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APRESENTACAO

Além da maior biodiversidade do planeta que possul O
Brasil quanto a animais, plantas e microrganismos, eém Nnosso
pais encontra-se um enorme rebanho bovino com cerca de
167 milhoes de cabeca, importantissimo para a seguranca
alimentar da populacao brasileira e para um grande rendimento
econdmico oriundo das exportacoes de carne e outros
derivados.

Para assegurar uma consistente pecuaria bovina,
intensiva e extensiva, muito contribui a introducao e conducao
de pastagens bem formadas, usando fendmenos biol6gicos
que garantem a continuidade da estabilidade e identidade
genética das cultivares exploradas. Para o Brasil, com
extensas areas aptas para o estabelecimento de gramineas,
Isto constitui um dos pilares da cadeia produtiva da
bovinocultura, concorrendo para 0 sucesso do agronegdcio.

Um dos fenbmenos da reproducao de plantas é a
apomixia, evento capaz de oferecer ao criador a seguranga no
estabelecimento das pastagens por um processo eficaz e
econdmico, com a certeza da manutencao da identidade da
espécie em relacao a sua procedéncia. |

Para bem explorar o fendmeno da apomixia é da
maior importancia o incremento das pesquisas com 0 uso de
gramineas como as dos géneros Brachiaria e Paspalum, de
modo a tornar o evento ainda mais conhecido e atil a
exploracao das pastagens sustentiveis.



No presente trabalho as autoras mostram uma tecnica
de andlise de sacos embriondrios com a aplicacao da
microscopia interferencial, usando as duas importantes
gramineas forrageiras.

E com enorme satisfacdo e extrema atencdo aos
leitores, que a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
apresenta a comunidade técnico-cientifica e aos demais
usuarios, 0s resultados dos estudos efetuados, fruto da
dedicacao, competéncia e desprendimento das suas autoras.

Afonso Celso Candeira Valois
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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TECNICA DE CLAREAMENTO MODIFICADA NA ANALISE DE
SACOS EMBRIONARIOS EM Brachiaria E Paspalum (Gramineae)
ATRAVES DA MICROSCOPIA INTERFERENCIAL

Marisa Toniolo Pozzobon'
Ana Claudia Guerra de Araujo?
RESUMO

A aplicacdo de técnicas citolégicas e histolégicas nas anélises de
rotina feita com espécimens Iincluidos em parafina, € extremamente
demorada e laboriosa, enquanto que a técnica de clareamento, associada a
microscopia interferencial, apresenta rapidez e eficiéncia, principalmente
nos estudos envolvendo grande quantidade de amostras. Esta técnica é
amplamente utilizada em plantas, principaimente em estudos do sistema
vascular foliar e de flores, auxiliando neste ultimo, a determinacao do tipo
de saco embrionario presente nos ovarios. Isto permite de forma rapida,
correlacionar o tipo destas estruturas ao modo de reproducao de diferentes
especies de plantas, incluindo gramineas. Para programas de melhoramento
em Brachiaria e Paspalum, é essencial a determinacdo do modo de
reproducao através da identificacao do tipo de saco embrionério, pois estes
géneros de plantas apresentam dentro de uma mesma espécie, 0 modo de
reproducao do tipo apomitico (com partenogénese e pseudogamia), além do
sexual. Os sacos das plantas apomiticas estao organizados como em
Panicum (quatro nucleos polarizados) enquanto os sacos meidticos ou
reduzidos, presentes nas plantas com modo de reproducdao sexual, estdo
organizados como em Polygonum, onde quatro células estdo na regido
micropilar e central e as outras trés, correspondendo as antipodas, estdao na
regiao chalazal do gametéfito. O presente trabalho demonstra a eficiéncia
da analise de sacos embrionarios nestes grupos de plantas através de uma
técnica de clareamento modificada.

Termos para indexacao:
Brachiaria, Paspalum, saco embriondario, microscopia interferencial, modo de
reproducao.

'Eng® Agr® MSc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
?Bidloga, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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ANALYSIS OF Brachiaria AND Paspalum (Gramineae) EMBRYO
SACS USING HERB'S CLEARING MODIFIED TECHNIQUE AND

INTERFERENCIAL MICROSCOPY.

