UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

Cultura in vitro de microsporos de trigo: efeito do pré-tratamento de
espigas e do genotipo doador de ovarios

Mobnica Bossardi Coelho

Passo Fundo

2017



Mobnica Bossardi Coelho

Cultura in vitro de micrésporos de trigo: efeito do pré-tratamento de espigas e do
genotipo doador de ovarios

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Agronomia da Faculdade de
Agronomia ¢ Medicina Veterinaria da Universidade
de Passo Fundo, como requisito parcial para
obtencdo de titulo de mestre em Agronomia.

Orientador:
PhD. Magali Ferrari Grando
Coorientador:

Dra. Sandra Mansur Scagliusi

Passo Fundo

2017



CIP — Catalogacao na Publicagdo

C672¢ Coelho, Monica Bossardi
Cultura in vitro de microsporos de trigo: efeito do pré-
tratamento de espigas e do genotipo doador de ovarios /
Monica Bossardi Coelho. —2017.
95 f. : il. color. ; 30 cm.

Orientador: Prof. PhD. Magali Ferrari Grando.

Coorientador: Dra. Sandra Mansur Scagliusi.

Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
de Passo Fundo, 2017.

1. Trigo - Producdo. 2. Trigo - Melhoramento genético.
3. Cultura in vitro. I. Grando, Magali Ferrari, orientador.
II. Scagliusi, Sandra Mansur, coorientador. III. Titulo.

CDU: 633.11

Catalogacio: Bibliotecaria Jucelei Rodrigues Domingues — CRB 10/1569



ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

Ah

NURPF | PPGAgro

Universidade
de Passo Fundo

Programa de Pés-Graduacao em Agronomia
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria - FAMV

A Comissao Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacao.

“CULTURA IN VITRO DE MICROSPOROS DE TRIGO: EFEITO DO PRE-TRATAMENTO DE

ESPIGAS E DO GENOTIPO DOADOR DE OVARIOS”

Elaborada por

Monica Bossardi Coelho

Como requisito parcial para a obtengio do grau de Mestra em
Agronomia — Producéo e Protegao de Plantas

Aprovada em: 05/04/2017
Pela Comissdao Examinadora

s

i o

esidente da Comissdo Examinadora
Orientadora

j 7%« 7{«/ M
i L

Dra. Sandra Mansur Scagliusi
Embrapa Trigo
Coorientadora

“_\Q Q)\a (AN \R R VA

Dra. Sandra Patussi Brammer
Embrapa Trigo

' Yamazaki Lau

D o N
ra. Efiﬁuce Oliveir:
Coord. Prog. Pés-Graduagéoem Agronomii

)dus

Dr. o Carlos Rocha
Diretor FAMV



DEDICATORIA

Dedico aos meus incriveis pais, Danilo e Jane, por tudo que sempre fizeram por
mim, jamais medindo esfor¢os para a minha formagdo, e ao meu querido irmao
Mauricio, que mesmo longe sempre esteve junto comigo. Muito obrigada pelo
valioso incentivo de sempre, pelo apoio e por acreditarem em mim. Sem vocés

esta conquista ndo seria possivel!



AGRADECIMENTOS

Meus sinceros agradecimentos a Universidade de Passo Fundo, por oportunizar a
realizacao do Curso de Mestrado em Agronomia.

A CAPES, pela concesso da bolsa de estudos.

A minha orientadora, Profa. PhD. Magali Ferrari Grando, a quem sempre muito admirei
pelo amor, entusiasmo e competéncia exemplar que tem por sua profissdo. Com certeza
isso me direcionou a este trabalho. Agradeco por ter me recebido para essa jornada.

A Embrapa Trigo, por ter permitido o desenvolvimento deste estudo.

A minha coorientadora Dra. Sandra Maria Mansur Scagliusi, que antes de tudo, ¢ um
excelente ser humano. Obrigada pela valiosa e incansavel contribuicdo, pela paciéncia,
confianga e amizade. Agradeco muito por ter me guiado durante essa trajetoria.

Ao professor Florindo Castoldi por sua solicitude, prontidao e pelo valioso suporte nas
analises estatisticas.

A toda equipe do Laboratério de Biotecnologia por toda ajuda e pelos momentos de
boas conversas e risadas.

Aos meus pais, Danilo e Jane, ¢ meu irmao Mauricio, que dentre tantas coisas de valor,
me ensinaram o amor € me apresentaram a importancia do caminho da honestidade e
persisténcia, permitindo que eu alcancasse esse sonho. Muito obrigada pelo apoio
incondicional.

Ao querido Felipe, por todo carinho, compreensdo e forga, principalmente nos
momentos mais dificeis. Muito obrigada por ter estado ao meu lado nessa fase tao
importante da minha vida.

Agradego por fim, a minha familia e todos os amigos, que souberam compreender
minha auséncia e por estarem sempre torcendo por mim.



EPIGRAFE

“Tenho a impressao de ter sido uma crianga brincando a beira-mar, divertindo-
me em descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma concha mais bonita que as
outras, enquanto o imenso oceano da verdade continua misterioso diante de

meus olhos”. (Isaac Newton)



RESUMO

O trigo ¢ uma das principais fontes alimenticias da populacdo mundial, sendo um dos cereais
mais cultivados no mundo. No Brasil, a producao de trigo ndo ¢ suficiente para suprir o
consumo interno anual, liderando a lista de importacdes da balanca comercial brasileira.
Objetivando alterar este quadro, o melhoramento genético tem buscado produzir novas
cultivares com caracteristicas de rendimento e qualidade superiores. Este processo, usualmente
longo, pode ser abreviado através da produgdo de plantas duplo-haploides, permitindo reduzir
consideravelmente o processo de obtencdo de novas cultivares. O método, via cultura de
micrésporos isolados, se destaca como promissor dentro das diversas ferramentas
biotecnologicas aplicadas aos programas de melhoramento genético vegetal. Entretanto,
apresenta entraves devido a sua alta dependéncia genotipica, limitando sua aplicagdo de maneira
pratica e rotineira. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi otimizar o protocolo de cultura de
microsporos isolados em trigo, modificando fatores exdgenos a planta que interferem na
resposta do método, como pré-tratamentos e genotipos doadores de ovarios. Foi avaliada a
resposta embriogénica das cultivares BRS 194, Embrapa 27 e Fielder, conhecidos,
respectivamente, por produzir um grande numero de plantas albinas, por ser altamente
recalcitrante e por ser responsivo a cultura de microsporos. As espigas foram submetidas a
diferentes pré-tratamentos para indugdo da androgénese, sendo o frio (4°C) usado como padrao.
Como doadores de ovarios, foram testados os mesmos genotipos doadores de microsporos. Os
resultados mostraram haver uma forte interagdo entre os pré-tratamentos, os genotipos testados
e os ovarios, havendo respostas diferentes para cada combinacao de tratamento. Houve maior
inducdo da resposta androgénica quando Fielder foi usado como doador de ovarios,
independente do pré-tratamento aplicado as espigas e do gendtipo testado. No entanto, a
fisiologia das plantas doadoras se destacou como sendo determinante para o sucesso do
processo androgénico, afetando a resposta até do genotipo responsivo ao método.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum L.. 2. Haploidizagdo. 3. Cultura in vitro. 4. Androgénese 5.
Co-cultura de ovarios.



ABSTRACT

Wheat is one of the main food sources of the world’s population and represents the most widely
grown cereal grain, occupying 17% of the total cultivated land around the globe. In Brazil,
wheat production is not sufficient to supply the annual domestic consumption, leading the list of
imports of the Brazilian trade balance. In order to change this scenario, genetic breeding
programs have sought to produce new cultivars with better traits regarding superior yield and
quality. This process, usually long, can be shortened through the production of double-haploid
plants, considerably reducing the time to the development of new cultivars. Isolated microspore
culture stands out as a promising biotechnological tool that could be efficiently applied to plant
breeding programs. However, due to its high genotypic dependence, its application is hampered
to be used in a large scale and routine practices. To overcome this limitation, the objective of
this work was to improve the protocol of wheat isolated microspore culture, modifying plants
exogenous factors that interfere in the response of the method, such as pre-treatments and ovary
donor genotypes. The embryogenic response of three cultivars was evaluated: BRS 194,
Embrapa 27 and Fielder, respectively known for producing: a) a large number of albino plants,
b) negative control (highly recalcitrant) and c) positive control (highly responsive) to
microspore culture. The spikes were submitted to different pre-treatments for induction of
androgenesis, as cold (4 °C) used as the standard one. Ovary donor genotypes were also tested.
The results showed a strong interaction between pre-treatments, genotypes and ovaries, with
different responses for each treatment combination. The highest induction of androgenic
response was obtained when Fielder was used as ovary donor, regardless of the pre-treatment
applied to the spikes or the genotype. However, the status and physiology of donor plants
greatly influenced the androgenic response, negatively affecting all three genotypes, including
Fielder, the responsive control.

Keywords: 1. Triticum aestivum L.. 2. Haploidization. 3. In vitro culture. 4. Androgenesis. 5.
Ovary co-culture.
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1 INTRODUCAO

Entre os cereais mais cultivados no mundo, o trigo (Triticum aestivum L.) se
destaca como uma das principais “commodities” agricolas comercializadas, tendo contribuido
de maneira histérica na formagdo da civilizacdo humana, e representa, até os dias de hoje,
uma das principais fontes da ingestdo caldrica da populacdo mundial. No Brasil, a produ¢ao
de trigo nao ¢ suficiente para suprir o consumo interno anual (10,5 milhdes toneladas/ano),
fazendo com que este cereal lidere a lista de importacdes da balanga comercial brasileira,
resultando em grandes prejuizos econdmicos e¢ a dependéncia da importagdo do trigo
estrangeiro.

Por se tratar de cultura de grande importancia economica e estratégica para a
seguranc¢a alimentar mundial, torna-se imperativo desenvolver programas de melhoramento
genético, que gerem cultivares de trigo mais produtivas, adaptadas e tolerantes aos estresses
bidticos e abioticos, elevando a média de producdo brasileira e buscando atender a demanda
nacional necessaria, e ainda, vislumbrando um cenério de crescente evolu¢do demografica e
rapidas mudancas climaticas. Assim, na busca por solu¢des para os mais variados tipos de
estresses que afetam a cultura (estresse hidrico, aluminio téxico no solo, ferrugem da folha,
fusariose e brusone), além de buscar continuamente pelo aumento do potencial produtivo e da
qualidade de graos, novos programas de melhoramento genético devem ser estabelecidos com
abordagens assertivas e inovadoras. Para isso, a geragdo de novos materiais com
caracteristicas superiores deve ser feita de maneira continua e acelerada, tornando possivel a
renovacdo de germoplasma de maneira mais eficiente, proporcionando resultados visiveis e
com impacto direto na competitividade dos programas de melhoramento genético da cultura.

Para o alcance destes desafios, faz-se necessario o uso tecnologias que visem
acelerar estes processos, minimizando o tempo e contribuindo diretamente no

desenvolvimento de novas linhagens e cultivares.
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De maneira inversa a velocidade necessaria para obtencao de novas cultivares de
trigo, o processo convencional de geracdo de ativos biologicos, que dardo origem a novos
genodtipos, € extremamente demorado e trabalhoso, necessitando de aproximadamente 14 anos
para sua conclusdo. Este processo depende essencialmente, entre outros fatores, de um
nimero significativo de plantas geneticamente estdveis e homozigotas. Para que a
homozigose seja obtida, utilizando-se do método convencional, sdo necessarios em média, de
sete a nove ciclos de autofecundagdo, levando muitos anos até que a estabilidade genética seja
totalmente alcancada.

