdo de
ferramentas da biotecnologia no melhoramento genético amplia seu alcance em diversas areas da
pesquisa.

Diferentes produtos representam o sucesso da agricultura no Brasil, por seu valor bruto de produ-
¢ao, sendo os principais: a soja; seguida da carne bovina; milho; leite, frango. As pastagens de bra-
quiaria mostraram ser essenciais ao sucesso da criagdo de gado no Brasil, visto que a maior parte
dos animais é criada a pasto. As forrageiras originarias da Africa, foram introduzidas no Brasil nos
anos 60. Em 1984, a Embrapa langou o acesso Brachiaria brizantha cv. Marandu que ainda hoje é
cultivado em extensa area de pastagens.

A Embrapa investe em diversas linhas da pesquisa relacionadas ao melhoramento genético de for-
rageiras, no qual a demanda de diversificagdo das pastagens € um ponto importante. A equipe da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia vem pesquisando a biotecnologia da apomixia em
braquiaria, visando ampliar a variabilidade genética dessas forrageiras pelo dominio de seu modo
principal de reprodugéo, reproducao assexual por apomixia. Na reprodugédo apomitica sdo gerados
clones idénticos a planta mae por meio de sementes, acarretando baixa diversidade genética.

E com satisfacdo que apresentamos esse trabalho, na certeza que contribuira & compreenséo do
modo de reproducdo de braquiaria e ao incremento da pesquisa na area. Nele é narrado o avango
do conhecimento da apomixia de braquiaria, resultante do trabalho da equipe da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia em diferentes projetos de colaboracao, e suas referéncias bibliograficas
associadas. Sao descritos os principais processos do desenvolvimento reprodutivo de braquiaria,
identificados por sua associagdo com a apomixia, as metodologias, os bancos genéticos e genes
associados ao desenvolvimento reprodutivo.

Maria Cléria Valadares Inglis
Chefe-Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



Sumario

[ a1 (oo [¥[o7=To TR R SUPPPPRPPP 6
Estabelecimento de campos experimentais para estudos biotecnoldgiCos ........ccooveviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 7
Caracterizagéo de processos associados ao desenvolvimento reprodutivo de braquiaria ...............ccccceeenee 8
Bancos gendmicos de RNA € MICIrO RNA ... e ittt e e e e e e e e e e e e e e s annees 9
Perfil de expressao génica na reproducao apomitiCa € SEXUAI ........cooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 10
Metodologias deSENVOIVIAAS ........coiuiiiiiiiie et e e e e e bt e e e e e e ae e e e e anneees 12
L070] 41710 (=] r=ToTo LTS 1 0= L RPN 14

(RO 0=] (o1 1= 1= 15



6 DOCUMENTOS 384

Introducao

Na natureza, as plantas podem se reproduzir de modo sexual ou assexual. Na reprodugao sexual
novas combinagdes genéticas sao geradas, aumentando as chances de sobrevivéncia das espé-
cies, pois a variabilidade genética pode gerar individuos mais aptos a sobrevivéncia em ambientes
diversos. Na reproducéo assexual, clones sao produzidos a partir de partes da planta como caules,
raizes, folhas rizomas, brotos, bulbos e tubérculos ou por apomixia, na qual os clones da planta-mae
sao gerados a partir de sementes. Em plantas apomiticas, embrides s&o derivados diretamente de
células somaticas dos 6vulos, apomixia esporofitica, ou por desenvolvimento auténomo da oosfera,
semelhante a partenogénese, de gametoéfitos femininos nao reduzidos, apomixia gametofitica.

No melhoramento genético de plantas, a reproducao sexual permite a introdugéo de novas caracte-
risticas por cruzamentos controlados, levando a geracao de hibridos com as qualidades de interes-
se. Perpetuar e multiplicar estes hibridos, por meio da apomixia, possibilitando sua propagagéao por
meio de sementes é um grande desafio da biotecnologia e do melhoramento genético. O potencial
de aplicagdo da apomixia na agricultura abrange a fixacdo de genétipos superiores, via semente
apomitica, a produgdo em massa de gendtipos economicamente importantes pela facilidade em
produzir hibridos sem necessidade de emasculagéo ou isolamento. A identificagdo de genes asso-
ciados diretamente a este processo abre a possibilidade de promover sua expressdo em diferentes
espécies, sendo considerada como um ponto de extrema importadncia em culturas de interesse
comercial, pela possibilidade de levar gendtipos de diferentes espécies a clonagem por meio de
sementes (Fiaz et al., 2021). Varios grupos de pesquisa no mundo tém trabalhado na pesquisa da
apomixia, em diferentes espécies (Hand; Koltunow, 2014; Mancini et al., 2014; Conner et al., 2015;
Ronceret; Vielle-Calzada, 2015; Sailer et al., 2016; VanDijk et al., 2016; Albertini et al., 2019; Fei et al.,
2019; Hojsgaard, 2020; Fiaz et al., 2021). No Brasil, na Embrapa, o estudo da apomixia tem
sido principalmente focado em braquiaria (Vigna et al., 2016; Cabral et al., 2018). Essas
forrageiras apresentam importéncia estratégica para o Brasil pela dimensdo da area utilizada
para pastagem bovina, sendo a maior parte de variedades apomiticas, ou seja de baixa
diversidade (Miles et al., 1996; Valle; Savidan, 1996; Araujo et al., 2008; Valle et al., 2009).

