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Resumo

Durante anélises da embriogénese no Unico acesso dipléide, sexual de Brachiaria
brizantha, a maioria dos évulos mostrou apenas um saco embrionario do tipo
Polygonum em cada évulo, sempre associado a seis células antipodas.
Entretanto, 14% das amostras continha mais de um saco embrionario do tipo
Polygonum em um mesmo 6vulo e com o nimero de antipodas multiplo de seis.
O volume, a forma e a organizacado dos multiplos sacos embrionarios em um
mesmo 6vulo é similar, indicando que a ocorréncia de mais de um saco
embrionario no mesmo évulo nao prejudica o crescimento e a maturacao destes.
Todavia, a presenca de embriao s6 foi observada no saco embrionario ocupando
a regiao mais préxima a micrépila. A ocorréncia de multiplos sacos embrionarios
no acesso estudado nao deve ser considerada um indicativo de apomixia, visto
gue a apomixia no género esté descrita em plantas polipléides contendo sacos
embrionarios do tipo Panicum. Multiplos sacos embrionarios em um mesmo
6vulo poderiam advir da diferenciacdo de mais de uma célula mae do megasporo,
anomalia ndo observada em estudos anteriormente realizados em B. brizantha.
Alternativamente, multiplos sacos embrionarios poderiam ser resultantes de uma
alteracao no programa de morte celular dos megéasporos. Novas andlises estao
sendo realizadas para se determinar a origem morfolégica desses multiplos sacos
embrionérios.

"Bidloga, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Email:guerra@cenargen.embrapa.br
2Biodloga, Bs, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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Introducao

A formacao do gameta feminino ou oosfera, parte fundamental da reproducao em
angiospermas, se da no megagametéfito, também chamado de saco embrionério,
que se desenvolve no 6vulo, dentro do ovario, na flor. O saco embrionario mais
encontrado em angiospermas € o do tipo Polygonum, que apresenta sete células
e oito nlcleos: a oosfera, duas sinérgides, a célula central binucleada e as células
antipodas (Willemse & van Went 1984). O saco embrionério se forma na regiao
central do évulo composta por um parénquima conhecido como nucelo.

Durante a megasporogénese, algumas células do nucelo (2n), mais
freqlientemente uma Unica célula em cada évulo, aumenta seu volume e se
diferencia em célula mae do megéasporo (CMM) ou megasporocito. Essa célula
sofre meiose e forma uma tétrade de megasporos. Desses, trés degeneram-se e o
megasporo sobrevivente, normalmente situado mais pré6ximo a regido chalazal do
ovério, desenvolve-se em um saco embrionério reduzido durante a
megagametogénese (Mauseth 1995). Seu ntcleo sofre trés divisdes mitéticas
sucessivas, produzindo dois, quatro e oito nucleos hapléides, que migram pelo
citoplasma: trés ndcleos permanecem em cada um dos pélos e dois na regido
central do saco embrionéario. Apds o processo de celularizagcao, o saco
embrionario apresenta a célula central, que é a mais volumosa e contém os dois
nucleos polares, trés células antipodas no polo chalazal, duas células sinérgides
e a oosfera na regido micropilar. Apés a dupla fertilizacao, evento tipico em
angiospermas, a oosfera e o ntcleo polar (resultante da fusdo dos dois nucleos
polares) formam o embrido e o endosperma, respectivamente, dando origem a
semente.

Todavia, nem todas as espécies de angiospermas tém um saco embrionario
reduzido ou mesmo um saco embrionario como origem do embrido.

Essas plantas apresentam o modo assexual de reproducado e sdao comumente
chamadas de apomiticas e incluem plantas distribuidas em aproximadamente
300 espécies pertencentes a 36 familias. No modo apomitico de reproducéo, o
embridao desenvolve-se autonomamente, a partir de células embriogénicas
presentes em tecidos do ovario (fora da estrutura de saco embrionario) -
embrionia adventicia (Koltunow 1993) ou a partir de uma oosfera em um saco
embrionario ndo reduzido - apomixia gametofitica (Bashaw 1980, Nogler 1984).
Esses embrides desenvolvem-se somente a partir de células do tecido feminino,
sem a contribuicao do gameta paterno formando uma progénie geneticamente
similar a planta-mae, sendo entdo a apomixia, uma forma natural de clonagem
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por meio de sementes (Nogler 1984). Na apomixia gametofitica diplosporica,
um saco embrionéario é formado a partir da célula generativa, que nao passa pela
fase reducional da meiose (Asker & Jerling, 1992, Koltunow 1993), enquanto
na apomixia apospdrica, sacos embrionarios desenvolvem-se a partir de algumas
células somaticas do nucelo ou tegumento. A diferenciacao dessas células em
sacos embrionarios apospoéricos pode ocorrer antes ou durante a degeneracao
dos megasporos e eventualmente, o megasporo chalazal pode dar origem a um
saco embrionario tipo Polygonum - apomixia facultativa

(Valle & Savidan, 1996).

