ISSN 0102-0110

COMUNICADO
TECNICO

215

Brasilia, DF
Qutubro, 2023

Emwa

Metodologia de
polinizacao in vitro de
braquiaria (Urochloa spp.)

Diva Maria de Alencar Dusi
Elizangela Ribeiro Alves

Michiel Theodoor Maria Willemse
Rosana Falcéo

Cacilda Borges do Valle

Vera Tavares de Campos Carneiro



Metodologia de polinizagao in vitro de
braquiaria (Urochloa spp.)’

'Diva Maria de Alencar Dusi, engenheira-agronoma, doutora em Plant Sciences, pesquisadora da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. Elizangela Ribeiro Alves, bidloga,

doutora em Biologia Molecular, bolsista da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
Michiel Theodoor Maria Willemse, professor aposentado de Boténica na Universidade Agricola de
Wageningen, Holanda. Rosana Falcdo, Bidloga e matematica, mestre em Ciéncias Gendmicas e
Biotecnologia, analista da Embrapa Agroenergia, Brasilia, DF. Cacilda Borges do Valle,
engenheira-agronoma, doutora em Melhoramento de Plantas, pesquisadora aposentada da Embrapa
Gado de Corte, Campo Grande, MS. Vera Tavares de Campos Carneiro, Biologa, doutora em
Biologia Celular e Molecular Vegetais, pesquisadora Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,

Brasilia, DF.

A polinizagdo é o processo de
transferéncia do pélen de um estame
para um estigma que se estende até
a chegada do tubo polinico ao 6vulo
(van Went; Willemse, 1984; Lawrence,
1997; Fosket, 1994). O gréo de polen
maduro liberado da antera entra em con-
tato com um estigma compativel, onde
sofre hidratagado e germina formando o
tubo polinico que cresce ao longo do
estigma e dentro do estilete alcangando
a micropila e por fim, o saco embrio-
nario. Quando o tubo polinico alcanca
uma das sinérgides ocorre a liberagao
das duas células espermaticas. Uma
destas funde-se a oosfera permitindo
a fusdo dos dois nucleos para formar o
zigoto que se desenvolvera em embrido.
O nucleo da outra célula espermatica
une-se ao nucleo dipldide, da célula
central, formando um nucleo triploide
e, como consequéncia, o endosperma.
Este processo é conhecido como dupla
fecundacgéo.

Forrageiras do género Urochloa,
aqui referidas pelo nome comum de bra-
quiaria, reproduzem-se principalmente
por apomixia, reprodugao assexual via
sementes. As plantas apomiticas de
braquiaria sdo pseudogamicas, neces-
sitando da fertilizagdo apenas para a
formacao do endosperma (Ngendahayo,
1988; Alves et al., 2001), pois a oosfera
se desenvolve autonomamente em
embrido (para revisdo ver Dusi 2001,
Carneiro; Dusi 2002, 2004). O cruza-
mento intra-especifico é dificultado pela
apomixia e pela diferenca de ploidia
entre plantas sexuais e apomiticas
da mesma espécie (Valle, 1990; Valle
et al., 2004, 2009). Além disso, cruza-
mentos interespecificos entre plantas
tetrapldides sexuais e apomiticas resul-
tam em alta mortalidade de plantulas
e baixo numero de hibridos obtidos
(Ngendahayo et al., 1988) sugerindo
incompatibilidade genética interespe-
cifica. Hibridos intraespecificos estao
sendo obtidos com cruzamentos entre



plantas apomiticas e plantas sexuais da
mesma espécie com numero cromosso-
mico duplicado artificialmente (Monteiro
et al., 2016).

A polinizagao in vitro permite contor-
nar as barreiras naturais que impedem
a penetragao do tubo polinico no saco
embrionario, sendo o primeiro passo para
a fecundacéo, ou fertilizacéo in vitro e,
com técnicas de cultura de ovarios, a
recuperacao de hibridos que ndo podem
ser obtidos por métodos convencionais.
Neste trabalho apresentamos em deta-
Ihes a metodologia de polinizagéo in
vitro de Urochloa spp., baseada em Dusi
et al. (2010). Este protocolo abre novas
possibilidades para o melhoramento via
fertilizagao in vitro, o estabelecimento de
gendtipos compativeis e o estudo de pro-
cessos de incompatibilidade, fertilizagao
e embriogénese.