Por outro lado, utilizando-se de recursos biotecnoldgicos como a cultura de
tecidos, ¢ possivel minimizar o tempo de formacdo de novos gendtipos, acelerando
expressivamente o processo de desenvolvimento de novas cultivares. Através da produgao in
vitro de plantas haploides (haploidizacdo) com posterior duplicagdo do genoma, plantas
totalmente homozigotas sdo obtidas em uma unica geragao, facilitando a sele¢ao de gendtipos
desejaveis, além de proporcionar efetiva reducdo de custos, espaco e mao de obra
(DUNWELL, 2010), oferecendo aos programas de melhoramento genético, um avango
significativo no processo de criacdo de novas cultivares. Através da haploidizagado, € possivel
a completa regeneracao de uma nova planta originada de uma célula gamética nao-fecundada,
possuindo assim, a metade do seu patrimdnio genético (metade do nimero de cromossomos
da espécie). Por serem originadas de gametas ndo-fecundados, estas plantas se caracterizam
na maioria das vezes, por serem estéreis, havendo a necessidade de duplicar, de maneira
espontanea ou induzida, seus cromossomos. Posteriormente, sua fertilidade ¢ restaurada,
voltando ao seu nivel de ploidia original e tornando-se duplo-haploide (MORAES-
FERNANDES, 1990).

As plantas duplo-haploides (DH) obtidas passam a ser homozigotas e uniformes
para todos os loci de seus cromossomos, em apenas uma unica geragdo, podendo entdo ser
usadas imediatamente nos processos de selecio e melhoramento varietal. Além do rapido
alcance da homozigose para atender os programas de melhoramento, também ¢ possivel,
através da haploidizacdo, realizar estudos genéticos dos mais variados tipos: detec¢dao de
ligacdes e interacdes génicas, estimativa de varidncia genética e o nimero de genes para
caracteristicas quantitativas, além de facilitar a insercao de genes via transformagao genética e

estudos de mutagao.
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Diferentes métodos ja foram descritos para a obtengdo de plantas DH, como a
hibridiza¢do interespecifica ou intergenérica, a partenogénese ¢ a androgénese. Dentre as
diferentes estratégias ja estabelecidas, em cereais destacam-se a hibridizagdo e a androgénese
(TADESSE et al., 2012). Ambos os métodos possuem vantagens e limitagdes, as quais
deverao ser consideradas na escolha de qual método sera usado.

A produgdo de DH através da hibridizacdo ¢ alcangada pelo cruzamento artificial
de plantas de espécies ou gé€neros sexualmente incompativeis ou distantemente relacionados,
ocorrendo a completa eliminag¢ao uniparental do genoma masculino, originando um embriao
sem carregar o material genético da espécie doadora do polen (GERNAND et al., 2005;
KOMEDA,; et al., 2007). Assim, as plantas desenvolvidas através deste procedimento contém
apenas o genoma haploide materno (NIU et al., 2014). Embora seja conhecido por apresentar
menor dependéncia genotipica, a aplicabilidade do método via hibridizagdo, acaba sendo
limitada em funcdo da sua laboriosa execugdo, em virtude das numerosas etapas que
identificam o método: o cultivo de plantas de diferentes espécies para uso do polen exdgeno
(muitas vezes em condi¢des ambientais diferentes da planta alvo de estudo), a emasculagdo, a
polinizacdo, a aplicag¢do de reguladores de crescimento para viabilizar a fecundagdo, o resgate
in vitro dos embrides imaturos haploides, além do emprego de substincias que promovem a
duplicagdo cromossOmica, para restaurar a fertilidade da planta haploide formada.

Diferentemente da hibridizagcdo, a androgénese consiste na regeneragdo de uma
nova planta originada do gameta masculino (o micrésporo) que, apos alteracdo da sua rota de
desenvolvimento, ¢ capaz de originar um novo individuo, contendo apenas seu numero
haploide (ou gamético) de cromossomos (BARNABAS et al, 2001). Como principal
caracteristica deste método, podemos citar a simplicidade dos protocolos, sendo
desnecessarias as etapas de emasculagdo e polinizagdo da hibridizagcdo intergenérica, nao
havendo a necessidade de se manter plantas de outras espécies como doadoras de polen, além
de oferecer uma maior variabilidade genética, em virtude do maior numero de células
gaméticas masculinas, comparada as femininas. Apesar de mais simples, a obtencao de DH
via androgénese também se caracteriza por ser “gendtipo-dependente”, dificultando a sua
aplicacdo para um grande nimero de gendtipos. A haploidizagdo via androgénese (utilizando-
se das c¢lulas gaméticas masculinas), pode ser obtida através de duas técnicas distintas: pelo

cultivo de anteras e pela cultura de micrésporos isolados. A técnica de micrésporos isolados
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oferece uma série de vantagens e aplicagdes sobre a de anteras, sendo uma delas a
possibilidade de selecdo in vitro para caracteres expressos no estado gametofitico, permitindo
estudos citologicos e moleculares, eliminando os efeitos adversos originados dos tecidos das
anteras (efeito materno).

De forma semelhante a outros complexos processos bioldgicos envolvendo
multiplos fatores e inumeras etapas, a embriogénese do microsporo e sua eficiéncia para
produzir duplo-haploides ¢ dependente e estd fortemente associada a muitos aspectos
endogenos e exogenos peculiares do método, sendo alguns mais determinantes que outros.
Dentre eles, o genétipo € o fator mais decisivo para tal sucesso, os quais podem variar
notavelmente na sua capacidade de responder e na sua propensdo para produzir embrides e
plantas.

Desse modo, em fun¢ao das limitagcdes dos métodos aqui descritos e da relevancia
dos duplo-haploides para os programas de melhoramento, ¢ de fundamental importancia
buscar formas de otimizar tais protocolos, viabilizando a regenera¢cdo de um maior nimero de
plantas férteis a partir de uma tnica espiga, além de aumentar a eficiéncia do processo de
sele¢do na criagdao de novos genotipos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi o de otimizar o
protocolo de producdo de DH via cultura de micrésporos isolados, ampliando a base genética
apta ao método, modificando fatores exdgenos ao processo androgénico. Foram estudados os
efeitos de duas variaveis que atuam de maneira direta (pré-tratamento das espigas) e indireta
(gendtipos doadores de ovarios) na embriogénese do micrdsporo, buscando permitir que esta
valiosa ferramenta possa ser usada em larga escala, acelerando a formagdo de ativos
biologicos, que poderdo ser usados, tanto para estudos genéticos, como em programas de

melhoramento genético vegetal na obtencao de novas cultivares.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Origem e Evolu¢io do Trigo

A histéria da origem e evolucdo do trigo se confunde com a historia da
agricultura, cujo inicio ocorreu por volta de 10.000 anos AC, durante a Era Neolitica, periodo
conhecido como a “Revolugdo Neolitica”, marcado pela transicdo da caga e da colheita de
alimentos para o inicio da pratica da agricultura (DUBCOVSKY; DVORAK, 2007).
Pertencente a tribo Triticeae e a familia Poaceae, o trigo tem como centro de origem a regido
do Oriente Médio e ¢ proveniente do cruzamento de outras plantas silvestres oriundas das
redondezas dos rios Tigre e Eufrates, sendo uma das primeiras espécies a ser cultivada na
historia (COOPER, 2015). Algumas espécies de gramineas silvestres foram relatadas como
possiveis doadoras dos genomas que fazem parte da espécie de trigo hoje cultivada (Triticum
aestivum L.), conforme ilustrado na Figura 1. As plantas originadas dos cruzamentos entre
estas espécies selvagens foram ao longo dos anos sendo cultivadas e localmente selecionadas,
supostamente devido ao seu rendimento superior e outras caracteristicas notaveis, ocorrendo,
mesmo que involuntariamente, os primeiros indicios do processo de melhoramento de plantas
de forma clara e ndo-cientifica (SHEWRY, 2009). Apds sucessivas mudangas genéticas
durante o processo de domesticacdo, o trigo saiu de seu local de origem e sua dispersao
ocorreu aos poucos para todos os continentes, fazendo com que seu cultivo se tornasse uma
condicdo crucial a civilizagdo humana, e respondendo, até os dias de hoje, por até¢ 20% do

total da ingestao caldrica da populagdo mundial (PENG; SUN; NEVO, 2011).
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Figura 1- Relagdo evolucionaria e gendmica entre as espécies cultivadas de trigo (Triticum aestivum
L. e T. turgidum spp. durum) e as espécies diploides selvagens. Modificado de Snape ¢ Pankova
(2006) e Shewry (2009), com permissao de reproducao da editora John Wiley & Sons Ltd.

O trigo caracteriza-se por ser uma espécie autdgama e hexaploide, constituida
pelos genomas AA, BB e DD resultante de hibridizagdes interespecificas seguidas de
duplicagdes cromossomicas que ocorreram naturalmente ao longo do tempo, viabilizando o
surgimento de caracteristicas jamais vistas em fun¢do das novas combinagdes genéticas. O
primeiro evento de poliploidizacdo ocorreu entre 500.000 a 150.000 anos atras, entre Triticum
urartu (2n=2x=14 cromossomos, genoma AA) e uma espécie desconhecida, possivelmente
extinta, estreitamente relacionada com Aegilops speltoides, criando assim uma nova espécie
com 14 pares de cromossomos, Triticum turgidum L. ssp. dicoccoides (ou T. dicoccoides,
2n=4x=28 cromossomos, genoma AABB). Esta espécie foi entdo domesticada e evoluiu como
T. turgidum ssp. dicoccum Schiibl. (ou 7. dicoccum), que € progenitor do trigo duro (7riticum
turgidum subsp. durum). O segundo evento de poliploidizacao ocorreu ha cerca de 10.000

anos, entre o tetraploide domesticado 7. turgidum e a espécie selvagem diploide 7. tauschii
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(DD), originando a espécie hexaploide hoje cultivada Triticum aestivum L., (2n=6x=42
cromossomos, genoma AABBDD) (CHARMET, 2011).

Com a domesticagdo da espécie, a cultura triticola tornou-se a base de sustentacao
para o desenvolvimento agricola mundial, impulsionando avancgos cientificos e tecnologicos
nesta area. Ao longo do tempo, o cereal adquiriu notavel importancia, sendo um dos mais
plantados ao redor do mundo, oferecendo em termos de proteina, cerca de 20% da totalidade
necessaria a alimentacdo humana (DONG et al., 2012). A cultura também gerou demanda por
equipamentos e outros produtos agricolas nas diversas etapas do processo de producdo, desde
a lavoura até a industrializacdo do grdo, alavancando o desenvolvimento industrial e da
agricultura. Esse progresso abriu caminho e deu suporte para o crescimento de outras espécies
agricolas importantes, tais como soja e arroz (PIANA; CARVALHO, 2008).