No Brasil, algumas espécies de braquiaria, gramineas oriundas da Africa, mostraram excelente
adaptacdo as nossas condi¢des de cultura (Valle et al., 2004) e ocupam a maior parte da area de
pastagens cultivadas no Pais, mantendo a criagdo de um rebanho bovino estimado em 209
milhdes de cabecgas (Araujo et al., 2008; Jank et al., 2014). Grande parte das espécies de
braquiaria se reproduz por apomixia (Valle et al., 2004). A reproducao sexual, por meio da
recombinagdo de alelos dos progenitores, promove a variabilidade genética. No caso da
reproducdo assexual, ndo ocorre a recombinacdo genética e sdo gerados novos individuos
idénticos aqueles que os originaram. No caso das plantas apomiticas de braquiaria,
normalmente os cruzamentos com plantas sexuais € dificultado, ndo sé pela apomixia, mas
também pela diferenca de ploidia entre as plantas sexuais e apomiticas. As pesquisas em
apomixia visam permitir o controle da reprodugcdo em plantas sexuais e apomiticas, por
diferentes técnicas de mutagénese, engenharia genética ou edigdo génica, entre outras
(Hojsgaard, 2020). O sucesso dessa estratégia viabilizara a modificagdo do modo de
reproducédo e obtencdo de novas variedades de plantas de interesse, a partir de plantas sexuais
ou apomiticas.

A pesquisa dos mecanismos celulares e moleculares da reprodugdo sexual e apomitica €
realizada principalmente na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em colaboragédo com
outras unidades da Embrapa e com Universidades do Brasil e estrangeiras. Na area de Biotecnologia
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em colaboragédo estreita com a equipe de
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Melhoramento de forrageiras da Embrapa Gado de Corte, buscamos o conhecimento e controle dos
mecanismos celulares e moleculares desses modos de reprodugao (Carneiro et al., 2003), baseado
principalmente na comparagao de plantas (Dusi; Willemse, 1999; Araujo et al., 2000) de braquiaria
das espécies Urochloa eminii (syn. Brachiaria decumbens)', e U. brizantha (syn. B. brizantha)',
as quais apresentam os dois modos de reproducio. Esta parceria vem contribuindo ao avanco do
conhecimento e geracado de novos cultivares. Este Documento apresenta os principais avangos
da pesquisa nas linhas da biologia celular e molecular vegetal na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, as perspectivas de avangos na area e o impacto destes resultados.

Estabelecimento de campos experimentais para estudos
biotecnoldgicos

Na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram estabelecidos canteiros de varias espécies
de braquiaria, introduzidas a partir de mudas provenientes da Embrapa Gado de Corte. Além de cul-
tivares e acessos de U. brizantha, U. eminii e U. dictyoneura (syn. B. humidicola)', o campo possuli
progénie dos cruzamentos intraespecificos entre um parental apomitico e um de reproducao sexual
da mesma espécie de U. eminii e de U. dictyoneura, além de plantas de U. brizantha duplicadas
artificialmente (Tabela 1). Nas populagdes intraespecificas observou-se segrega¢céo do modo repro-
dutivo, constituindo um importante material para a identificagcdo de fatores que possibilitem a ma-
nipulagao da apomixia, utilizado em estudos de caracterizacao morfolégica, expressao diferencial
de genes relacionados ao processo de apomixia e no desenvolvimento de metodologias e bancos
gendmicos. Nas plantas duplicadas artificialmente, o modo de reprodugéo sexual foi mantido, mos-
trando que a duplicacdo do numero de cromossomos de plantas, por si s0, nao altera seu modo de
reproducéo. Além dos canteiros, amostras sdo mantidas em casa de vegetacéao.