ABSTRACT

Routine analysis of histologically processed samples is a time and
money consuming technique while the clearing technique associated to the
interferencial microscopy is faster and more efficient when numerous
samples must be analyzed. This technique is very useful for leaves and
flowers vascular system as also for embryo sac type determination, which
enables the correlation with the reproductive mode of the plant, including
gramineae. In consequence of the simultaneous presence of the apomictic
(with parthenogenesis and pseudogamis) and sexual reproductive modes in
many specie of Brachiaria and Paspalum, the knowledge of the mode of
reproduction is essential for the success of the breeding programs. In these
specie, ovules from apomictic genotypes present the Panicum type of
embryo sac (four polarized nuclei) and the meiotically reduced embryo sac,
present in the genotypes with sexual behavior, show the Polygonum
organization, where four cells are situated at the micropylar and central
region of the sac and the other three cells, corresponding to the antipods,
are situated at the chalazal region. In the present paper we demonstrate the
efficiency of embryo sac analysis in these plants using a clarification
modified technique.

Index terms: Brachiaria, Paspalum, embryo sac, interferencial microscopy,
mode of reproduction
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1. INTRODUCAO

Como na maioria das gramineas, os géneros Paspalum e
Brachiaria apresentam o0 modo de reproducao apomitico,
através da aposporia. Este modo de reproducao esta
associado ao nivel de ploidia, principalmente a tetraploidia. Os
sacos embriondrios estao organizados como em Panicum com
quatro nucleos polarizados. No entanto, a maioria destas
espécies tetrapléides possui citotipos coespecificos diplGides
sexuais, cujos sacos embrionarios estao organizados como em
Polygonum com oito nucleos. A determinacaoc do modo de
reproducao nestes géneros de plantas é fundamental para a
viabilizacado do seu uso em programas que visam O
melhoramento genético e esta classificacao pode ser obtida
através da identificacao do tipo de saco embriondrio presente
NnOS ovarios.

As tecnicas classicas de citologia e histologia, através
de analise de cortes seriados de ovarios previamente incluidos
em parafina sao utilizadas nos estudos do desenvolvimento do
gametofito feminino. Entretanto, sao técnicas que demandam
muito tempo e cujo resultado nem sempre é confidvel devido
ao reduzido numero de amostras analisadas. Além disto, as
Imagens seriadas podem ser de dificil interpretacado. Técnicas
de clareamento de tecidos vegetais foram utilizadas para se
estudos de vascularizacao floral e foliar. Estas técnicas foram
revistas por Herr em 1971, que as adaptou para a observacao
do Ovulo /in toto, mantendo intactas as estruturas celulares
(sem corte, sem esmagamento). A determinacdao do modo de
reproducao através da andlise do tipo do saco embrionério,
utilizando o clareamento associado a microscopia de contraste
de fase ou de contraste interferencial, vem sendo também
realizada em gramineas como Panicum (Savidan,1982),

9



Brachiaria (Valle, 1986), Paspalum (Quarin et al., 1997) e

Pennisetum (Vielle et al., 19995).
Através de uma modificacao na solugao de clareamento

de Herr, Levieil & Huyghe (1985) adaptaram a técnica,
permitindo de forma mais répida, o estudo da gametogénese
masculina e feminina, do fendmeno da poliembrionia
espontdnea e outros eventos da reprodugao em Cichorium
intybus L. e Linum usitatissimum L.

Visando portanto a simplificacao das técnicas
anteriormente utilizadas para andlises de sacos embrionarios,
foi feita uma adaptacao que resulta em uma tecnica mais
rapida que utiliza menos reagentes tOxicos, que permitiu a
determinacao do modo de reproducao de acessos de Paspalum
e Brachiaria de forma mais rapida e eficiente.