Em contrapartida a evolucao do trigo cultivado, a sele¢do de tragos genéticos que
os separavam de seus ancestrais selvagens, de maneira consciente ou inconsciente feita pelo
homem, foi lentamente impondo mudancas no cereal, tornando-o dependente da interferéncia
humana e dos ambientes por ela modificados, tornando-o mais sensivel a condi¢des
ambientais desfavoraveis (FULLER, 2007; SHEWRY, 2009). Essas mudangas resultaram
num processo hoje identificado como a “sindrome da domesticacdo”, onde caracteristicas
fenotipicas de uma determinada espécie ou planta cultivada (alteradas antropologicamente) se
distinguem consideravelmente dos seus ancestrais silvestres (BROWN et al., 2009). Por meio
deste fendmeno, foram eliminadas informagdes genéticas anteriormente existentes,
responsaveis por grande parte da variabilidade génica, resultando assim, num estreitamento da
base genética das espécies hoje cultivadas. Em busca da criacdo de novas variedades com alto
potencial de rendimento, estes eventos foram repetidamente incorporados nos programas de
melhoramento genético, perdendo-se muito da diversidade das variedades crioulas e cultivares
antigas. Assim, com interesse de se obter resisténcia e tolerdncia a estresses bidticos e
abioticos, hoje os melhoristas direcionam seus esfor¢os com o objetivo de reparar a
diversidade genética perdida, por meio da introducao de forma cientifica e planejada de genes

das espécies ancestrais selvagens.
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2.2 O Trigo e 0 Melhoramento Genético

O melhoramento de trigo no Brasil teve inicio em 1919, quando o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento criou estacdes experimentais localizadas em Alfredo
Chaves (hoje municipio de Veranodpolis, Rio Grande do Sul) e em Ponta Grossa, Parana
(CAIERAO et al., 2013; 2014). Em virtude disso, passaram a ser oferecidas, as primeiras
cultivares de trigo obtidas mediante a selecdo de germoplasma introduzido em areas coloniais
(SOUSA, 1998). Como um marco importante, no ano de 1924, o geneticista sueco Iwar
Beckman deu inicio aos seus estudos na antiga Esta¢do de Selecdo de Sementes de Alfredo
Chaves, realizando a primeira hibridiza¢do de trigo no Brasil (linhagem Alfredo Chaves x
Polysu). Dentre os genotipos oriundos desse cruzamento (de maneira indireta), destacou-se a
cultivar Frontana, que apresentava os caracteres de boa adaptagdo local, precocidade, porte
intermediario e resisténcia a ferrugem-do-colmo. Como consequéncia, Frontana tornou-se a
base para muitas das atuais cultivares brasileiras, sendo muito utilizada em programas de
melhoramento no Brasil ¢ no mundo (PIANA; CARVALHO, 2008). Durante o inicio da
década de setenta, novos caminhos foram abertos para ampliar o desenvolvimento da pesquisa
em trigo, impulsionados pela criacdo de novos centros de pesquisa, dentre eles a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — Embrapa (CAIERAO et al., 2013; 2014). Desde entio,
avangos significativos vém sendo obtidos nos tltimos anos, resultando em novas variedades e
linhagens, apresentando, com frequéncia, constante elevacdo do potencial genético. Mais
recentemente, os programas de melhoramento genético t€ém buscado novos alelos em espécies
selvagens (VEASEY et al, 2011), objetivando fundamentalmente, o aumento de
produtividade, porém buscando também, uma melhor arquitetura de planta e resisténcia e
tolerancia a estresses bidticos e abioticos (PIANA; CARVALHO, 2008; SOUSA; CAIERAO,
2014). A qualidade tecnoldgica do trigo também tem merecido aten¢do, envolvendo atributos
como uso final do grao, valor nutritivo, teor de amido e proteina, aspecto comercial do grao,
entre outras caracteristicas. Contudo, o desenvolvimento de cultivares tolerantes a estresses
como seca, baixa fertilidade dos solos e resisténcia a pragas e doencgas talvez sejam uma das
maiores contribui¢des do melhoramento a agricultura (MACHADO, 2014).

De modo geral, apesar de progressos evidentes observados ao longo de quase um

século de pesquisa em trigo, uma das principais dificuldades para a obtencdo de novas
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cultivares com caracteristicas desejaveis, se refere ao tempo de formagdao de um novo
genotipo. Por ser uma espécie autdgama, os métodos de melhoramento empregados na cultura
do trigo se baseiam em hibridizagdes ou retro-cruzamentos, seguidos de sele¢do para
uniformidade das caracteristicas desejadas. Para atingir esta uniformidade, sdo necessarios de
sete a nove ciclos de autofecundacdo e de seis a sete anos de avaliagdo das linhagens em
experimentos regionais, o que resulta num montante de doze a quinze anos, desde o
cruzamento inicial até a liberagdao da nova variedade (CAMARGO, 1993).

Assim, buscando abreviar as etapas do processo de formacao de novas cultivares,
a biotecnologia, quando empregada durante as etapas de obtencdo da homozigose, pode atuar
como uma ferramenta propulsora capaz de maximizar a precisdo e o sucesso dos programas
de melhoramento. Suas aplicagdes tém auxiliado no desenvolvimento da agricultura e na
geragao de emprego e renda, baseando-se no conhecimento € na inovagao. Das estratégias
biotecnoldgicas ja utilizadas, a cultura de tecidos e a biologia molecular sdo as que mais tém
trazido resultados praticos para a agricultura (FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998).
Utilizando-se da cultura de tecidos, através da totipoténcia celular (capacidade de uma célula
ou tecido em regenerar o fenotipo do organismo completo e diferenciado do qual ela ¢
derivada — sem haver fecunda¢do), ¢ possivel abreviar significativamente as etapas de
obtencdo de novas cultivares, impactando ndo apenas no tempo, mas também nos recursos

investidos de maneira mais limpa e com menor impacto ambiental.

2.3 Métodos de Producio de Plantas Duplo-Haploides e o Melhoramento Genético

Embora a obten¢do de novas cultivares seja extremamente necessaria para atender
as demandas permanentes de uma populacdo crescente e os desafios de um clima em
mudancga, o desenvolvimento de cultivares € um processo muito lento e demorado, levando
muitos anos para sua conclusdo. Este processo depende principalmente da obtencdo de plantas
geneticamente estaveis e homozigotas. Pelo método convencional de melhoramento de
plantas, a homozigose ¢ alcangada por meio da realizagdo de sete a nove ciclos de
autofecundagdes, no qual sao necessarias pelo menos seis geragdes para se alcangar niveis

minimos de homozigose aceitaveis, antes de se testar o desempenho agrondomico das

linhagens obtidas (DWIVEDI et al., 2015). No entanto, pelo método de producao in vitro de
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plantas duplo-haploides (DH), ¢ possivel chegar a homozigose em uma unica geragao,
reduzindo o tempo significativamente. Ao antecipar a formacdo de linhas homozigotas, sao
eliminados vérios ciclos de sucessivas etapas de autofecundagdo, promovendo uma notavel
economia de recursos e tempo quando comparados com os procedimentos feitos de maneira

convencional (ZHENG, 2003; DUNWELL, 2010) (Quadro 1).

Quadro 1- Tempo necessario para a obtengdo de uma nova cultivar de trigo através do método
convencional, convencional com avanco de geragdo de verdo e via duplo-haploides. * Etapas com
tempo fixo para os trés métodos. VCU: Valor de Cultivo e Uso; DHE: Distinguibilidade,
Homogeneidade e Estabilidade

Métodos de Melhoramento
Etapas para geracio de . ) )
cultivares Convencional Convenclongl Via
com ~a vanco f Duplo-haploides
geracao de verao

Cruzamento™ 1 ano 1 ano 1 ano
Obtencao da linhagem 7 anos 5 anos 1 ano
homozigota
Obtencao de sementes para 0 ano 0 ano 1 ano
ensaios
Ensaio preliminar de 1° ano* I ano I ano 1 ano
Ensaio preliminar de 2° ano* 1 ano 1 ano 1 ano
Ensaios de VCU e DHE* 3 anos 3 anos 3 anos
Lancamento da cultivar (com 1 ano 1 ano 1 ano
volume comercial de sementes)*

Total de tempo 14 anos 12 anos 9 anos

Inicialmente, a produgdo in vitro de DH foi descoberta acidentalmente e com
surpresa por Guha e Maheshwari (1964) em Datura innoxia quando verificaram que os graos
de polen em meio de cultura estavam se transformando em estruturas multicelulares,
originando plantas haploides. Anos depois, Kasha e Kao (1970), noticiaram a descoberta de

uma maneira alternativa e promissora para producao de haploides, através de cruzamentos

Monica Bossardi Coelho 20



interespecificos entre diferentes espécies de cevada. Tais pesquisas pioneiras revolucionaram
mundialmende o uso da tecnologia DH na criagdo de plantas geneticamente estaveis,
passando a ser adotada em varios centros de pesquisa e empresas privadas de melhoramento
genético (DWIVEDI et al., 2015).

Através desse método e explorando a totipoténcia celular, uma célula gamética
(n), com apenas metade do seu patrimonio genético, ¢ capaz de originar uma nova planta, sem
haver a fecundagdo. Assim, o genoma desta planta precisa ser duplicado para restaurar o
numero cromossdmico da espécie. Posteriormente, com a duplicagao do genoma (espontanea
ou induzida por agentes antimitdticos) sua fertilidade ¢ restabelecida, tornando-se duplo-
haploide (DH) (MORAES-FERNANDES, 1990). Assim, as plantas DH obtidas passam a ser
homozigotas e uniformes para todos os /oci de seus cromossomos em apenas uma geragao
(Figura 2). A eficiéncia de sele¢ao passa ser muito maior via DH, j& que, apenas dois tipos de
gendtipos ocorrem para um par de alelos (A e a), com a frequéncia de 2 AA e Y4 aa, enquanto
que no método convencional, ocorrem trés tipos de genotipos com a frequéncia de Y2 AA, %
Aa, Y4 aa. Como exemplo, se AA fosse um gendtipo desejavel, a probabilidade de obtengao
desse genotipo seria maior via DH do que no método convencional. Se x loci estdo
segregando (onde x ¢ o nimero de genes), a probabilidade de se obter o gendtipo desejavel €
(1/2) * via DH e (1/4) * via convencional, aumentando cada vez mais a eficiéncia de selegao,
com o aumento do nimero de genes a ser considerado (MORAES-FERNANDES et al.,
1999).

Plantas DH podem ser obtidas mediante diferentes métodos ja descritos, como a
hibridizacdo interespecifica ou intergenérica (conhecida como resgate de embrides imaturos),
a partenogénese e a androgénese, a qual pode ocorrer pela cultura de anteras ou de
micrésporos isolados (JAUAR; XU; BAENZIGER, 2009; SEGUI-SIMARRO; NUEZ, 2008;
DUNWELL, 2010).
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Geracdo Paterna

e —> (Gametas

—>» Fertilizagdo (Geracdo F1 hibrido intervarietal)

Autofecundacio Cultura de Anteras
AB Ab aB ab Genotipos possiveis através da obtencdo de
plantas haplo-diploides:

AB | AABB  AABh AaBB  AaBb

Ab | AABb  AAbb  AaBb  Aabb Plantas haploides — AB Ab aB ab

aB | AaBB AaBb goBB  aaBb
Duplicacdio cromossémica

ab | AaBb  Aabb aaBb aabb

Genodtipos possiveis apos a AABB AAbb aaBB aabb
autofecundacdo das plantas F1

Figura 2- Vantagens da haploidizacdo em relacdo a autofecundacdo convencional quando os
genitores diferem por dois genes (MORAES-FERNANDES, 1990).

Em Arabidopsis thaliana, foi descrito um novo método para obtengdo de
haploides, baseando-se em mudangas substanciais na histona centromérica H3 (CENH3),
produzindo linhas mutantes indutoras de haploidia. Neste método, quando mutantes nulos de
cenh3 expressando alteracao nas proteinas CENH3 sdo cruzadas com o tipo selvagem, os
cromossomos do mutante sdo eliminados, produzindo-se uma progénie haploide (RAVI;
CHAN, 2010; KARIMI-ASHTIYANI et al., 2015; ISHII; KARIMI-ASHTIY ANI; HOUBEN,
2016). Independentemente do método utilizado, hoje a produgio de plantas DH representa um
inquestiondvel avanco na produ¢do de linhagens homozigotas para atender os programas de
melhoramento genético, assim como para estudos genéticos e até para introdugao de genes via
transgenia.