Tabela 1. Acessos e hibridos de espécies de braquiaria e de progénie derivada de polinizagdo aberta de plantas com
nuamero de cromossomos duplicado.

Acesso

Espécie

“
Urochloa eminii D4 D58
Urochloa dictyoneura H31 H16
Urochloa brizantha B105 B30

Cruzamento

“
U. eminii D24/27 x D62 R14 R24 R33 R68 R91 R23 R41 T25 R86 R134
U. dictyoneura H31 x H16 PL2 PL64  PL216  PL350 - PL3 PL88  PL120 - -
U. brizantha c14 ™ 31 41 42 43 48 S = = > =

™ C14 = B105 com numero cromossémico duplicado, progénie de polinizagéo aberta.

1 Aclassificagéo de espécies de braquiria foi revista. Os autores adotaram neste Documento a classificagdo recomendada no “The World Flora online - WFO" na qual Brachiaria brizantha tornou-se sinonimia de Urochloa

; B. eB. iziensis sao sinonimias de Urochloa eminii; B. humidicola é sinonimia de U. dictyoneura.
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Caracterizacao de processos associados ao desenvolvimento
reprodutivo de braquiaria

Para identificar precisamente os pontos-chave de diferenciagdo da reprodugao sexual e apomitica,
os processos especificos e diferenciados foram analisados em diversos momentos do desenvolvi-
mento de anteras e ovarios de plantas sexuais e apomiticas de espécies de braquiaria (Tabela 2).
Em duas espécies de braquiaria, em plantas apresentando sexualidade ou apomixia, foram carac-
terizados morfologicamente os estadios de desenvolvimento do évulo e saco embrionario, desde
o inicio da megasporogénese, megagametogénese e formacdo da semente. Dados da fisiologia
do desenvolvimento reprodutivo como ocorréncia de aborto, alteragbes do metabolismo de car-
boidratos e outros foram observados. Essa caracterizacdo minuciosa langou luz sobre o processo
sexual e apomitico, servindo de base para os estudos moleculares e para o desenvolvimento de

metodologias.

Tabela 2. Caracterizagao de processos associados ao desenvolvimento reprodutivo de espécies de braquiaria.

Processo
Diferenciacao de saco embrionario

Deposicéo de calose durante a
megasporogénese e microsporogénese

Metabolismo de carboidratos em évulos de
plantas

Atividade e localizagédo das enzimas sacarose
sintetase e invertase

Desenvolvimento reprodutivo

Formagao de sementes
Desenvolvimento do microgametdfito

Descricdo de meiose em plantas
autotetraploides

Desenvolvimento do saco embrionario
aposporico do tipo Panicum e meiético do tipo
Polygonum

Pseudogamia

Distribuicdo de mRNA e RNA total em 6vulos

Apomixia facultativa em acessos de braquiaria

Reprodugéo de plantas duplicadas
artificialmente

Aborto de sementes

Alopoliploidia
Embriogénese somatica e organogénese

Desenvolvimento de anteras in vivo e in vitro

Planta

Urochloa spp.

Urochloa eminii

U. eminii

U. eminii

U. eminii

Urochloa brizantha

U. eminii
U. brizantha

U. brizantha

U. eminii
U. brizantha

U. brizantha

U. eminii

Urochloa spp.

U. brizantha

U. brizantha

U. brizantha

U. brizantha

U. brizantha

Referéncia

Pozzobon e Araujo (1997, 1998)

Dusi e Willemse (1999)

Dusi e Willemse (1999)

Dusi e Willemse (1999)

Dusi e Willemse (1999)
Alves et al. (1999)

Dusi e Willemse (1999), Dusi (2001),
Koehler et al. (2020, 2022)

Pozzobon et al. (1999)

Dusi e Willemse (1999a, 1999b) e
Araujo et al., (2000)

Alves et al. (2001)
Dusi (2001)

Araujo et al. (2004)
Araujo et al. (2005)

Araujo et al. (2007)
Nielen et al. (2010)

Lenis-Manzano et al. (2010), Cabral et al.
(2011, 2015)

Koehler et al. (2022)
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Bancos gendmicos de RNA e micro RNA

A pesquisa em apomixia, do tipo aposporica, revela os mecanismos celulares e moleculares en-
volvidos na formacao de gametdfitos nao reduzidos a partir de células somaticas, as células apos-
poricas iniciais. Uma das hipoteses consideradas é que a iniciagcdo da aposporia decorra de uma
desregulacao de programas gametofiticos, hipétese discutida por estudos de conteudo genémico,
poliploidia e distribuicdo geografica de espécies apomiticas (Carman, 1997). Posteriormente, estu-
dos com marcadores de identidade celular mostraram que a via de reprodugao sexual e apomitica
compartilham mecanismos moleculares, levantando novamente a possibilidade que a apomixia se
inicia pela ativagdo de um programa gametofitico em células somaticas, ou seja, uma desregulagao
do programa gametoitico em células esporoiticas do 6vulo (Tucker et al., 2003).

