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Introducéo

O género Brachiaria apresenta espécies com
plantas de modo de reproducdo sexual e apomitico. A
apomixia ¢ o modo de reproducdo assexual por meio
de sementes, em que o saco embrionario ¢ formado de
uma célula ndo reduzida. O desenvolvimento do
embrido se da de modo autdbnomo, ou seja, sem
fertilizacdo da oosfera [1].

Genes tipo MADS-Box sdo fatores de transcrigdo
e estdo relacionados com o desenvolvimento de 6rgaos
florais de plantas [2]. A caracterizacdo desses genes
homeoticos em Brachiaria brizantha ¢é, portanto,
importante para o entendimento dos processos
envolvidos na diferenciagdo dos o6rgdos reprodutivos
nos diferentes tipos de reprodugdo. O objetivo deste
trabalho ¢ analisar o perfil de expressdo de genes da
familia MADS-box identificados em bibliotecas de
c¢DNA de ovarios de B. brizantha, visando relacionar a
atuacdo destes genes com a sexualidade e a apomixia
que ¢ encontrada em mais de 300 espécies de
angiospermas.

Material e Métodos

A. Material Vegetal

Todo material utilizado para anélises foi coletado no
campo ¢ na casa de vegetagdo da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. As folhas, raizes, anteras ¢
ovarios foram extraidos de BRA 00591- B30, B.
brizantha tetraploide apomitica, e BRA 002747- B105,
sexual diploide. Para reagdo de qRT-PCR foram
utilizados cDNAs sintetizados a partir de RNA total de
folha, flor e ovario de B30 e B105. A extragdo do RNA
total de folha e raiz foi realizada pelo método NTES e
o método de extragdo por Trizol (GibcoTM) foi
utilizado para extracdo de RNA total de flor, ovario e
antera. O RNA total foi tratado com DNAse
(AmershamTM) e a integridade verificada  por
eletroforese em gel de agarose. O RNA foi
quantificado no espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop TechnologiesTM). Somente as
amostras de RNA com razdo 260/280 entre 1,9 e 2,1
foram utilizadas para sintese da fita simples de cDNA.

Os cDNAs fita simples foram sintetizados por transcrigdo
reversa de no minimo 2 pg de RNA total em um volume
final de 20 pL utilizando a enzima Superscript II
(InvitrogenTM).

B. PCR em tempo real (QRT-PCR)

Foram selecionadas duas seqiiéncias génicas (contig 38
e contig 119) do tipo MADS-Box, obtidas em bibliotecas
de c¢DNA de ovarios em megasporogénese ¢
megagametogénese de plantas apomiticas e sexuais
previamente construidas. Seqiiéncias génicas de ubiquitina
(UBCE e UBIE2) obtidas nas mesmas bibliotecas foram
usadas como genes de referéncia para a normalizagdo dos
resultados.

A reacdo de qRT-PCR foi feita em um volume final de
20 pL, utilizando 0,1 pL de cDNA fita simples. Para cada
reagio foi utilizado Tampio PCR (Invitrogen™) 1X
concentrado, MgCl, 1,5 mM, dNTP’s 0,1 mM, 0,25 U Taq
Platinum (InvitrogenTM), SYBR Green (Amersham™)
0,1X concentrado, 0,2 uM de cada iniciador.

As reagdes foram feitas sob as seguintes condigoes,
usando Chromo4 Real Time PCR Detector (BioRadTM): 5
minutos a 94 °C; 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 10
segundos a 60°C, 15 segundos a 72°C, 35 segundos a 60°C.
A curva de dissociagdo foi feita de 30°C a 100°C, com
leitura a cada 1°C. Os dados gerados a partir do software
Opticon 3, utilizado para leitura de fluorescéncia, foram
colocados em planilha MS Excel (Microsoft, Redmond,
WA) e analisados no aplicativo visual basic do MS Excel
gqBase versao 1.3.4 [3].

Resultados e Discussao

Analises de qRT-PCR dos contigs 38 ¢ 119 mostraram
expressdo preferencial em ovarios de plantas apomiticas e
sexuais. O contig 119 apresentou, na planta apomitica,
expressao significativamente maior em ovario no estagio
III (inicio da megagametogénese) ¢ na planta sexual, em
ovério estagio II (final da megasporogénese) e estagio III
(inicio da megagametogénese).

O interesse na avaliagdo da fung@o dessas seqiiéncias ¢é
ainda maior visto que os resultados obtidos em qRT-PCR
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indicam possivel modulag@o de expressdo desses genes
em plantas sexuais e apomiticas. O nivel de
amplificacdo do contig 119 foi bastante reduzido em
plantas apomiticas em estagios de desenvolvimento
dos ovarios similares aqueles de plantas sexuais. Além
disso, os resultados indicam que na planta apomitica a
expressdo desse gene ¢ tardia em relacdo a planta
sexual. Estes resultados podem significar que esteja
ocorrendo uma repressdo da expressdo do contig 119
no inicio da megasporogénese de plantas apomiticas,
onde estdo relatados eventos diferenciais de
desenvolvimento celular, como a interrupcao da
meiose ou degeneragdo da tétrade ¢ a diferenciagdo de
iniciais aposporicas [4] e [5]. Experimentos de
hibridizagdo in situ estdo sendo realizados para
determinagdo do papel desses genes na formacdo dos
ovulos e flores de B. brizantha e da eventual relagdo
com o processo de diferenciagdo de sacos embrionarios
de plantas apomiticas.
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Figura 1. PCR em tempo real (QRT-PCR) monitorando a expressdo do contig 38 (A) e 119 (B) em
espigueta (ESP); antera (ANT); ovario (OV), nos estagios de megasporogénese (I e 1) e megagametogénese
(IIT e IV) em plantas sexuais (B105) e apomiticas (B30) de Brachiaria brizantha.



	 