O género Brachiaria (Trin.) Griseb (Poaceae) compreende cerca de 100 espécies
de gramineas, originalmente africanas em sua maioria, das quais algumas sao
economicamente importantes como pastagens, viabilizando e incrementando a
pecuéria em diversos paises de clima tropical (Renvoize et al. 1996).

Uma andlise abrangente do modo de reproducao em 14 diferentes espécies de
Brachiaria realizada numa colecao de 251 acessos reunida pelo CIAT - Centro
Internacional de Agricultura Tropical (Valle 1990), indicou a ocorréncia de
apomixia e sexualidade dentro da mesma espécie, para varias espécies de
Brachiaria (Valle & Savidan 1996). Uma avaliacdo dos niveis de ploidia por
citometria de fluxo (Penteado et al. 2000) confirmou que a maioria dos acessos
de B. brizantha é tetraploide (2n = 4x= 36), apomiticas (Valle & Savidan
1996) e até o presente momento um Unico acesso dipldide (2n = 2x = 18),
sexual esta caracterizado (BRA 002747) nesta espécie (Carnahan & Hill 1958,
Valle & Glienke 1991).

Além do valor agrondmico das forrageiras B. brizantha e B. decumbens, essas
espécies tém sido utilizadas como modelos para estudos comparativos da
biologia do desenvolvimento e reproducao vegetal, com énfase na apomixia.

Na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia - DF, estudos sobre
embriogénese em B. brizantha tém sido conduzidos visando melhor compreender
os mecanismos da reproducao no género. Este trabalho relata a ocorréncia de
multiplos sacos embrionarios em um mesmo 6vulo de plantas do acesso
dipléide, sexual de B. brizantha durante analises de pistilos maduros.
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Material e métodos

Aproximadamente 300 ovarios de plantas do acesso dipldide, sexual de

B. brizantha, BRA 002747 foram isolados de flores durante a antese e a cada
dia até trés dias apds antese (daa). As amostras foram obtidas no campo
experimental da Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia - DF,
durante os meses de abril e maio de 2002, meses que corresponderam ao
periodo do pico da floracdo daquele ano. A temperatura média durante esses
meses foi de 21°C com maxima de 26 e minima de 15°C. A precipitacdo média
foi de 124 mm no més de abril e 41 mm no més de maio. A duracao do dia
estimada foi de 12h, com nascer do sol entre 6:00-6:30h e por do sol entre
17:51-18:30h. Essas plantas estao sob regime de irrigacao permanente e podas
periddicas (dezembro e julho).

Os ovarios isolados foram fixados em FAA (formol:acido acético:etanol,
1:1:18, v/v) por 24 h a 4°C e mantidos em etanol 70% a 4°C. Foram entao
gradualmente desidratados em uma bateria crescente de etanol (80, 90, 95 e
100%), clarificados lentamente em solucdes de xilol:metisalicitato de sddio em
proporcdes crescentes de metilsalicilato de s6dio até que este estivesse puro.
Os ovarios clarificados foram montados em laminas de vidro e observados em
microscépio Zeiss Axiophot sob contraste de interferéncia diferencial (DIC).

O numero de sacos embrionarios bem como a sua estrutura e a presenca de
embriao e endosperma foi observado em cada 6vulo.

Resultados

Os ovarios nas flores das plantas do acesso sexual de B. brizantha BRA
002747 clarificados e analisados em microscopia DIC confirmaram ser
uniovulados. Aproximadamente 86% dos évulos continham um Unico saco
embrionario do tipo Polygonum (Figs. 1, 4) localizado na regido micropilar,
tipico de plantas com modo sexual de reproducao. A oosfera e duas células
sinérgides foram observadas préximas a regiao da micrépila do ovario. Na célula
central, bastante volumosa, foram identificados dois ntcleos polares em todos
os 6vulos coletados em flores em antese, 1 daa e em alguns coletados 2 daa.
No restante das amostras de 2 e 3 daa, apenas um nucleo polar foi observado,
confirmando que a fusao dos nucleos polares s6 ocorre entre o segundo e
terceiro daa e que este evento é provavelmente dependente da polinizacao.

As seis células antipodas, com contorno irregular e bastante volumosas, estavam
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sempre no polo chalazal. A localizacdo, o volume e a forma dessas células, o
aspecto denso do citoplasma e do nucleoplasma, a presenca de nlicleos com
pequeno volume e freqiientemente em divisao, sao caracteristicas que facilitam a
distincdao morfolégica das antipodas.