A expressdo de genes em ovarios ha megasporogénese e megagametogénese de plantas
sexuais e apomiticas foi analisada por differential display PCR (DDPCR) (Rodrigues et al., 2003),
bancos de cDNA (Silveira et al., 2012) e por RNA-seq (Carneiro et al., 2013) e indicados genes de
expressao diferencial em plantas sexuais e apomiticas que vém sendo avaliados por analises
in planta sobre a relagdo com a expressao da apomixia. A montagem de sequéncias expressas
em ovarios baseada no genoma de U. eminii (syn. B. ruziziensis) (Carneiro et al., 2013)
levou, por sua vez, a identificacdo de cerca de 31 mil sequéncias. Destas, 682
apresentavam expressado diferencial, sendo a maioria (482) de regulacdo positiva em
ovarios de plantas apomiticas. Genes de estadios de desenvolvimento especificos,
possivelmente associados ao inicio da apomixia e ao desenvolvimento autbnomo do
embrido, também foram verificados. Os niveis de expressdo relativa dos transcritos
foram validados e andlise de ontologia génica foi realizada, apontando os principais
processos metabdlicos ou de sinalizacdo associados a diferenciagdo do SE (saco
embrionario) em ambos os modos de reproducdo (Tabela 3). Estas sequéncias foram
depositadas em bancos de dados da Embrapa e estdo sendo analisadas para caracterizagao

molecular deste modo reprodutivo.

A geracdo de bancos de sequéncias de mRNAs e RNAs pequenos, a partir de gendtipos
de Urochloa spp., tem possibilitado analise robusta da expressao diferencial. Amostras de mRNA
dos gendtipos, designados por seus codigos experimentais, de U. eminii sexual R14, R24, R68,
R91 e apomitico D62, R23, R41, T25, R86 e U. dictyoneura sexual PL2, PL64, PL350 e apomitico
H16, PL3, PL88 (Tabela 1) foram sequenciadas em plataforma lllumina. Plantas dos
genodtipos B105 e B30 de U. brizantha tiveram seus genomas parcialmente sequenciados em
plataforma lllumina, com cobertura aproximada de 80 vezes e 87 vezes, respectivamente.

Tabela 3. Ativos pré-tecnoldgicos: bancos de sequéncias de braquiaria.

Origem do Banco Resultado Referéncia

) - L A A ~
DDPCR®" de ovarios e flores de Urochloa eminii na Uma sequéncia génica com expressdo em Pozzobon e Araujo (1997, 1998)

esporogénese e gametogenese proembrides de plantas APO de 11 sequéncias
DDPCR de ovarios de Brachiaria brizantha na Onze sequéncias génicas diferencialmente . )

N . Dusi e Willemse (1999)
esporogénese e gametogenese expressas em 65 sequéncias
RNA Seq de ovarios de Brachiaria brizantha em 682 sequéncias génicas diferenciais. Detecgao
dois estadios da esporogénese e dois da de sequéncias diferencialmente expressas em Dusi e Willemse (1999)
gametogenese momentos chave da reprodugao

1.832 ESTs montados como contigs: 240
EST de ovarios de Brachiaria brizantha APO e SEX  clusters e 1.592 singletons. Classificagao
em megasporogénese e megagametogénese funcional de 257 contigs. EST detectados

preferencialmente em ovarios de APO

Dusi e Willemse (1999)

Micro RNAs de acessos parentais e progénies em

PO ; " Em analise Dusi e Willemse (1999)
estadio inicial da microsporogénese

Banco gendémico de Brachiaria brizantha APO e SEX Montagem parcial dos genomas Alves et al. (1999)

™ DDPCR = Droplet Digital Polymerase Chain Reaction; APO = apomitico; SEX = sexual.
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Perfil de expresséo génica na reproducao apomitica e sexual

Considerando que a diferenciagao na via de reprodugéo apomitica e sexual ocorre por uma diferen-
ciacado na expressao de genes, nossa equipe realiza a comparagao do perfil de expresséo génica
nos 6rgaos e tecidos, em momentos precoces e especificos do desenvolvimento de ovarios, nos
quais as principais diferencia¢cdes morfolégicas foram detectadas (Tabela 4).