Palavras-chave: apomixia, fertilizagdo
in vitro, germinagao do grao de pdlen,
viabilidade do pdlen, braquiaria

Meio de cultura
e solucoes

Solucdo de verde
de lissamina

(verde de lissamina 1% em meio
isotbnico)

1 g de verde de lissamina

100 mL de meio B5 com metade
da concentragdo de sais (Gamborg
et al. 1968) e adicionado de 6,5% de
sacarose.

Meio de cultura
para germinacao de
polens, crescimento
de tubos polinicos e
polinizagao in vitro

Meio basal contendo acido bérico
0,03 g/L; nitrato de calcio 0,03 g/L acres-
cido de agar 0,19% ou de Phytagel®
0,15%; sacarose 33%. Aproximadamente

15 mL de meio por placa de Petri de 9 cm
de diametro.

Solucdo de azul de anilina

(azul de anilina 1% em K,HPO, 0,15M)
1 g de azul de anilina, soluvel em agua

100 mL de K;HPO, 0,15M

Solucao fixadora - FAA
Fomaldeido 37%, acido acético gla-
cial, etanol 70%; 1: 1: 18 (v/v)

5 mL fomaldeido 37%
5 mL acido acético glacial

90 mL etanol 70%

Determinacao da
viabilidade polinica

A viabilidade polinica pode ser
determinada, dentre outros, por um dos
métodos apresentados abaixo, sendo que
o primeiro método € indireto e detecta



células mortas e o0 segundo é mais pre-
Ciso, pois detecta a germinagao do pdlen.
A escolha do método depende somente
das condig¢des do laboratério,

Por coloracao dos
graos de polen com
verde de lissamina
(lissamine green)

Verde de lissamina é um corante vital
que penetra na célula quando a mem-
brana plasmatica esta danificada, e colore
de azul ou verde as células que estao
morrendo ou mortas (Holmberg 1961). Os
polens que apresentam coloragao azul ou
verde sao considerados mortos.

a) Coletar inflorescéncias de braqui-
aria contendo racemos com espi-
guetas maduras, antes da antese
(abertura da flor) ou em antese
(Figuras 1A e 1B), e colocar em
recipiente contendo agua.

b) Com auxilio de lupa, coletar ante-
ras de flores hermafroditas (que
possuem oOrgaos reprodutivos
masculinos e femininos, Figu-
ra 1C), maduras (no maximo 20 h
antes da antese).

c) Abrir as anteras, retirar os graos
de pdlen, deposita-los em laminas
de vidro para microscopia, e adi-
cionar uma gota de lissamine gre-
en 1% em solugao isotdnica.

d) Cobrir com a laminula e observar
utilizando microscopia de luz em
campo claro.

O podlen com capacidade para ger-
minar deve, além de vivo, ser maduro,
ou seja, deve possuir trés nacleos, um
nucleo vegetativo e dois nucleos das
células reprodutivas, deve ser turgido
e de forma arredondada (Figura 1D).
A antera madura possui varios estadios
de desenvolvimento do pdélen (Figura 1E).
Micrésporos com um ou dois nucleos e
vacuolo grande n&o possuem capaci-
dade germinativa e no contexto de poli-
nizagao, embora vivos, sdo considerados
inviaveis.

e) Contar o numero total de gréos

de pdélen em uma area definida e
0 numero de graos com coloragao
azul ou verde (Figuras 1F e 1G).

f) Calcular a porcentagem de graos
de pdlen abortados ou mortos.

Pela observacao da
germinacgao de graos
de pdlen in vitro

a) Coletar inflorescéncias contendo
racemos com espiguetas madu-
ras, em antese, e colocar em re-
cipiente contendo agua.

b) Retirar as anteras das flores her-
mafroditas em antese (Figuras 1A
e 1C).

¢) Com uma pinga, segurar as ante-
ras recém-abertas e depositar os
graos de polen em meio de cultu-
ra de polinizacao.
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Figura 1. Inflorescéncia de braquiaria a Parte de um racemo com espiguetas em antese
(cabegas de seta) e logo antes da antese (setas). b Detalhe de uma espigueta com flor
hermafrodita em antese. ¢ Flor hermafrodita dissecada para mostrar as partes feminina, pistilo
(seta) e masculina, os trés estames, contendo trés anteras (cabeca de seta). d Grao de polen
observado em microscopia de luz clara e ultra violeta possui uma célula vegetativa (seta) e
duas células reprodutivas (cabega de seta). e Corte histolégico de uma antera madura onde se
observa dois estadios de desenvolvimento do pdlen, um microsporo com um nucleo (cabega de
seta) e o polen com trés células (seta). f Graos de pdlen antes da coloragao com lissamine green
ndo possuem coloragdo. g Gréaos de pdlen apds coloragdo com lissamine green, a coloragao
azul esverdeada aparece nos graos danificados ou seja mortos (seta). Barras: a = 4 mm;
b,c=1mm,d=20pum;e=5pm; f=30 ym; g =40 um.



d) Apds duas horas observar com o
auxilio de uma lupa, a germinagao
dos graos de polen.

e) Contar o nimero de grédos de po-
len que apresentam emissao de
tubos polinicos e calcular a por-
centagem.