De modo geral, qualquer célula vegetal diferenciada que mantém o seu nucleo,
pode se reverter para o estado embriogénico e regenerar uma planta completa, sem haver

fecundacao, baseando-se no fendmeno da totipoténcia (TORRES; CALDAS; BUSO, 1999).
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No entanto, determinadas células ou tecidos vegetais podem expressar a totipoténcia em
diferentes intensidades. A embriogénese gamética ¢ um exemplo fascinante de totipoténcia
celular, e ¢ chamada de gimnogénese quando se inicia a partir de um gameta feminino e de
androgénese quando tem como origem um gameta masculino (GERMANA, 2011). Na
androgénese, os graos de pdlen imaturos destinados a formar gametas, desviam de sua
programacao natural, assumindo uma rota alternativa de desenvolvimento e iniciando um
crescimento direcionado, resultando no desenvolvimento de plantas contendo seu nimero
haploide (gamético) de cromossomos. Para tanto, ¢ imprescindivel que a célula gamética,
ainda jovem, seja submetida a um tratamento de estresse, o qual atuard como um gatilho e
permitird a ocorréncia da reprogramacao celular, viabilizando o desvio para uma nova rota a
ser seguida.

A androgénese, através da cultura de anteras, foi amplamente utilizada pela
vantagem de poder produzir mais de cem plantas a partir de uma unica espiga (LIU; ZHENG;
KONZAK, 2002, LIU et al., 2002). No entanto, este método mostrou-se limitado quanto a sua
aplicacdo a determinados gendtipos, apresentando alta dependéncia genotipica. Assim, em
virtude dessa limitagdo, a cultura de anteras abriu espago para um método alternativo,
conhecido como hibridizag¢do intergenérica ou interespecifica (ou ainda, resgate de embrides
imaturos), cuja aplicagcdo se mostrou mais favoravel a uma ampla base genotipica (auséncia
da caracteristica “genétipo-dependente” do parental feminino). Neste método, embrides
haploides sdo originados de plantas de trigo emasculadas e polinizadas com poélens de
espécies distantes (ex. cruzamento trigo x milho). Neste caso, o embrido haploide sera
formado pela célula gamética feminina “pseudo” fecundada, ocorrendo a completa eliminagao
do genoma doador do poélen.

O mecanismo envolvido neste processo ainda estd longe de ser esclarecido, no
entanto, algumas proposi¢des foram levantadas. Uma delas se baseia no fato de que os
centromeros dos cromossomos de ambas as espécies (doador do pdlen e doador de ovarios) se
interagem desigualmente com o fuso mitdtico causando uma perda seletiva dos cromossomos
(RAVI; CHAN, 2010). A divisdo celular subsequente ao “pseudo” zigoto formado, resulta na
eliminagdo dos cromossomos paternos formando um embrido haploide, que posteriormente
serd resgatado pela cultura in vitro (FOSTER et al., 2007). Apesar de apresentar aspectos

positivos para a producdo de haploides em trigo, j& que ndo possui a caracteristica de ser
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genotipo-dependente, as laboriosas etapas deste método (emasculacao, manutengdo de plantas
de milho doadoras de polen, polinizagdo, aplicacdo de 2,4-D para o desenvolvimento do
embrido e o tratamento com colchicina para duplicacdo artificial dos cromossomos), foram
lentamente despertando o interesse de seus usudrios para outras formas de producdo de DH,
dando espaco a métodos mais praticos. Embora ambos os métodos possuam vantagens e
limitacdes, tais questdes permitiram que novos estudos abrissem perspectivas a metodologias
mais modernas e menos laboriosas, como a cultura de micrdsporos isolados (também via
androgénese), a qual vem sido adotada em muitos laboratorios pelo seu potencial pratico e por

apresentar caracteristicas que vao além da producao de plantas duplo-haploides.

2.4 Cultura de Microsporos Isolados

Descoberta por Guha e Maheshwari (1964), a embriogénese do micrdsporo
revolucionou a cultura de tecidos vegetais. Esses autores observaram pela primeira vez a
formagdo de embrides a partir de graos de polen de Datura innoxia cultivados in vitro. Foi
observado que alguns graos de pdlen, quando propriamente "estimulados", sofriam um desvio
da sua rota normal de desenvolvimento e passavam por inimeras divisdes mitoticas dando
origem a estruturas multi-celulares, posteriormente originando plantas haploides. Uma década
depois, houve o primeiro registro da cultura de microsporos isolados em Nicotiana tabacum
(NITSCH, 1974), onde os mesmos foram retirados das anteras e cultivados in vitro.

Passados alguns anos, descobriu-se a possibilidade de isolar mecanicamente os
micrésporos em Brassica para seu cultivo (LICHTER, 1982), o que foi o pontapé inicial para
outros estudos utilizando-se da cultura de microsporos isolados. Apds o registro destes
primeiros trabalhos, o método da androgénese foi reproduzido para inimeras espécies, sendo
este fendmeno conhecido como “embriogénese do micrésporo”, tendo como modelos de
estudo duas espécies de dicotiledoneas (Brassica napus e tabaco) e duas monocotiledoneas
(cevada e trigo) (SEGUi-SIMARRO; NUEZ, 2008; SORIANO; LI; BOUTILIER, 2013).

A cultura de microsporos isolados se caracteriza pela purificacao das células apos
completa remogao dos tecidos da antera, seguido do cultivo in vitro, enquanto que a cultura de

anteras envolve o cultivo da antera inteira. Apesar de haver ainda muitos trabalhos recentes
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em duplo-haploides utilizando a cultura de anteras como método escolhido, a cultura de
microsporos isolados vem gradualmente a substituindo (FERRIE; CASWELL, 2011).

Algumas vantagens podem ser apontadas no processo de obtengdo de haploides
via microsporos isolados e entre elas estdo: a) no cultivo das células jovens de micrdsporos,
os tecidos das anteras sdo removidos durante o processo de purificagdo, evitando a ocorréncia
de uma possivel interferéncia desses tecidos sobre as células purificadas, que poderiam ter um
efeito inibitério sobre a regeneragdo dessas células, ou ainda, produzir calos que podem gerar
embrides somaticos diploides; b) os tratamentos feitos in vitro sao aplicados diretamente
sobre as células alvo (purificadas), proporcionando uma melhor disponibilidade de nutrientes;
c) o sistema de micrésporos isolados permite a separagdo dos debris celulares da suspensao,
eliminado células de diferentes estddios (ndo-alvo); d) a proporcao de micrdsporos
responsivos € sempre maior quando purificados; €) o cultivo dos microsporos isolados
permite recursos adicionais de manipulagdo genética, originando plantas haploides
transformadas; f) o estabelecimento dos microsporos isolados em meio de cultura ¢ mais
pratico enquanto que na cultura de anteras ¢ extremamente demorado e dependendo da
espécie pode requerer habilidades muito minuciosas; g) a cultura de micrdsporos isolados
permite o acompanhamento do desenvolvimento dos microsporos e a formagdo dos embrides
de cada célula (RODRIGUES; MARIATH; BODANESE-ZANETTINI, 2004; FERRIE;
CASWELL, 2011). Tendo em vista suas numerosas vantagens e aplicagdes, a cultura de
micrésporos isolados é uma promissora estratégia biotecnologica que merece destaque,
representando uma importante ferramenta para os programas de melhoramento genético de
plantas. No entanto, algumas limitacdes dificultam sua completa ado¢cdo como rotina € em
larga escala, sendo elas: a auséncia de resposta para algumas combinacdes genotipicas
(gendtipo-dependente) e o alto indice de plantas albinas (KUMARI et al, 2009; DUNWELL,
2010; SCAGLIUSI, 2014).

2.5 Microsporogénese: Desenvolvimento do Microsporo e do Grao de Pélen

O ciclo de vida das angiospermas ¢ dividido por duas geragdes distintas e
alternadas: gametofitica (fase haploide = n) e esporofitica (fase diploide = 2n). O

desenvolvimento embriondrio ¢ visto apenas na geracdo diploide. O embrido zigético, no

Monica Bossardi Coelho 25



entanto, ¢ produzido pela fusdo de gametas, que sao formados apenas pela geragao haploide.
Assim, a compreensao da relacdo entre as duas geragcdes € importante no estudo do
desenvolvimento das plantas, via embriogénese do microsporo. A formagdo do polen (n)
envolve células especializadas localizadas nas estruturas masculinas das flores. O androceu,
orgdo reprodutor masculino ¢ composto por um conjunto de estames, os quais sdo
constituidos de filete, conectivo e antera. A microsporogénese requer a especificagdo ¢ a
diferenciagdo de células que estdo dentro das anteras (DREWS; YADEGARI, 2002;
MARIATH; SANTOS; BITTENCOURT, 2003, MA, 2005) que por sua vez sdo compostas
por quatro sacos polinicos, fusionados e ligados ao filete. Cada saco polinico internamente
possui as células-mae de graos de podlen, as quais sdo envolvidas por um tecido chamado
tapete, que tem como funcao nutrir e auxiliar os microésporos durante seu desenvolvimento e
maturacdo. O inicio da geracdo gametofitica ocorre com a diferenciacao das células-mae do
micrésporo (MAUNSET, 1995). Durante a microsporogénese, as células-mae de polen (que
sdo células diploides) mediante o processo de meiose, produzem quatro células haploides
(esporos ou microsporos), que inicialmente permanecem unidos formando uma tétrade
cercada por uma parede de calose. A medida que o desenvolvimento dos micrésporos evolui,
a parede de calose comega a ser digerida pela enzima calase até a liberagdo dos micrésporos
(ZANETTINI; LAUXEN, 2003). Apo6s a separacao das paredes de calose, as células liberadas
irdo aumentar de volume, formando um grande vacuolo, contendo duas membranas (exina e
intina), um poro e um nucleo bastante caracteristico. Com o desenvolvimento da célula,
ocorre a migracao do nucleo para a periferia da célula, circundando a parede interna, até
chegar ao sitio diametralmente oposto ao poro (Figura 3), ocorrendo entdo, a primeira divisao
mitdtica. A primeira divisdo ¢ assimétrica, resultando em uma célula vegetativa, ou
macronucleo grande (que posteriormente dara origem ao tubo polinico) € uma generativa (ou
reprodutiva) menor, compostas pelo mesmo material genético, mas com estruturas diferentes

(SHI et al., 2015).
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Figura 3- Desenvolvimento do micrésporo acompanhado pela movimentacao do nucleo até o sentido
oposto do poro, antes de ocorrer a primeira divisao mitotica.

Logo apds a primeira divisao, a célula vegetativa migra ficando préxima ao poro e
ocorre uma absorc¢ao do vacuolo, dando inicio a sintese de amido. A partir desta fase, a célula
de micrdsporo segue a rota gametofitica de desenvolvimento, amadurece e se torna um grao
de polen, fazendo com que a androgénese ndo possa mais ser desencadeada (TOURAEV;
VICENTE; HEBERLE-BORS, 1997; BABBAR et al., 2004). Ja, na segunda mitose do pdlen,
a cé€lula vegetativa permanece adormecida e a célula generativa se divide originando duas
células espermaticas, finalizando o processo de formacdo do grao de pdlen (agora maduro),
constituido de uma célula vegetativa e duas células gaméticas ou espermaticas (MA, 2005;
SHI et al.,, 2015). Cada cé¢lula do polen (vegetativa e espermaticas) sdo altamente
especializadas e desempenham fungdes biologicas especificas, variando desde a simples
orientacdo do crescimento do tubo polinico (vegetativa) até a fecundacdo da oosfera,
formando o zigoto e o endosperma triploide (espermaticas) (TOURAEV; PFOSSER;
HEBERLE-BORS, 2001).