Dentre os genes detectados em estudos de expressao diferencial, alguns se destacam por estarem
em vias de sinalizagdo moleculares que controlam outros processos biolégicos, como,por exemplo,
o fator de transcrigao (FT) MADS AGL6 (Guimaraes et al., 2013) e o receptor do hormdnio giberelina
GID-1 (Ferreira et al., 2018). Giberelina atua, entre outros processos, na transicdo do crescimento
vegetativo para o floral (Yu et al., 2012). Giberelinas promovem a degradagao de proteinas DELLA,
que sao inibidoras de fatores de transcrigcdo do tipo sporocyteless, SPL. Giberelina também atua
para diminuir a concentracdo do microRNA precursor - miR156, um regulador negativo de SPL.
Uma vez liberado de repressores, fatores de transcricao SPL induzem a expressao de outro gene
miR, miR172, que degrada APETALA2 (AP2), um repressor de florescimento (Spanudakis; Jackson,
2014). Na auséncia de AP2, genes que promovem o florescimento sdo ativados, particularmente
fatores de transcricao MADS que ativam a expressdao de FLOWERING TIME (FT) (Yu et al., 2012).
Portanto, percebe-se claramente uma interagéo entre a regulacao de fatores de transcricao MADS,
o hormdnio giberelina e microRNAs que regulam um importante processo bioldgico na reproducéo
de plantas (Yu; Wang, 2020). Em braquiaria, o FT MADS AGL6 e o receptor de giberelina GID-1
mostraram padréo de localizacao de expressao idénticos, estando presentes na célula mae do me-
gasporo (CMM) em plantas sexuais, e na planta apomitica encontram-se na CMM e ao seu redor, no
nucelo, onde normalmente surgem as células apospéricas iniciais. E possivel que um mecanismo
de controle parecido com o descrito para a transigdo de meristema vegetativo para meristema floral
esteja presente no controle do processo de esporogénese em plantas sexuais, restringindo o surgi-
mento de células gametofiticas em plantas sexuais, e que esse mecanismo tenha sido desregulado
em plantas apomiticas. A expressao ectépica de BbrizGID-1 no évulo de Arabidopsis promove o
surgimento de células semelhantes a CMM no nucelo (Ferreira et al., 2018), o que corrobora essa
hipotese.

Tabela 4. Ativos pré-tecnologicos: genes de braquiaria de expressao analisada quanto a associagdo com a apomixia e o
desenvolvimento reprodutivo.

Associagao com o modo

: Referéncia
reprodutivo

Similaridade sugerida

Genes da via de

ggz;gggz; transdugéo de sinais da Marcador de embriogénese Dusi (2001) e Koehler
BbrizSERK3 e'mt')rllogenese somatica e somatica e zigética et al. (2020)
zigotica
BbrizAQP Aquaporina DESEMEMINEID ¢lo EEED Alves et al. (2007)
embrionario aposporico
BbrizMAPK Proteina quinase Expressédo em sinérgides de saco Alves et al. (2007)

mitogenica embrionario aposporicos

Continua...
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Tabela 4. Continuagéo.

Similaridade sugerida

Associagdo com o modo
reprodutivo

Referéncia

Expressdo em saco embrionario

BbrizMYO Miosinas aposporico e, sexual em estadio Alves et al. (2007)
mais avangado.
UBCE (enzima conjugante
G de ubiquitina) E1F4A (fator
riz de iniciagdo eucariotica = i -
BbrizE1F4A 4A) SIEIEESED G (265 6 ST Silveira et al. (2009)
. de Urochloa
BbrizEF1
EF1 (fator de elongacao
1 alfa)
. Expressédo em células nucelares
BbrizHelic Hellcase - Sl de potencial desenvolvimento de Silveira et al. (2012)
like protein Al
. Expresséao no inicio de
BbrizRan Protemé RAN (.ja desenvolvimento de ovarios Silveira et al. (2012)
regulacdo do ciclo celular oy
apomiticos
Expressao no inicio de
BbrizSec13 Proteina tipo Sec 13 desenvolvimento de ovarios Silveira et al. (2012)
apomiticos
STH (stress induced 1) e 8 T T i i
BbrizSti1 proteina, envolvida em - . ~ Silveira et al. (2012)
aposporica e célula mae do
resposta a estresse. .
megasporo
BbrizRPS15a Proteinas ribossomais S15 Sinérgides de apomiticos Lacerda et al. (2012)
Tecidos mitoticamente ativos, no
BbrizRPS8 Proteinas ribosomais S8 inicio do desenvolvimento das Lacerda et al. (2012)
BbrizRPL41 e L41 anteras, e todo desenvolvimento ’
de ovarios
BbrizAGL6 B.brizantha sex e apo Formagédo do saco embrionario glg%e;raes aitell
GID1 & um receptor de Células nucelares de potencial
Bbriz GID1 P desenvolvimento de célula inicial Ferreira et al. (2018)