Processo de
polinizagao in vitro

Coleta e desinfestacao
do material vegetal

f) Coletar no periodo da tarde, inflo-
rescéncias de braquiaria conten-
do racemos com espiguetas ma-
duras, antes da antese, e colocar
em recipiente contendo agua.

g) Retirar os racemos e desinfestar
por imersdo em alcool 70% por
2 min.

h) Remover o alcool e adicionar so-
lugéo de hipoclorito de sédio 1,5%
acrescentado de uma gota de
Tween 40 por 20 min.

A desinfestacdo do material € opcional
e pode ser omitida nos experimentos de
duracao de até 48 h.

i) Lavar trés vezes com agua desti-
lada e autoclavada.

i) Manter os racemos em placa de
Petri umedecida e manter em tem-
peratura ambiente até o dia se-
guinte para a polinizagao in vitro.

A manutencdo da umidade dos racemos
€ importante.

Polinizagao in vitro

a) Em condi¢des assépticas, com o
auxilio de pinga e bisturi, remover
das inflorescéncias, imediatamen-
te antes da abertura ou recém-
-abertas, pistilos maduros, que
possuem estigma bem plumoso
e de coloracdo vermelho forte
(Figura 2A), cortando pela base
do pistilo (Figura 2B). O corte na
base do pistilo deve ficar abaixo
da regido micropilar (Figura 2C).
Em cada placa de Petri contendo
meio de polinizag&o depositar dez
pistilos separados entre si.

Ponto critico: € muito importante que o
corte na base do ovario seja feito sem
danificar a micropila que é por onde o
tubo polinico penetra o 6vulo.

b) Retirar as anteras das flores her-
mafroditas imediatamente antes
da antese ou em antese. Depo-
sitar as anteras indeiscentes em
uma placa de Petri sem meio de
cultivo e colocar sob luz incan-
descente até o inicio da abertura
(Figura 2D).

A deiscéncia ocorre das extremidades
para o centro — o melhor momento para
a coleta do pdlen é quando as anteras
estdo apenas com uma das extremidades
aberta.

c) Com uma pinga, segurar as ante-
ras recém-abertas e depositar os



graos de polen no meio de cultu-
ra de polinizagdo proximo a base
dos ovarios anteriormente dispos-
tos. Apds quatro horas ja é pos-
sivel visualizar o crescimento dos
tubos polinicos em diregao a parte
basal do ovario onde se encontra
a micropila (Figura 2E).

Ponto critico: o momento da coleta dos
graos de pélen e sua condigdo sao
criticos.

Observacéao do
crescimento e penetragcao
do tubo polinico no saco
embrionario utilizando
azul de anilina

Azul de anilina € um corante que des-
taca a calose e indicara a capacidade de
emissao de tubo polinico pelo gréo de
polen, com a emissao de fluorescéncia
de cor azul ou amarela o que permite a
visualizagao de sua trajetoria.

d) Apds 24 h da polinizagao, separar
os pistilos que tiverem tubos po-
linicos aderidos e colocar em um
microtubo.

e) Adicionar solugéo fixadora de eta-
nol: acido acético 3: 1 (v/v), num
volume equivalente a duas vezes
0 volume ocupado pelos pistilos e
deixar por 30 m.

f) Retirar delicadamente a solugéo
fixadora e gotejar solugédo de eta-
nol 70% até cobrir os pistilos.

g) Apo6s 1 h enxaguar trés vezes em
agua destilada.

h) Transferir para NaOH 8 N por pelo
menos 3 h.

i) Corar os pistilos com solugao de
azul de anilina 1% (p/v) por 4 h a
6 h.

j) Colocar os pistilos sobre uma la-
mina de microscopia escavada.

k) Adicionar uma gota de glicerol,
cobrir com laminula e examinar.