Nos demais ovarios analisados (14 %), foi observada a presenca de mais de um
saco embrionario em um mesmo 6vulo (tabelal). Observacdes anteriores de
ovarios maduros de outras braquiarias com modo sexual de reproducao nao
indicaram a presenca de mais de um saco embrionario em um mesmo 6évulo.

A ocorréncia de multiplos sacos embrionarios em um mesmo 6vulo é um evento
incomum nas plantas com modo sexual de reproducao, ja que o megasporo
chalazal, Unico sobrevivente, origina apenas um saco embrionario.

AL [ 3L
®. ® @

Fig. 1,2,3. Esquemas representativos de ovérios de Brachiaria brizantha, acesso

sexual (BRA 0002747) mostrando évulos contendo apenas um saco embrionario do
tipo Polygonum e as seis antipodas associadas (Fig. 1), dois sacos embrionarios do
mesmo tipo associado a 12 antipodas (Fig. 2) e évulo contendo trés sacos
embriondrios com 18 antipodas associadas (Fig. 3).

Fig. 4. Ovulo clarificado de B. brizantha coletado de flor em antese e observado
sob microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) mostrando um
saco embrionario (SE) onde dois nucleos polares (NP) e cinco das seis antipodas
(AP) estdao em foco. mi: micrépila. X: 70.
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Tabela 1: Nimero de ovarios clarificados e analisados em microscopia de
contraste de interferéncia diferencial (DIC) contendo um ou mais sacos
embrionarios do tipo Polygonum em um mesmo 6évulo no acesso dipléide,
sexual de Brachiaria brizantha (BRA 002747).

antese 30 26 0O 04 O 0 O 0 0 0
1daa 94 79 0 13 0 020 00 0
2daa 67 30 27 0 08 0O o0 0 01 01
3daa 116 21 82 03 06 02 01 00 01
Total 307 156 109 20 14 04 01 0 01 02

SE = saco embrionério do tipo Polygonum.
SE* = saco embrionério do tipo Polygonum contendo embrido e endosperma.

daa = dias ap6s antese.

Os multiplos sacos embrionarios observados em um mesmo évulo mostraram
volume e forma similares entre si, sugerindo que a ocorréncia de mais de um
saco embrionario no mesmo 6vulo ndo prejudica o crescimento e a maturacao
destes. A distribuicao dos dois (Figs. 2, 5), trés (Fig. 3) e quatro sacos
embrionérios (Fig. 6) nos évulos mostrou-se bastante regular nos ovérios, com
um deles sempre ocupando a regiao da micrépila e os demais distribuidos ao
longo do eixo longitudinal do 6vulo. A organizacdo dos sacos embrionarios
observados era similar ao do tipo Polygonum, com todas as células dispostas
regularmente dentro de cada saco embrionario com células antipodas associadas
ao polo chalazal e morfologicamente similares aquelas descritas em évulos
contendo apenas um Unico saco embrionario. O nimero de antipodas observado
em 6vulos contendo mais de um saco embrionério foi sempre multiplo de seis:
12 antipodas naqueles contendo dois sacos embrionarios, 18 naqueles com trés
e 24 naquele contendo quatro. Entretanto, essas células apresentaram-se
agrupadas ao longo do saco embrionéario mais chalazal, ndo permitindo a
determinacao de quais antipodas pertenciam a qual saco embrionario.

A presenca de embrido e endosperma no saco embrionario situado préximo a
micropila foi observada em alguns dos 6vulos coletados 2 e 3 daa, mesmo

11
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naqueles contendo mais do que um saco embrionéario. Essa observacao confirma
gue o inicio da formac&do do embrido e endosperma ocorre somente a partir de 2
daa, e apenas no saco embrionario micropilar. Todos os sacos embrionarios
contendo embrides foram caracterizados como do tipo Polygonum, pois foram
detectadas células antipodas correspondentes, ainda persistentes no évulo até
pelo menos 3 daa.

Fig. 5. Ovulo coletado um dia apés antese (daa) mostrando dois sacos embrionarios
(SE) onde estdo evidentes dois nucleos polares (NP) em cada saco embrionario e
apenas seis das 12 antipodas (AP) observadas. mi: micrépila. X: 70

Fig. 6. Ovulo coletado 2 daa mostrando trés sacos embrionarios (SE) dos 4
observados. Em foco estdo 9 das 24 antipodas (AP) presentes. micropila (mi). X: 70.