MAP3K-Coding
QGJ

giberelina

The MAP3K-Coding QUI-
GON JINN (QGJ)

aposporica

Reprimido em célula inicial
aposporica de braquiaria

Mancini et al. (2018)

Adesregulacao de genes da reproducao sexual em plantas apomiticas também pode ser evidencia-
da por meio da anélise de mutantes de plantas sexuais, contendo os genes em estudo silenciados
ou superexpressos, particularmente na planta modelo Arabidopsis, em que alteragdes no desenvol-
vimento morfolégico associadas a apomixia aparecem (Ferreira et al., 2018). Esse € o caso do sur-
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gimento de células germinativas que se diferenciam a partir de células somaticas do nucelo, como
quando ha muta¢des em determinados genes da via de producéo de pequenos RNAs que controlam
a expressao de retrotransposons em Arabidopsis (Olmedo-Monfil et al., 2010). Essa caracteristica,
que é uma perda do mecanismo de restricdo para evitar que varias células adquiram o potencial
germinativo, ocorre na apomixia gametofitica denominada aposporia, presente em Urochloa. Um
grupo de mutantes também mostrou a capacidade de produzir endosperma sem a fertilizagao da
célula central, caracteristica de plantas apomiticas autbnomas, como Hieracium (Chaudhury et al.,
2001; Koltunow; Grossniklaus, 2003). Nos mutantes de Arabidopsis, denominados fis (Fertilization
Independent Seed) as mutagdes foram mapeadas em grupos de genes pertencentes a um comple-
X0 repressor transcricional denominado Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2), também conser-
vado em animais (Kinoshita et al., 2001). Esse complexo € composto por varias proteinas cuja fun-
cao é silenciar a expressao de genes alvo através de modificagdes epigenéticas, especificamente
pela atividade histona metiltransferase (H3K27). Devido a seu fendtipo similar ao desenvolvimento
autébnomo do endosperma em Hieracium, estudos funcionais para diminuir a expressao de um dos
membros do complexo, FIE (Fertilization Independent Endosperm), mostrou que o gene é essencial
para formacao da semente na planta apomitica e sexual, porém nao forma interagdes com outros
membros do complexo como descrito em Arabidopsis (Rodrigues et al., 2008). Nossa equipe isolou
o homologo de FIE, BbrizFIE, e pode-se verificar que nao ha diferenca transcricional entre a planta
apomitica e sexual durante o desenvolvimento do ovario, no entanto, observou-se expressao dife-
rencial durante as fases iniciais do desenvolvimento da antera, no meristema e flores (Rodrigues et al.,
2010). Similarmente, dois homdlogos desse complexo também foram analisados quanto a ex-
presséao, BbrizSWN e BbrizCLF, tendo o mesmo padrao de expressao de BbrizFIE (Rodrigues et al.,
2011). Estudos de localizagcdo de expressao utilizando whole mount mostraram que em ambos os
casos, a expressao inicia cedo na diferenciacado da flor, no meristema e nos primoérdios do estame
e do pistilo. Nao esta claro qual a funcéo desse complexo em tecidos masculinos no inicio do de-
senvolvimento em plantas apomiticas. Como a apomixia pode ser transmitida via polen para plantas
sexuais e é um carater dominante, é possivel que modificagcdes epigenéticas sejam necessarias no
gametofito masculino para que isto ocorra.

Ha evidéncias de que alguns microRNAs podem estar envolvidos nos diferentes tipos de reprodu-
¢ao. Nossos estudos tém como perspectiva a definigdo da correlagdo quando comparados genéti-
pos apomiticos e sexuais em diferentes espécies: U. brizantha, U. eminii e U. dictyoneura.