De uma maneira geral, toda célula de micrésporo ¢ programada para produzir um
grao de polen. No entanto, por efeito de fatores ambientais, o microsporo pode deixar sua rota
normal desenvolvimento (gametofitica) e seguir o desenvolvimento esporofitico, levando a
formagdo de embrioides e plantas. Esta capacidade, entretanto, somente ¢ possivel nos
estagios iniciais de desenvolvimento, ou seja, quando a célula gamética ainda ¢ totipotente
(REYNOLDS, 1997, TOURAEV; PFOSSER; HEBERLE-BORS, 2001; ZHENG et al.,
2001). Os mecanismos basicos que determinam a mudanga da rota de desenvolvimento de

gametofitica para a esporofitica ainda sdo pouco compreendidos (TYANKOVA;
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ZAGORSKA, 2008). Seguindo um modelo deterministico proposto por Grando e Moraes-
Fernandes (1997), o micrésporo pode sofrer alteracao da sua via de desenvolvimento natural e
adquirir o potencial androgenético em dois momentos distintos, e ambos acontecem nas fases
iniciais do desenvolvimento do grao de pdlen. O primeiro momento seria no inicio da meiose
e o segundo durante o estddio uninucleado do polen. Ha indicios de que a eliminagdo de
moléculas carreadoras de informagdes esporofiticas (mRNA, ribossomos e proteinas)
supostamente ocorra nestas duas fases, de forma que se ndo houver a correta eliminagao
destas moléculas o processo embriogénico tera grandes chances de ser retomado (GRANDO;
MORAES-FERNANDES, 1997). Estudos revelaram que a maioria dos genes identificados
como diferencialmente expressos durante o tratamento de estresse para induzir a androgénese
estao envolvidos com hormdnios de estresse, prote¢ao celular contra o estresse, metabolismo
de sacarose-amido e proteolise, indicando que a aquisi¢do do potencial androgénico depende
em grande parte da desdiferenciacdo celular, um processo pelo qual os perfis transcricionais e
de tradugdo existentes sdo provavelmente apagados ou alterados para bloquear o
desenvolvimento do polen e desencadear a via embriogénica (MARASCHIN et al., 2005b).
Mais recentemente, foi realizado o primeiro estudo de sequenciamento de transcritos e de
pequenos RNAs, em grande escala, de microsporos de trigo responsivos a androgénese, onde
foi demonstrado que transcritos relacionados com metabolismo celular e biossintese possuem
a expressdo diminuida apods aplicagdo de estresses para inducdo da embriogénese,
comparando com micrésporos antes da aplicacdo do estresse. Neste mesmo periodo, ocorre o
aumento da expressdo de transcritos relacionados com o remodelamento da cromatina,
representando a desdiferenciacdo dos micrdsporos, seguido da reprogramagdo para a rota do
desenvolvimento da embriogénese (SEIFERT et al., 2016). Em ambos os estudos, houve
indicios de que a desdiferenciacdo celular ¢ um dos processos-chave para desencadear a rota
embriogénica dos microsporos.

Assim, ao seguir a rota alternativa (esporofitica), os microsporos reprogramados
mudam de aspecto, particionando o seu grande vacuolo inicial, resultando em oito ou mais
vacuolos pequenos, formando um circulo no citosol. O nucleo se move para o centro da célula
e ¢ cercado por um citoplasma com fios radiais entre os vacuolos, formando uma estrutura
fibrilar chamada de “star-like”, sendo este tipo de conformacdo, as vezes usado como

estrutura “sinalizadora” da inducdo embriogénica (LIU et al., 2002; ZHENG et al., 2002;
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MARASCHIN et al., 2005a; SEIFERT et al., 2016). No entanto, nem todas as cé€lulas que
seguem a rota embriogénica se diferenciam nesta conformacgdo (tipo “star-like”), podendo
haver células de microsporos cultivadas in vitro, que resultam na formacdo de embrides e
plantas, sem ter passado por esta caracteristica. Ao adotar a rota embriogénica de
desenvolvimento, as células de microsporos seguem, na maioria das vezes, um padrdo
organizado de divisdes e diferenciagdes celulares que levam a formagao dos embrides e estes

em plantas (ZHENG, 2003; MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2009).

2.6 Fatores Determinantes que Interferem no Processo Androgénico

O sucesso do estabelecimento da rota embriogénica do micrdsporo depende de
inameros fatores, ja que trata-se de um processo biologico complexo, baseado na totipoténcia
de uma célula ou tecido vegetal. Assim como ocorre com outros processos biologicos, a
eficiéncia da resposta embriogé€nica das células de micrdsporos estd fortemente associada a
inimeros aspectos enddgenos e exdgenos a planta. Cada uma das etapas ou elementos
envolvidos no processo pode comprometer os resultados e variar notavelmente o sucesso na

regeneracao de embrides e plantas.

2.6.1 Genétipo

O gendtipo desempenha um papel essencial e ¢ um dos fatores mais determinantes
da resposta androgenética. Nao s6 diferentes espécies, mas também diferentes cultivares
dentro de uma espécie, podem diferir significativamente na sua capacidade de responder e
consequentemente na sua aptiddo para produzir calos ou embrides, de forma que cada
genodtipo pode requerer distintas condigdes para que haja o estimulo e o desenvolvimento das
estruturas embriogénicas (SEGUi-SIMARRO; NUEZ, 2008; TYANKOVA; ZAGORSKA,
2008).

Muito ainda se tem a elucidar em relacdo aos fatores genéticos envolvidos na
resposta androgenética. A vasta literatura encontrada sobre a embriogénese do micrésporo
relata, em grande parte, o sucesso do processo e suas causas; porém nao explica qual fator foi

determinante para tais gendtipos terem respondido ao protocolo. Nestes casos, o sucesso da
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resposta foi meramente atribuido ao carater “responsivo” do gendtipo e, logo em segundo
plano, aos efeitos das possiveis variaveis estudadas nos trabalhos. Assim, poucos estudos
buscaram elucidar este complexo mecanismo, sendo que em um deles, foi relatado que parte
da resposta androgenética estava associada a elementos genéticos instaveis (nucleares e
citoplasmaticos) supostamente de forma independente, sendo uma classe atuando sobre a
diferenciagdo embriogenética e outra sobre o desenvolvimento de plantas (PICARD et al.,
1990). No entanto, outros trabalhos mais recentes mostram nao haver associacao da resposta
androgenética com genes ndo-nucleares (mitocondriais e de cloroplastos), ou pelo menos
indicam que, na maioria das vezes, apenas os genes nucleares sdo os principais envolvidos na
resposta a androgénese (AL-ASHKAR, 2014).

Nao somente em cereais, mas também em outras espécies, o genotipo da planta
doadora ¢ de fato um dos fatores mais decisivos para desencadear a rota embriogénica dos
micrésporos. Por se tratar de fator de dificil controle (a genética da planta doadora), os
protocolos de producdo de haploides, via microsporos, buscam caminhos alternativos para
minimizar esta limitagdo, sendo que, em muitos casos, a otimizacdo das condi¢des de
crescimento das plantas doadoras e outros fatores exogenos (pré-tratamento das espigas e

meios de indugdo) poderiam transpor as barreiras impostas pelo proprio genotipo.

2.6.2 Fisiologia das Plantas Doadoras

Frequentemente, a indu¢do do gatilho androgenético e a formacdo dos embrides
podem ser prejudicados pela ocorréncia de condi¢des ambientais desfavoraveis durante o
desenvolvimento das plantas doadoras (ZHENG, 2003; BROUGHTON, 2008; CISTUE et al.,
2009). Assim, um pré-requisito para se atingir o sucesso do método sdo plantas saudaveis e
livres de patogenos. Condigdes adequadas de cultivo nao sé desempenham um importante
papel na resposta quanto a produgdo de embrides, mas também na regeneragdo desses
embrides em plantas (FERRIE; CASWELL, 2011). O cultivo das plantas doadoras em
camaras de ambiente controlado permite eliminar muitos estresses bioticos e abidticos que
podem afetar negativamente a androgénese (DEVAUX; PICKERING, 2005). Assim, um
ambiente livre de estresses promove resultados mais confidveis e seguros. Importantes fatores

como o fotoperiodo (duracdo e intensidade luminosa), temperatura, necessidade de agua e
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nutrientes sao cruciais a androgénese e por isso norteiam o desenvolvimento das plantas
doadoras (BROUGHTON, 2008; CISTUE et al., 2009). Por outro lado, embora se tenha
conhecimento que o estado fisioldgico da planta ¢ determinante, ainda ndo foram definidos
claramente os fatores fisioldgicos responsaveis pelo sucesso da androgénese (TYANKOVA;

ZAGORSKA, 2008).

2.6.3 Estadio de Desenvolvimento do Grao de Polen

O isolamento dos micrdsporos na fase correta corresponde a um importante
aspecto na indugdo da embriogénese e obtengao de plantas haploides. Somente na fase inicial
de desenvolvimento do micrésporo que ocorre a expressdo de alguns genes especificos,
voltados a embriogénese, representando assim, apenas uma breve etapa do seu
desenvolvimento, quando se encontram responsivos ao processo androgénico. Variagdes
podem ocorrer entre espécies € gendtipos, no entanto, de uma maneira bastante generalizada,
a fase mais apropriada para inducdo da androgénese se caracteriza por apresentar células
uninucleadas e altamente vacuolizadas (Figura 4) (WANG; BERGEN; DUIIN, 2000;
ZHENG, 2003; DUNWELL, 2010), correspondendo ao estadio Zadoks 45 no trigo
hexaploide, conforme ilustrado na Figura 6. Algumas caracteristicas morfoldgicas da planta
doadora podem contribuir para a identificagdo da fase mais apropriada da coleta das espigas.
Porém, apenas a andlise citoldgica observada ao microscopio Optico garantird sua correta

identificacdo.

Monica Bossardi Coelho 31



Maturagéo o
¥
/ Pélen Pdélen maduro
— bicelular
Micrésporo \
unicelular
3"] Embriogénese
4%
Micrésporo Embrido
totipotente derivado do
(embriogénico) microsporo

Figura 4- Representacdo esquematica do microsporo vacuolizado seguindo a rota gametofitica e
esporofitica (Adaptado de SHARIATPANAHI et al., 2006).

2.6.4 Pré-Tratamento

Dentre os fatores exogenos, o pré-tratamento indutor do estresse ¢ considerado um
ponto chave para a producdao de duplo-haploides via androgénese. Embora o microsporo seja
fisiologicamente e geneticamente determinado a desenvolver um gametofito, sua ontogenia
pode ser redirecionada formando uma célula embriogénica quando submetido a um estimulo
ou sinal (BARNABAS et al., 2001).

De modo geral, os pré-tratamentos consistem na aplicagdo de um tratamento de
estresse em plantas dadoras in vivo, ou em inflorescéncias excisadas, botdes de flores, anteras
ou micrésporos isolados in vitro, antes de serem transferidos para o meio de cultura
(TOURAEV; VICENTE; HEBERLE-BORS, 1997), sendo que espécies diferentes e até
mesmo genoétipos diferentes podem responder de maneira diferente a cada tipo de estresse.

Para que ocorra a reprogramacdo, o microsporo deve passar por algum estresse
ambiental, nutricional ou quimico que leve ao estimulo da sua rota esporofitica. Durante a
exposicdo a condigdes de estresse, genes especificos podem ser ativados ou desativados,
determinando o sucesso do processo androgenético (MARASCHIN et al., 2005a). Dessa

forma, se realizado adequadamente, o pré-tratamento a ser adotado permite que a célula
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abandone o desenvolvimento gametofitico e se redirecione para a embriogénese (ZHENG,
2003; FERRIE; CASWELL 2011).

Diferentes pré-tratamentos (utilizados isoladamente ou simultaneamente) ja foram
descritos como gatilhos para promover a androgénese (TOURAEV, A.; VICENTE;
HEBERLE-BORS, 1997, ZHENG, 2003, ISLAM; TUTEJA, 2012), sendo que o pré-
tratamento mais adequado e seu tempo de duracdo podem variar para cada espécie ou
genotipo.