2. MATERIAL E METODOS

Ovérios maduros (2-3 dias antes da antese) foram
isolados ‘a partir de inflorescéncias de acessos de
germoplasma de Brachiaria brizantha (BRA-002747, BRA-
000591) e Paspalum sp. V 13933 (BRA-020907), mantidos
sob condicoes de campo e telado, na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF. O material foi fixado
em solucao de etanol contendo 5% de acido acético e 5% de
formaldeido (FAA) durante um periodo 24 h a 4° C. Apés
fixacao, seguiu-se um pré-tratamento em solu¢cao de &cido
lactico 85% durante um periodo de 24h, a temperatura
ambiente, e finalmente realizado o clareamento com o0 uso da
solugao descrita por Levieill & Huyghe (1985), composta por
acido lactico 85% e fenol, 1:1 em peso, durante 2 h 3
temperatura ambiente. Eventualmente foi possivel isolar 6vulos
dos ovarios através de esmagamento. Cinco a dez ovérios de
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cada variedade das duas espécies foram montados em laminas
especialmente preparadas para evitar pressao da laminula
sobre os ovérios, utilizando como meio de montagem, a
solucdo de clareamento. As andlises foram realizadas em
microscépio Axiophot, Zeiss, utilizando a microscopia de
contraste interferencial diferencial de Nomarski (DIC).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica modificada de clareamento de ovérios de B.
brizantha e Paspalum sp. utilizada neste trabalho, permitiu de
forma rapida e simples, resultados similares ou melhores aos
obtidos por técnicas anteriormente usadas. Ovulos que
continham sacos embriondrios puderam ter esta estrutura
facilmente delimitada e as estruturas em seu interior, bem
como as adjacentes foram caracterizadas. A técnica permitiu a
determinacao do numero, tamanho e localizacao dos sacos
embrionéarios, do numero e disposicao dos nucleos dentro do
saco. Foi ainda verificada a relacao espacial entre diversos
sacos contidos no mesmo Ovulo, a variacao na forma e
tamanho das células nucelares, a organizacao dos
tegumentos, bem como a observacao da disposicao e
estrutura do aparato filiforme e o tamanho e organizacao das
células labiais que formam o canal micropilar. A técnica
também permitiu determinar a presenca de pré-embrioes.

As analises em microscopia de contraste interferencial
de ovarios de Paspalum sp., clareados através da técnica
modificada, indicaram a presenca de 1-3 sacos embrionéarios
no mesmo Ovulo. Em todos os sacos embrionéarios observados,
pode-se detectar a presenc¢a, no maximo, de quatro nucleos. A
quantidade de sacos presentes, o nimero e a disposicdo dos

11



nicleos observados dentro dos mesmos, associado a sua
tetraploidia (2n = 40), sugerem que este acesso tem cComo
modo de reproducao, a apomixia.

Nos ovdarios analisados de Brachiaria, observou-se a
presenca de varios sacos embrionarios, também contendo no
maximo quatro nucleos no acesso BRA-000591, (tetrapldide
2n = 36), confirmando assim, o0 modo de reprodu¢ao do tipo
apomitico previamente descrito por Valle et al., (1994). A
presenca de um Udnico saco embrionario, contendo oito
nucleos ou mais, caracteristico de sacos meioticamente
reduzidos, foi observado no acesso BRA-002747 (dipléide 2n
= 18), confirmando o modo de reproducao do tipo sexual,
conforme descrito anteriormente por Valle & Glienke (1991).

Savidan (1982) considera que, apesar dos bons
resultados obtidos nos estudos com Panicoideaes aposporicas,
as técnicas estabelecidas por Crane (1978), Young e
colaboradores (1979) e a de Herr (1971) apresentam
limitacoes na interpretacao dos limites celulares, na
diferenciacao do citoplasma das antipodas, bem como das
células nucelares adjacentes. Entretanto, a presente técnica
usada nestes estudos, mostrou-se eficaz para a melhor
evidenciacao de detalhes celulares dos dvulos examinados.
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Fig.1. Micrografia 6ptica de ovarios clarificados de Paspalum sp., V 13933,

BRA 020907. x 10. Presenca de dois sacos embriondrios em um
mesmo 6vulo (*).
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Fig.3. Micrografia Optica de um ovario de B. brizantha BRA 000591
Tegumento (t), canal micropilar (mi), células labiais (l), aparato
filiforme (#),ndcleos das sinérgidas (s), nucleo da célula-ovo (e),
nucleo polar da célula central (p). x 40.
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