Metodologias desenvolvidas

Visando apoiar analises de expressao génica e melhoramento genético, foram desenvolvidos ativos
pré-tecnoldgicos nas principais linhas de pesquisa da equipe (Tabela 5). Uma vez que a diferen-
ca de niveis de ploidia, entre as plantas de reproducéo sexual diploides e apomiticas tetraploides
(Penteado et al., 2000), torna-se um fator limitante a cruzamentos intraespecificos, foram desen-
volvidas metodologias para duplicar a ploidia de plantas sexuais e, deste modo, viabilizar os cruza-
mentos. Algumas delas mostraram-se apropriadas a utilizagdo direta no programa de melhoramen-
to genético dessas forrageiras. Como exemplo citamos a metodologia de duplicagdo do numero
de cromossomos in vitro. A geracao de plantas duplicadas evidenciou a manutengdo do modo de
reproducdo por sexualidade nas plantas que tiveram o numero de cromossomos duplicado artifi-
cialmente (Pinheiro et al., 2000; Araujo et al., 2005; Cabral et al., 2016). Plantas sexuais
duplicadas de Urochloa spp. estao sendo empregadas na produgéo de linhagens intraespecificas
na Embrapa Gado de Corte.
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Tabela 5. Ativos pré-tecnoldgicos: metodologias desenvolvidas.

Metodologia

Introdugéo in vitro, micropropagacao e conservacao

Selegéo de promotores exdgenos para transformagao

genética.

Duplicacdo de numero de cromossomos e evidéncias

da manutenc¢do do modo de reproducgao.

Prospecc¢éo de cepas de Agrobacterium spp. para a

transformacao genética de braquiaria
Embriogénese somatica repetitiva
Microdissecgéo de évulos por captura a laser

Indugcéo de embriogénese somatica em folhas

Fertilizagao in vitro

Embriogénese somatica induzida em embrides de
sementes maduras

Organogénese a partir de sementes maduras

Regeneracao de plantas a partir de calos
embriogénicos

Regeneracao de plantas a partir de suspensées
celulares

Transferabilidade de microssatélites

Transformagdo genética de calos embriogénicos e
células em suspensao por biobalistica

Andlise da expressao de genes em células em
suspenséo por hibridizagdo in situ por whole mount

Selecao rapida dos diferentes estadios de
desenvolvimento da antera baseada em
identificadores morfolégicos comuns a varias
espécies

Planta

Brachiaria spp.
e Urochloa spp.

B. brizantha

Brachiaria spp.
e Urochloa spp.

Brachiaria spp.
e Urochloa spp.

B. brizantha

B. brizantha

B. brizantha

Brachiaria spp.
e Urochloa spp.

B. brizantha

B. brizantha

B. brizantha

B. brizantha

Brachiaria spp.
e Urochloa spp.

B. brizantha

B. brizantha

B. brizantha
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Referéncia

Pinheiro et al. (2000) e Cabral et al.
(2003, 2011)

Silveira et al. (2003)

Pinheiro et al. (2000), Cabral et al.
(2003) e Araujo et al. (2005)

Cabral et al. (2005)

Cabral et al. (2006, 2011, 2016)
Silveira et al. (2007)

Cabral et al. (2008)

Dusi et al. (2010)

Lenis-Manzano et al. (2010)

Cabral et al. (2011)

Cabral et al. (2015)

Cabral et al. (2015)

Buso et al. (2016)

Cabral et al. (2018)

Koehler et al. (2021)

Koehler et al. (2022)

Ha alguns anos busca-se estabelecer metodologia de regeneracgao eficiente pela cultura de tecidos
de braquiaria. Verificamos que como outras monocotileddneas sdo em geral consideradas mais
recalcitrantes a transformagao genética do que as dicotiledéneas. Isso se deve em parte a respos-
ta dessas plantas a cultura in vitro. Assim, foram desenvolvidas metodologias para incrementar a
eficiéncia da cultura de tecidos, do modo de introdugao do gene exdgeno e da detecgao de genes
associados a reproducao (Cabral et al., 2011, 2015, 2016, 2018). A indugéo de calos, usando se-
mentes maduras de braquiaria como explante inicial, foi relatada em quatro espécies (Tohme et al.,
1996). Em seguida, foram determinados os parametros fisicos do bombardeamento de embrides
maduros de braquiaria, para a transformagéo via embriogénese somatica (Lenis-Manzano, 1998).
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Em U. eminii, embrides somaticos e multipla brotacdo foram obtidos de meristemas apicais (Ishigaki
et al., 2009), calos embriogénicos mostraram-se mais aptos a transformagao genética do que me-
ristemas apicais (Ishigaki et al., 2012).