Em nenhum dos 6vulos analisados foi observado saco embrionério do tipo
Panicum e apenas uma pequena parte das amostras (0,5%) nao foi caracterizada
devido a presenca de sacos embrionarios abortados ou problemas técnicos com
a clarificacao do ovario.
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Discussao e conclusao

Muiltiplos sacos embrionarios em um mesmo évulo sdo comumente descritos em
plantas apomiticas apospdricas, como por exemplo no cv. Marandu de Brachiaria
brizantha (Valle & Savidan, 1996, Araujo et al. 2000, Alves et al. 2001).

Por outro lado, a ocorréncia de mais de um saco embrionario em plantas que se
reproduzem por sexualidade, como observado em alguns dos 6vulos das flores
do acesso dipldide, sexual de B. brizantha BRAO02747 é um evento atipico e
que nao deve ser considerado como um indicativo de apomixia, visto que esse
modo de reproducao esta presente em braquiarias polipléides contendo sacos
embrionarios do tipo Panicum, morfologicamente distintos do tipo Polygonum.

Outras andlises feitas em diferentes acessos sexuais e hibridos sexuais de
Brachiaria confirmam a ocorréncia de apenas um saco embrionario do tipo
Polygonum em cada 6vulo (Gobbe et al. 1982, Ndikumana 1985, Lutts et al.
1982, Dusi & Willense 1999). Poderiamos considerar a possibilidade de que
esse acesso de B. brizantha, apesar de dipldide, fosse apomitico apospoérico
contendo sacos embrionarios do tipo Hieracium, que sao morfologicamente
similares ao tipo Polygonum. No entanto, estudos morfolégicos durante a
megasporogénese nao indicaram a presenca de células iniciais apospéricas bem
como nao existem relatos da ocorréncia desse tipo de saco embrionario no
género. De fato, o modo de reproducéo no acesso BRA 002747 de

B. brizantha foi caracterizado como sexual por Carnahan & Hill (1958),

Valle & Glienke (1991) e Penteado et al. (2000) baseado no seu carater diploide
e na presenca de saco embrionario tipo Polygonum . Outras analises
morfoldgicas durante a megagametogénese e megasporogénese em ovarios do
acesso sexual de B. brizantha clarificados ou através de seccoes semi-finas
confirmaram a origem meiética do saco embrionério e detalharam a estrutura
celular até o estagio anterior a antese (Cunha et al. 1998, Araujo et al. 2000).
Consequentemente, a ocorréncia de multiplos sacos embrionarios em um mesmo
6vulo em alguns ovérios de B. brizantha sexual, dipldide é resultante de um
desvio na formacao de sacos embrionarios nesse acesso, sem contudo estar
diretamente relacionado com a apomixia.

Essa alteracdo na formacao de sacos embrionéarios nesse acesso poderia ser
resultante da diferenciacdo de mais de uma CMM no nucelo, que por sua vez
dariam origem a varias tétrades de megasporos, resultando em mais de um
megasporo sobrevivente e consequentemente multiplos sacos embrionarios em
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um mesmo O6vulo. Entretanto, em B. brizantha, apenas uma CMM foi identificada
em andlises durante a megasporogénese (Araujo et al. 2000).

Alternativamente, a existéncia de multiplos de sacos embrionarios em um mesmo
6vulo poderia ser resultante de uma alteracdao no programa de morte celular dos
megasporos, permitindo eventualmente a sobrevivéncia de mais de um
megasporo. De fato, nossas observacdes sugerem que mais de um megasporo
esteja sobrevivendo no mesmo 6vulo, considerando que o nimero maximo (4)
de sacos embrionarios observados e a disposicdo destes dentro do évulo é
similar aquela observada nos megasporos. Anélises genéticas e moleculares
sugerem que o controle envolvendo os destinos dos megéasporos (degeneracao e
diferenciacao) seja uma sinalizacao localizada (Yang & Sundaresan 2000; Wu &
Cheung 2000; Bell, 1996), garantindo que apenas uma Unica célula seja
selecionada para dar origem ao saco embrionério. Entretanto, pouco é sabido
sobre o processo de morte celular dos megasporos. A ocorréncia de um
programa alterado durante o processo de diferenciacdo de CMM ou de morte
celular dos megéasporos no acesso sexual de B. brizantha devera ser confirmado
através de estudos mais detalhados. Para tal, novas andlises serdo realizadas
para se determinar a freqliéncia desse evento ao longo de diferentes periodos de
floracdo e a origem desses multiplos sacos embrionérios. A confirmacao de um
desvio no processo de formacao dos sacos embrionarios em B. brizantha podera
contribuir para futuros estudos visando a maior compreensao dos mecanismos
de diferenciacao e morte celular programada durante a reproducao vegetal.
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