O tipo de estresse aplicado desempenha papel importante nao s6 pela conversao
dos microsporos a embrides, mas reflete também no desenvolvimento de plantas verdes, na
fertilidade das mesmas e no numero de plantas albinas que poderdo ser formadas (LIU et al.,
2002; OLESZCZUK; SOWA; ZIMNY, 2006; SHARIATPANAHI et al., 2006). Assim, o
sucesso da producdo de plantas duplo-haploides estd diretamente vinculado ao tipo do pré-
tratamento aplicado.

O pré-tratamento de frio a 4° C ¢ um dos tipos de estresses mais utilizados em
varias espécies, € sua aplicagdo tem efeitos positivos na resposta androgenética e na
duplicagdo cromossomica (KASHA et al., 2003; CISTUE; KASHA, 2005). Estudo realizado
por Oleszczuk, Sowa e Zimny, (2006) mostrou que apesar do pré-tratamento de frio ter
aumentado a formagdo de plantas albinas em cevada, a frequéncia de duplicacdo espontanea
nas plantas verdes foi de quase 100%. A baixa temperatura atua na redu¢do do metabolismo
da antera, retarda a senescéncia da parede, aumenta a quantidade total de aminoacidos livres e
pode alterar a composi¢do da membrana plasmatica do polen. Também aumenta a sintese ¢ a
incorporagdo de acidos graxos insaturados, aumentando a capacidade de sobrevivéncia dos
graos de poélen ao estresse pela troca de ambiente (HEBERLE-BORS, 1985). Além disso, a
baixa temperatura retarda a divisdo mitdtica do nucleo, sincronizando assim a fase dos
microsporos durante o pré-tratamento, resultando em uma frequéncia de indu¢do mais elevada
(HU; KASHA, 1997).

Como métodos alternativos de pré-tratamentos outros indutores de estresses
também podem ser utilizados para promover o desenvolvimento esporofitico: manitol,
manitol associado ao frio, etanol, altas temperaturas e até mesmo radiacdes ionizantes. Assim
como o frio, o manitol também ¢ amplamente utilizado e atua provocando inani¢ao (do inglés

“starvation”) e alta pressdo osmotica ao microsporo. Em cereais como o trigo ¢ a cevada,
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muitos trabalhos de sucesso ja foram descritos utilizando pré-tratamento de choque de frio
associado ao manitol na cultura de microsporos isolados (KASHA et al., 2001; LABBANI;
BUYSER; PICARD, 2007; CISTUE et al, 2009; ISLAM; TUTEJA, 2012). Quando
colocados em um meio contendo manitol, os micrdsporos sofrem alteragdes estruturais e
metabolicas que sdo mediados pela percepgdo e transmissdo de informac¢ao do meio externo
para o interior da célula através da transducao de sinais que ocorre pela membrana plasmatica
(MARASCHIN et al., 2005a; MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2006). Estudos indicam que o
estresse hiperosmotico, assim como o estresse de baixa temperatura, podem reduzir a fluidez
da membrana, enquanto que o estresse hipotonico e choque de calor provocam a fluidiza¢ao
das mesmas (LOS; MURATA, 2004; LOS; MIRONOV; ALLAKHVERDIEV, 2013,
ECHAVARRI; CISTUE, 2016). Isto se deve ao fato de que, os componentes da membrana
celular sdo susceptiveis a alteragdes que podem subsequentemente alterar a fluidez da
membrana, a permeabilidade e as fun¢des metabdlicas celulares (HUANG, 2006). Diversos
elementos podem agir provocando alteracdes nas propriedades fisicas da membrana do
microsporo, supondo-se que tais mudancas poderiam coordenar as atividades de proteinas de
membrana e de proteinas sensoriais, que trazem sinais externos para o interior da célula,
influenciando a regulagdo da expressdo génica (LOS; MURATA 2004; MALIK et al., 2014),
desencadeando por sua vez a reprogramacao das células de microsporos em embrides.

Mais recentemente, outros tipos de pré-tratamentos vém sendo empregados com
relativo sucesso na indugdo da embriogénese de microsporos de trigo e/ou outros cereais, 0s
quais s3o usados em conjunto com o choque de frio, tais como: sulfato de cobre
(JACQUARD et al., 2009; BREW-APPIAH et al., 2013; MAKOWSKA; OLESZCZUK,
2014), putrescinas (REDHA; SULEMAN, 2011, 2013), dimetil-sulfoxide — DMSO
(ECHAVARRI; CISTUE, 2016), prolina (ASIF et al., 2013a) e arabino-galactans (LETARTE
et al., 2006; CASTILLO; SANCHEZ-DIAZ; VALLES, 2015; LIPPMANN et al., 2015). A
diversidade de substancias usadas para os tratamentos das espigas reflete, em parte, as

diversas formas usadas para desencadear a rota embriogénica dos micrésporos.
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2.6.5 Albinismo

Um dos maiores obstaculos que impedem o uso de maneira rotineira a cultura de
microsporos isolados para producdo de haploides, ¢ a grande propor¢do de plantas albinas
geradas, cuja condicdo reflete na reducdo do nlimero de plantas verdes férteis, prejudicando a
produgdo de plantas em maior escala (ZHENG, 2003). Tais plantas sdo capazes de alcancar
apenas os estagios iniciais de desenvolvimento e somente quando mantidas in vitro.

Em alguns genotipos de cevada, ha relatos mostrando que em cerca de 100% das
plantas geradas via cultura de microsporos ou anteras ocorre albinismo (CAREDDA et al.,
2000). Sua causa direta ¢ a incapacidade de conversdo dos proplastideos em cloroplastos,
levando ao fraco desenvolvimento das membranas dos cloroplastos (os tilacoides), local do
fotossistema que contém a clorofila (KUMARI et al., 2009). Embora o mecanismo biolédgico
ainda nao tenha sido elucidado, estudos indicam que a formagao de plantas albinas derivadas
da androgénese se deve a alteracdes que ocorrem durante a microsporogénese in vitro.
Portanto, a ndo conversdo a cloroplastos pode ser uma consequéncia da reprogramagdo mal-
sucedida. (MAKOWSKA; OLESZCZUK, 2014).

O albinismo ¢ uma caracteristica altamente hereditaria. Tanto o genoma nuclear
quanto o dos cloroplastos codificam proteinas essenciais para o desenvolvimento e
funcionamento do cloroplasto. Logo, a formacdo destas organelas pode ser afetada por
mutagdes de genes nucleares e dos proprios cloroplastos (KUMARI et al., 2009).

Mesmo sendo geneticamente predeterminado, o albinismo pode ser amenizado em
funcdo das condi¢des do protocolo estabelecido, tais como: as condigdes de crescimento das
plantas doadoras, os tipos de pré-tratamentos, o equilibrio de carboidratos e reguladores de
crescimento, bem como o estddio de desenvolvimento do micrésporo, assim como as
condi¢des ambientais do meio de cultura em que os embrides foram mantidos, como o
oxigénio, luz e temperatura (KUMARI et al., 2009). Como exemplo dessa influéncia
interferindo no albinismo, cabe destacar o papel do sulfato de cobre, que quando utilizado na
solucdo de pré-tratamento com manitol, ¢ possivel haver reducao significativa na formacao de
plantas albinas em cevada (DAVIES, 2003; JACQUARD et al., 2009). Em funcdo de ser um

dos componentes de varias enzimas importantes envolvidas no transporte de elétrons, na
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biossintese de proteinas e carboidratos, o cobre pode atuar favoravelmente na regeneracao de
plantas verdes em cevada (DAHLEEN, 1995).

O Ficoll, um polissacarideo de alto peso molecular utilizado junto ao meio de
indugdo, também pode influenciar na regeneracdao de plantas verdes. Na fase de indugdo, os
micrésporos sdo bastante propensos a afundar no meio liquido, diminuindo a exposi¢ao ao
oxigénio, ocasionado a produgdo de lactato e dlcool desidrogenase, que danificam a estrutura
interna do DNA e dos plastidios, conduzindo a uma deficiéncia na regeneracdo e na geragao
de plantas sem clorofila (KAO et al., 1991). Assim, através da suplementacdo com Ficoll ¢
possivel conferir maior viscosidade ao meio, evitando que as células se depositem no fundo
das placas, e por consequéncia disso fiquem mais expostas ao oxigénio. Eudes e Amundsen
(2005) comprovaram que o meio de indugdo complementado com Ficoll tem efeito
significativo em triticale, dando origem, em média, a 2/3 plantas verdes, enquanto que o
mesmo meio sem Ficoll desenvolveu apenas 1/3 de plantas verdes. Os mesmos resultados
foram observados por Poersch-Bortolon e colaboradores (2016) também para trigo, onde
foram produzidas mais plantas verdes e férteis em meios de cultura com Ficoll.

Ao longo dos ultimos vinte anos de estudos voltados para a embriogénese do
microsporo, otimizagdes dos protocolos tém sido feitas e o numero de plantas verdes foi
melhorado em torno de 100 a 1000 vezes em cereais (WOJNAROWIEZ et al., 2002;
SHARIATPANAHI; TOURAEV, 2010; LAZARIDOU et al., 2011; ISLAM et al., 2013).
Entretanto, o albinismo continua sendo um grande desafio a ser contornado ¢ um problema
critico da androgénese em monocotiledoneas.

O evento crucial para a ocorréncia do albinismo parece ser a reprogramagao dos
microsporos do desenvolvimento gametofitico para o esporofitico, porém se desconhece como
o estresse altera a rota de desenvolvimento, quais genes sdo responsaveis por essa transicao e
também como os distirbios da androgénese conduzem a formagdo de plantas albinas

(MAKOWSKA; OLESZCZUK, 2014).

2.6.6 Meios de Inducio

Sabe-se que a reprogramagdo das células de microsporos ¢ desencadeada pela

aplicacdo de algum tratamento de estresse, mas a eficiéncia do processo ¢ controlada por uma
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interacdo de fatores genéticos e fisiologicos (SHIRDELMOGHANLOO; MOIENI;
MOUSAVI, 2009). Sempre que as condigdes forem inadequadas, muitos micrdsporos
competentes podem ndo se dividir ou suspender as suas divisdes, interrompendo o seu
processo embriogénico, o que reduz substancialmente a produ¢do de plantas originadas de
micrésporos (ZHENG; KONZAK 1999; ZHENG et al., 2001). Portanto, uma vez que o
potencial embriogénico ¢ acionado, ¢ crucial fornecer aos micrésporos condigdes apropriadas
para seu desenvolvimento durante a fase de indug¢ao. A condigdo e composicao do meio de
inducgdo sdo determinantes e requerem um equilibrio adequado de componentes nutricionais,
j& que afetam diretamente a taxa de formacgao de embrioides (ZHENG, 2003; SANTRA et al.,
2012). De modo geral, na cultura de micrdsporos isolados, ¢ utilizado o meio semi-liquido
para a indugdo das estruturas embriondrias, cuja vantagem ¢ a homogeneidade na distribuigao
de nutrientes aos microsporos, permitindo um maior aproveitamento dos componentes do
meio.

Dentre os varios componentes do meio de indugdo, estdo os reguladores de
crescimento, que sdo conhecidos como moléculas-chave sinalizadoras que controlam o
desenvolvimento e iniciagdo de vias de transducdo de sinal em resposta a estimulos
ambientais (KOHLI et al., 2013). In vitro, os reguladores de crescimento mais utilizados sdo
as auxinas e citocininas, cuja funcdo ¢ controlar a divisdo celular e a morfogénese
(WE,DZONY et al., 2009). Esses dois grupos de hormoénios geralmente agem
antagonicamente, porém seus efeitos sdo modulados pelo genoma e de acordo com a
especificidade do tecido (MOUBAYIDIN; DI MAMBRO; SABATINI, 2009).