[) Observar o crescimento do tubo
polinico com microscopio de flu-
orescéncia com filtro de compri-
mento de onda de excitagdo de
365 nm e de emissdo de 397 nm
(Figura 2F) e com microscopio de
luz utilizando contraste de interfe-
réncia diferencial (Figura 2G). Ape-
nas um tubo polinico penetra pela
micropila (Figura 2F e 2G), e mes-
mo que haja apenas um pdlen ger-
minando, perto da base, ele é atra-
ido para a micrépila (Figura 2F).

Observacéao da
transferéncia das células
espermaticas e fertilizagao

m) Apos 24 h ou 48 h da polinizacao,
separar os pistilos que tiverem tu-
bos polinicos aderidos a base e
transferir para frasco contendo fi-
xador FAA por 24 h a temperatura
ambiente.



linha de
corte

Figura 2. Polinizagéo in vitro em braquiaria a Parte de um racemo de braquiaria com uma
espigueta aberta mostrando a flor hermafrodita contendo pistilo com estigma bem plumoso e de
coloracao vermelho forte (seta). b Coleta do pistilo, com auxilio de pinga e bisturi, pelo corte na
regido basal do ovario (seta). ¢ Ovario observado em microscopia de interferéncia diferencial
colorido artificialmente em rosa para destacar a regido da micropila, mostrando a regido abaixo
da micropila em que o corte deve ser feito (linha de corte). d Antera com a extremidade aberta
(seta), momento apropriado para a polinizagéo. e Pistilo apds a polinizagdo em meio de cultura
mostrando os tubos polinicos crescendo (seta) em diregdo a base do ovario (cabega de seta).
f Tubo polinico crescendo em diregédo a regido micropilar do ovario (seta) visualizado com luz
UV em microscopio de fluorescéncia. g Ovario observado utilizando contraste de interferéncia
diferencial com tubos polinicos crescendo em dire¢ao a micrépila (seta), um dos quais penetrando
0 6vulo (colorido em amarelo). h Sobreposigéo de imagens de duas secgdes de ovario contendo
a oosfera (00) na qual se observa o nucleo (n) e o nucléolo (cabega de seta), uma sinérgide
completa (s) e uma sinérgide degenerada (sd) pela qual o tubo polinico entrou liberando as
duas células espermaticas (setas); cores artificiais foram adicionadas para melhor visualizagao.
Barras:a=3mm;b=6 mm;c, f=45pum;d=0,5mm; e =90 ym; g =30 um; h =3 pm.



n) Desidratar em série crescente
de etanol (70, 80 e 95%) por 1 h
cada.

0) Transferir para etanol 95% adi-
cionado de solugao de inclusao
(JB-4 Embedding Kit, Polyscience)
1:1 (v: v), a temperatura ambiente
por 12 h.

p) Depositar as amostras em solu-
¢ao de inclusdo pura a 4 °C por
aproximadamente 18 h.

q) Trocar a solugdo de inclusdo e
submeter o sistema a vacuo por
mais 2 h a temperatura ambiente.

r) Posicionar as amostras em cap-
sula plastica a 4 °C e adicionar a
solugao de inclusdo com solugao
aceleradora (kit) e colocar em es-
tufa a 60 °C por 24 a 48 h para
polimerizacao.

s) Seccionar em espessura de
3 mm - 5 mm, e coletar corte por
corte depositando sobre uma
gota de agua em lamina de mi-
croscopia.

t) Deixar secar por 5 min sobre cha-
pa a 50 °C.

u) Corar com solugdo aquosa de
azul astra e safranina (0,9 e 0,1%
(v/v) respectivamente) por 2 - 3 m.

v) Remover o excesso do corante
com etanol 70%, observando o
resultado.

w) Montar as laminas com Permou-
nt® SP15-500 (Fisher Chemicals-
Fisher Scientific).

x) Analisar utilizando microscépio de
luz (Zeiss-Axiophot) em campo
claro (Figura 2H).

Ap0ds a polinizagao in vitro pode-se tam-
bém fazer a cultura in vitro de ovarios
para acompanhamento dos estadios
de desenvolvimento do embrido e
endosperma.

Conclusao

Utilizando este protocolo é possivel a
introducao das células espermaticas no
saco embrionario de forma controlada
para posterior cultura de ovarios e res-
gate de embrides. A formagéao de zigoto
e embrides pode ser acompanhada com
marcadores para embriogénese (Koehler
et al. 2020, Silveira et al. 2022). O pro-
tocolo descrito compde um portfélio de
técnicas e metodologias desenvolvidas
na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cabral et al. 2011, 2015,
2016, 2018, Koehler et al. 2021, 2023)
visando a utilizacéo da biotecnologia para
melhoramento e estudo da reprodugao
de braquiaria.
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