Com o objetivo de estabelecer protocolo de cultura de tecidos capaz de gerar alta taxa de divisdo
celular nos explantes iniciais da cultura, o que facilitara a integracado do DNA exdgeno, estabelece-
mos regeneragao de espécies de braquiaria, via organogénese e via embriogénese (Cabral et al.,
2011). Células de tecidos embriogénicos apresentam rapida proliferagdo, assim como células em
suspensao, as quais além dessa caracteristica desejavel, possibilitam sincronizagédo do estadio de
desenvolvimento, ambos os sistemas foram desenvolvidos. Sdo eles, a embriogénese somatica ob-
tida a partir de calos embriogénicos de B. brizantha e regeneracgao eficiente de plantas (Cabral et al.,
2015) e o sistema de indugao, manutengao e regeneracgao de células embriogénicas em suspensao
(Cabral et al., 2016). Foram desenvolvidas metodologias para transformagao genética via biobalis-
tica (Cabral et al., 2018). O desenvolvimento de metodologia para transformar cultivares apomiticos
viabiliza a introdug&o de caracteristicas agronémicas importantes em plantas de braquiaria e abre a
possibilidade de estudar in vivo a fungao de genes relacionados a reprodugdo. Mais recentemente,
com fins biotecnoldgicos, foi introduzido na pesquisa em cultura de tecidos o hibrido Ipypora. Este
hibrido, BRS RB331, entre B. brizantha e U. eminii (syn. B. ruziziensis) foi produzido pela Embrapa
Gado de Corte em parceria com a UNIPASTO (Valle et al., 2017). Para tal, as técnicas estabelecidas
anteriormente estdo servindo como ponto de partida e os resultados da cultura in vitro sdo bastante
promissores.

Consideracdes finais

A biotecnologia e a engenharia genética sdo empregadas para incrementar as praticas de melhora-
mento genético, de modo geral, para que se tornem mais rapidas, especificas e eficientes. A busca
pela obtengdo de genes de controle da apomixia ou sexualidade ocorre em diferentes espécies.
Braquiarias naturalmente apomiticas apresentam importantes caracteristicas agronémicas, o que
gera extensas areas de pastagens de clones idénticos. Este é um elemento de preocupacao que
leva a busca de conhecimento das bases moleculares de seu modo de reprodugado. Neste sentido,
€ realizada a pesquisa em braquiaria na Embrapa, em colaboracdo com diferentes unidades de
pesquisa, além de universidades e outras instituicdes no Brasil e outros paises. Os resultados do
trabalho da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, aqui apresentados, buscando caracte-
rizar os principais processos associados ao desenvolvimento reprodutivo de braquiaria, geraram
produtos pré-tecnolégicos, como metodologias, bancos genéticos e genes associados. As plantas
polipldides, obtidas pela duplicagdo em laboratério do numero de cromossomos, por exemplo, per-
mitiram a producio de populagbdes de hibridos intraespecificos. A caracterizacdo de marcadores
moleculares beneficia diretamente o melhoramento genético. Metodologias de regeneracgao, cresci-
mento de plantas in vitro e de desenvolvimento de plantas transgénicas estao sendo aplicadas em
cultivares de braquiaria, utilizando genes de interesse agrondmico, como aqueles para producao de
novas cultivares adaptadas a estresses e com maior produgao de biomassa. Identificamos genes
de expressao em ovarios associados aos pontos de controle estratégicos do desenvolvimento da
reproducao sexual e assexual por apomixia. Foram construidos bancos de DNA e cDNA de plantas
sexuais e apomiticas que vém sendo usados na identificagdo de novas sequéncias associadas a
estes modos de reprodugéo, micro RNAs e marcadores moleculares. Os genes validados, asso-
ciados ao modo de reproducido apomitico ou sexual, formam um valioso conjunto de dados que
contribuira a identificagao do controle do modo reprodutivo dessas plantas. A possibilidade de ativar
a apomixia, pela expressdo de genes determinantes da apomixia, pode tornar uma planta sexual
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em apomitica, beneficiando a agricultura de diferentes espécies. Por outro lado, a possibilidade de

desativar a apomixia em plantas sexuais, permitira inclui-las em esquemas de hibridagao
convencionais para obtencdo de hibridos superiores, aumentando a variabilidade genética da
espécie. Além disso, a apomixia podera ser introduzida por transformagédo genética ou edigao
génica.
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