Sabe-se que a homeostase dos reguladores de crescimento ¢ uma das mudangas
mais dindmicas na resposta a condigdes de estresse (KOHLI et al., 2013). Como a
sensibilidade dos tecidos e células muda durante o desenvolvimento da planta em resposta as
mudangas ambientais ou genéticas (DAVIES, 2010), pode-se supor que as interagdes entre
esses reguladores, induzidas pelo estresse e a sensibilidade genotipo-especificos aos
reguladores, coordenem a reprogramag¢ao do micrdsporo que irao regular sua eficiéncia
embriogénica (ZUR et al., 2015).

Os carboidratos também desempenham um importante papel no inicio da
androgénese, sendo que a maltose ¢ o agucar mais comumente utilizado na cultura de

micrdsporos isolados (SCOTT; LYNE, 1994). A maltose fornece um metabolismo mais lento
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e nado letal, ao passo que outros agucares como sacarose, glicose e frutose provocam
metabolismo mais rapido, levando a hipdxia e acumulo de etanol, resultando na morte das
células (SCOTT; LYNE; AP REES, 1995). Os carboidratos presentes em meios de cultura
tém uma dupla finalidade: primeiro, como fonte de carbono e energia, e segundo como um
osmoprotetor.

A osmolaridade durante a fase de indugdo influencia a viabilidade dos
microsporos ¢ sustenta a divisdo celular, especialmente durante o estidgio inicial da
embriogénese (OCHATT et al., 2009; AYED et al., 2010). Uma vez isolados, os microsporos
sdo muito sensiveis a pressdo osmotica, dessa forma a osmolaridade inadequada pode ser
gravemente prejudicial, causando encolhimento ou ruptura, levando a morte celular (GUO;
PULLI 2000).

De modo geral, os meios de cultura sao ricos em agtcar, aminoacidos e minerais,
e sdo, portanto, uma fonte potencial de nutrientes para microorganismos tais como bactérias,
leveduras e fungos (ASIF et al., 2013b). A contaminagdo por esses organismos pode surgir de
plantas doadoras infectadas, manipulagcdo do fluxo laminar e condi¢des sépticas inadequadas
levando ao comprometimento do material em cultivo (SHEN et al., 2010; THOMAS;
GOPLAKRISHNAN; KRISHNAREDDY, 2011). Enquanto normalmente os antibioticos
agem no controle do crescimento da maioria dos contaminantes bacterianos, alguns
antibidticos podem trazer vantagens adicionais para a cultura de micrdésporos isolados. Tal
beneficio foi constatado através da adicao de 100 mg/L de cefotaxima em meio de indugdo em
trigo e triticale, onde foi observado a eficdcia na elimina¢do da maioria dos contaminantes,
proporcionando melhor formacao de embrides e a reducdo de ocorréncia de albinismo (ASIF
etal., 2013b).

Um outro aspecto critico para a embriogénese dos microsporos € o co-cultivo dos
mesmos com ovarios vivos, colocados nos meios de indugao (LI, DEVAUX, 2001; ZHENG
et al., 2001; LIU et al., 2002). A presenca dos ovarios auxilia os micrdsporos no seu potencial
embriogénico, de forma que quando adicionados ao meio de cultura com os microsporos, o
nimero de embrides e plantas regeneradas tende a aumentar significativamente (HU;
KASHA, 1997; ZHENG et al.,, 2002; ZHENG, 2003), inclusive em genotipos menos
responsivos ou recalcitrantes. Durante o cocultivo de ovarios foi evidenciado o envolvimento

de substancias semelhantes a auxinas ou indutoras da divisdo celular, como os bio-polimeros
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“arabinogalactans” (BORDERIES et al., 2004; LETARTE et al., 2006). Acredita-se dessa
forma que os ovarios vivos sejam fontes de moléculas sinalizadoras essenciais, liberadas
lentamente durante o cultivo das células, que por sua vez mantém e prolongam o potencial
embriogénico ja desencadeado durante o pré-tratamento (ZHENG et al., 2002). Ha relato
mostrando que, mesmo em gendtipos de trigo responsivos ao processo androgénico, 0 co-
cultivo de ovarios ¢ fundamental para iniciar a formacdo dos embrides (SCAGLIUSI, 2014).
Porém, ainda ha necessidade de esclarecer quais outras moléculas estdo envolvidas neste
processo e por qual razao extratos purificados de ovarios ndo atuam da mesma maneira que o

cocultivo com ovarios frescos e intactos (EL-TANTAWY et al, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia — area de Cultura de
Tecidos, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Trigo), em Passo Fundo,

RS, no periodo de abril de 2015 a dezembro de 2016.

3.1 Material Vegetal

As sementes de trigo foram obtidas pela Embrapa Trigo e a escolha desse material
foi baseada por representarem um perfil agrondomico mais proximo da triticultura atual (BRS
194) e por serem controles responsivo (Fielder) e recalcitrante (Embrapa 27) ao processo
androgénico. A cultivar Embrapa 27 foi lancada em 1994 pela Embrapa Trigo, sendo
originada do cruzamento entre os genétipos: PF 83743/5/PF 83182/4/CNT 10*4//Lagoa
Vermelha*5/Agatha/3/Londrina*4/Agent//Londrina*3/Nyu Bai. Caracteriza-se por ter ciclo
curto, estatura média e por apresentar resisténcia a fusariose, além de estar presente na
genealogia de muitos gendtipos de trigo brasileiros. Neste estudo, o uso deste genotipo foi
baseado pelo comportamento recalcitrante ao cultivo in vitro de microsporos isolados.

A criagdo da cultivar BRS 194 teve como objetivo reunir caracteristicas
favoraveis de trés outras cultivares, que por sua vez apresentavam boa adaptacao ao cultivo do
trigo no Sul do Brasil, sendo resultante do cruzamento CEP 14/BR 23//CEP 17. Lancgada pela
Embrapa Trigo em 2000, a cultivar BRS 194 ¢ recomendada para o cultivo em todas as
regides triticolas do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina. Apresenta rusticidade, elevado
rendimento de graos e, por sua crescente aceitagdo na lavoura, foi a segunda cultivar com a
maior disponibilidade de sementes para plantio no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina em

2005. Suas plantas possuem porte baixo e ciclo curto, apresentando suscetibilidade a ferrugem
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da folha e a fusariose. Embora apresente uma boa resposta embriogénica, o albinismo ¢ um
fator limitante de grande parte das plantas regeneradas.

Fielder ¢ um genétipo americano, muito utilizado como modelo na cultura de
microsporos isolados por ser responsivo a androgénese, além de ser também suscetivel aos
métodos de transformacdo genética, via biobalistica e Agrobacterium tumefaciens (JONES;
DOHERTY; WU, 2005). Como genealogia, este genotipo foi originado do cruzamento entre
4*Yt 54A//Nrn 10/Bvr/3/2*Y 50/4/ Nrn 10/Bvr//Baart/Onas, em 1974, tendo destaque

naquela época pela satisfatoria qualidade para pastelaria e resisténcia a ferrugem da folha.

3.2 Germinagao e Crescimento das Plantas Doadoras

As sementes foram quimicamente tratadas com uma solu¢do de fungicida e
inseticida 1:1 (Imidacloprid 600 g/L: Triadimenol 150 g/L) e foram distribuidas em papel
germitest umedecido com agua destilada, reservadas dentro de um becker e mantidas no
escuro a 4 °C, por sete dias. Em seguida foram transferidas para camara de crescimento, onde
ficaram pelo mesmo periodo de tempo, a 24 °C com 16 horas/luz. Quando ja estavam com
parte radicial e aérea formadas, as plantas foram transferidas para os baldes. Foram plantadas
de 3 a 4 plantulas por balde — 7 litros (cada balde medindo 20 cm de didmetro) contendo uma
mistura homogénea de solo, vermiculita e substrato Mecplant (1:1:1) (Figura 5).

As plantas foram cultivadas em camaras de ambiente controlado a 18/14 °C
(dia/noite) com 16h de fotoperiodo, umidade relativa entre 70 a 80% e receberam

semanalmente solu¢ao nutritiva Hoagland (HOAGLAND; ARNON, 1938).
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Figura 5- a) Plantas doadoras mantidas em camaras de crescimento com condigdes controladas, apos
15 dias da germinag@o. b) Plantas desenvolvidas e livres de patégenos, no final da fase vegetativa.
Embrapa Trigo, 2016.

3.3 Coleta

As coletas foram realizadas diariamente, selecionando-se os perfilhos com as
espigas na fase 45 da escala Zadoks (ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974), quando os
micrésporos estavam apresentando a fase uninucleada de desenvolvimento (intermediario ou
tardio) (Figura 6). A confirmag¢do da fase uninucleada foi feita pela coloracdo das células com
carmim acético (FAN; ARMSTRONG; KELLER, 1988) e visualizacao ao microscopio Optico
das anteras retiradas da por¢do mediana das duas primeiras espigas de cada genotipo, onde foi
observado o nticleo e sua posicdo em relacdo ao poro (KASHA et al., 2001). As espigas para
co-cultivo de ovarios foram coletadas em estadio mais avangado de desenvolvimento (fase 56
da escala Zadoks), ja que o co-cultivo das células isoladas com ovarios aumenta a eficiéncia
de regeneracdo (BROUGHTON, 2008). Apds a coleta, todas as espigas foram envoltas em
papel aluminio, agrupadas em recipientes com agua destilada e mantidas em BOD até o

momento da extracao.
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Figura 6- a) Estadio morfologico 6timo de colheita (Zadoks 45), em que as células apresentam-se
uninucleadas. b) Microsporos corados com carmim acético, em fase uninucleada tardia (migrando
para fase bi-nucleada). Embrapa Trigo, 2016.

3.4 Assepsia

Para a assepsia, as folhas e aristas foram retiradas e as espigas lavadas por 10 min
em constante agitacdo, em um frasco autoclavado contendo uma gota de Tween 20, agua
esterilizada e 10% de agua sanitaria (2.5% de hipoclorito de so6dio). As espigas foram

enxaguadas cinco vezes com agua deionizada autoclavada em fluxo laminar (Figura 7).
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Figura 7 - a) Grupo de 10 espigas com folhas e aristas removidas prontas para o processo de
assepsia. b) Enxdgue das espigas em fluxo laminar apos a lavagem com 10% de 4gua sanitaria e
detergente liquido. Embrapa Trigo, 2016.

3.5 Pré-Tratamento das Espigas

Para todos os cinco pré-tratamentos (Tabela 1), apos a coleta das espigas, grupos
homogéneos de 10 perfilhos foram embalados em papel aluminio e reservados em recipiente
contendo agua destilada, sendo mantidos em BOD no escuro a 4 °C por cerca de 15 a 30 dias.
Apo6s esse periodo de incubacdo, as espigas tiveram suas folhas e aristas removidas para

processo de assepsia com hipoclorito de sodio (2,5%), conforme descrito anteriormente.

Tabela 1 — Composi¢ao das solugdes de pré-tratamento utilizadas como estresses para inducdo do
desenvolvimento esporofitico dos micrésporos isolados

1) Frio 4 °C 2) PTB 3)PTT 4) PTX 5) TSA
Agua destilada Glicerol =30 g/L CuSO4.5H20 =5 mg/L.  CuS0O4.5H20 =26 mg/L NPB-99
L-Prolina =200 g/L Manitol =55 g/L L-Prolina = 100 mg/L TSA=0,15 mg/L
Espermina =101 mg/L DMSO =1% Cinetina = 2mg/L
Glucosamina =200 mg/L AGP's =50 mg/L ABA =13 mg/L
ABA =13 mg/L TSA =0,15 mg/L
AGP's = 50 mg/L
pH=5,7 pH=6,5 pH=46,3 pH=16,0 pH =7,0

ApoOs assepsia em camara de fluxo laminar, as espigas tiveram suas glumas
descartadas e foram retiradas as espiguetas de cada espiga com auxilio de uma pinga. Por
serem menos viaveis, as espiguetas basais e apicais por sua vez foram excluidas, sendo
utilizadas somente as espiguetas da regido mediana de cada espiga. Para os grupos de espigas
que foram tratados apenas com frio, o isolamento e purificacdo das células de micrésporo

foram realizados logo ap0s esta etapa.

Monica Bossardi Coelho 44



Ja as espigas que passaram pelos pré-tratamentos osmotico e quimico (PTB, PTX
e PTT), apos os dias de frio, tiveram suas espiguetas incubadas em um frasco contendo 100
mL da solucdo de pré-tratamento, e armazenadas por trés dias em BOD, no escuro a 4 °C até
0 momento da extragao.

Para o pré-tratamento TSA, apos ter sido aplicado o frio, foi realizado o
isolamento das células, obtendo-se os micrésporos purificados. Uma vez purificados, o tubo
contendo o pellet de células recebeu por sua vez 14 mL de uma solugdo composta de meio
NPB-99 (Tabela 2) de extracao acrescido de 0,5 uM de TSA (conforme metodologia descrita
por Li et al., 2014). Os micrésporos foram resuspensos nessa solucao, onde foram mantidos
por 24 horas a 4 °C (Figura 8). Apo6s esse periodo, as células foram centrifugadas novamente

e lavadas com o meio de extracdo NPB-99.
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Figura 8 - a) Espigas embaladas em papel aluminio durante o pré-tratamento de frio, a 4°C. b) Coleta
das espiguetas a serem colocadas em solugdo de pré-tratamento (glumas descartadas). c¢) Frasco
contendo espiguetas em pré-tratamento por 3 dias. d) Microsporos purificados em solugdo de pré-
tratamento TSA. Embrapa Trigo, (2016).

3.6 Isolamento e Purificacio dos Microsporos

ApOs o pré-tratamento, os microsporos foram isolados e cultivados conforme o
protocolo estabelecido por Eudes & Amundsen (2005). Para cada procedimento de extracao,
as espiguetas assepticamente coletadas originadas de 10 espigas foram colocadas em um
mini-blender autoclavado contendo aproximadamente 40 mL de meio liquido NPB 99 de

extragdo (Tabela 2) gelado (LIU; ZHENG; KONZAK, 2002). As espiguetas foram trituradas
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duas vezes (por 7 segundos) em velocidade baixa e o extrato foi filtrado por uma peneira de
aco inoxidavel autoclavada, essa suspensdo foi novamente filtrada utilizando um filtro de
células com uma malha estéril de 100 pm. A solugdo filtrada foi dividida em dois tubos de 50
mL, e os micrésporos foram sedimentados por centrifugagdo (100 x g por 5 min a 4 °C). O
sobrenadante foi descartado e os micrésporos foram coletados em um tubo apenas, de 50 mL,
ressuspensos em 35 mL de meio NPB 99 liquido para mais um ciclo de centrifugagdo. O
pellet foi colocado em um tubo de 15 mL, ressuspenso novamente e centrifugado, resultando
em um pellet dissolvido em 2 mL de meio NPB 99 liquido. A suspensao com 0s microsporos
foi cuidadosamente pipetada sobre uma solucdo estéril de maltose (20%) formando uma
banda espessa contendo as células-alvo. O pellet final com células purificadas foi obtido apos

a ultima centrifugagao (Figura 9).

Figura 92- a) Blender de centrifugacdo mantido no gelo para evitar agdes enzimaticas enquanto sao
removidas as espiguetas a serem trituradas. b) Extrato sendo filtrado para becker estéril gelado. c)
Primeiro ciclo de centrifuga¢@o do extrato, por 5 minutos a 4°C. d) Banda de micrdsporos depositada
entre a maltose e o meio NPB 99. e) Pellet resultante da ultima centrifugacdo, com células ja
purificadas. f) Suspensdo livre de fragmentos de tecidos vegetais, contendo microsporos
uninucleados viaveis. Barra representa 100 um. Embrapa Trigo, 2016.

3.7 Inducao

Ao pellet final foi adicionado 1 mL do meio liquido de extragdo NPB 99 (Tabela
2) e a concentracdo de células foi determinada em hemocitdmetro. Apds a contagem, as
células foram diluidas em meio semi-solido (NPB 99 + 10% Ficoll, + 10 mg/L goma arabica

+ 0,2 mg/L 2,4-D + 0,2 mg/L cinetina + PAA 1 mg/L) e a concentracdo celular foi ajustada

Monica Bossardi Coelho 46



para 7-8 x 10" células/mL. Ap6s a distribuicio dos microsporos em placas de Petri (30 mm),
dez ovarios foram assepticamente retirados das espigas (recém coletadas ou armazenadas no
frio) e colocados em cada uma das placas, sendo que cada genotipo doador de microsporo foi
combinado com ovarios de diferentes gendtipos (BRS 194 ou Embrapa 27 ou Fielder)
conforme a disponibilidade dos mesmos. As placas contendo os micrdsporos € os ovarios
foram seladas com parafilme, e colocadas em placas maiores (150 mm) contendo uma placa
pequena aberta, contendo agua estéril. Uma vez seladas, estas placas maiores foram incubadas

no escuro a 27 °C por cerca de 20 a 40 dias (Figura 10).

Figura 10- a) Microsporos purificados em meio semi-solido (placas 30 mm) recebendo ovarios
vivos. b) Placas seladas prontas para incubagdo a 27 °C para indugdo da androgénese. Embrapa Trigo
2016.

3.8 Regeneraciao

Os embrides com tamanho aproximado de 1 mm (Figura 11), foram transferidos
em condigdes estéreis em camara de fluxo laminar para meio s6lido GEM (Tabela 2) (EUDES
et al., 2003) para placas de Petri com 100 mm de diametro contendo 20 mL de meio sélido
GEM. As placas de Petri foram seladas com parafilme e transferidas para camaras de
crescimento, onde permaneceram por cerca de 30 dias, com fotoperiodo e temperatura

controlados (16 horas de luz a aproximadamente 24°C).
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Figura 11-Embrides de 1 mm de tamanho obtido através da cultura de microsporos isolados
prontos para serem transferidos ao meio so6lido GEM.

3.9 Enraizamento

As plantulas verdes obtidas foram transferidas ao meio de enraizamento “rooting”
(Tabela 2) (EUDES et al., 2003) em tubos de ensaio e colocadas em camara de crescimento

sob as mesmas condig¢oes da etapa anterior (16 horas de luz a aproximadamente 24 °C).

3.10 Aclimatacio

Assim que as plantas apresentavam sistema radicular desenvolvido, foram
transferidas para um recipiente com vermiculita, recebendo solu¢do nutritiva a cada trés dias.
O recipiente inicialmente foi coberto por uma tampa, a qual foi sendo retirada aos poucos, até
o total descobrimento das plantas. Apds aclimatadas, as plantas foram transferidas para vasos

nas mesmas condi¢des das plantas doadoras (24 °C com 16 horas/luz).
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3.11 Avaliacdo do Numero de Embrioes Formados

Foi avaliado o nimero de embrides no momento da transferéncia para o meio de
regeneracdo GEM, o numero de plantas verdes e albinas obtidas e a porcentagem de
duplicacdo espontanea. O trabalho foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
onde os trés gendtipos doadores de microsporos (BRS 194, Embrapa 27 e Fielder) foram
combinados com cinco pré-tratamentos (Frio convencional, PTB, PTX, PTT e TSA) e com
trés genotipos doadores de ovarios (BRS 194, Embrapa 27 e Fielder) conforme a
disponibilidade dos mesmos.

De forma inerente a técnica, houve variacdo do niimero de repeticdes (de 1 a 21),
sendo que cada repeticdo consistiu de uma placa de petri (30 mm) contendo um ntmero
aproximado de 225.000 células. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e
comparacdo de meédias pelo teste de Tukey-Kramer (5%) utilizando o programa estatistico

Costat (COHORT SOFTWARE, 2003).

Tabela 2 — Componentes dos meios de cultura NPB-99 (LIU; ZHENG; KONZAK, 2002), utilizado
na extracao e indugdo dos embrides; GEM (EUDES et al., 2003), para a regeneragao dos embrides; e
Rooting (EUDES et al., 2003), para o enraizamento das plantulas verdes

Composicio NPB-99 GEM ROOTING
(mg/L) (Indugdo) (Regeneracio) (Enraizamento)
Sais
KNO; 1415 1900 1900
(NH4),SO4 232 -
KH,PO, 200 170 170
CaCl,. 2H,0 83 440 440
MgSO,. 7TH,0 93 370 370
NH4NO; - 165 1650
KI 0,4 - 0,83
MnSO,.7H,0 5 22 22
H3;BOs 5 6,2 6,2
ZnS04. TH,0 5 8,6 8,6
CoClL. 6H,O 0,0125 0,2 0,2
CuSO0,. 5H,0 0,0125 0,15 0,15
Na,Mo0O,. 2H,0 0,0125 0,25 0,25
FeSO,. 7H,O 37,3 373 373
Na,EDTA 27,8 27,8 27,8

Carboidratos
Maltose 90.000 15.000
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Tabela 2 — Continuacio...

Sacarose
Xilose
Ribose

Mio-inositol

Aminoacidos
L-Glutamina
L-Asparagina
L-Arginina
Acido y-amino butirico
L-Serina
L-Alanina
L-Cistina
L-Leucina
L-Isoleucina
L-Prolina
L-Lisina
L-Fenilalanina
L-Triptofano
L-Metionina
L-Valina
L-Histidina
L-Treonina

L-Glicina

Vitaminas
Piridoxina-HCl
Tiamina-HCl
Pantotenato
Acido Nicotinico
Riboflavina
Acido Folico
Biotina
Betaina Clorada
Colina-HC1

Acido Ascorbico

Acidos Organicos
Acido Malico
Acido Fumarico
Acido Succinico
Acido a-cetoglutarico
Acido Piravico
Acido Citrico
Agar
Gelrite

50

500

5.000
350
350
200

750

0,5

02
02
02
7.9
10
04

1.000
200
20
20

3.000

10.000
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Tabela 2 — Continuacio...

Reguladores de crescimento
2,4-D
Kinetin

PAA

Outros
Espermina
Espermidina
Cefotaxima

Ph

0.2
0.2

0,0857

58

0,5
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a resposta embriogénica de trés cultivares de trigo
(BRS 194, Embrapa 27 e Fielder) em relacdo a cinco pré-tratamentos e ao co-cultivo de
ovarios, oriundos dos trés gendtipos citados, com o objetivo de otimizar o método de
produg¢do de DH via micrésporos isolados, identificando quais variagdes se destacam na
inducdo da embriogénese do microsporo, inclusive para genotipos recalcitrantes a

androgénese.

4.1 Conducio das Plantas Doadoras em Ambientes Controlados

Assim como os tratamentos utilizados, as condigdes nas quais as plantas doadoras
sdo cultivadas, também desempenham papel decisivo no sucesso da cultura de microsporos
isolados. Apesar de ndo ter sido variavel de estudo neste trabalho, o desenvolvimento das
plantas doadoras para producdo de haploides requer constante aten¢ao e cuidado. O cultivo
das plantas doadoras em camaras de crescimento com ambiente controlado (Conviron)
garantiu que as mesmas se desenvolvessem até o final do ciclo em condigdes livres de insetos
e patogenos, sem necessidade de aplicagdo de pesticidas, resultando em plantas
completamente sadias. Entretanto, apesar do rigoroso cuidado com as plantas doadoras, foi
possivel observar alguns sintomas foliares, em todos os ciclos de plantio, como uma ligeira
clorose nas pontas de folhas mais jovens, semelhante ao relatado por Bugbee & Koerner
(1997), como sendo tipicos de plantas cultivadas em ambientes controlados, especialmente
sob luz continua (emitindo ar quente), e com fotoperiodo prolongado ou em rapido

crescimento (Figura 12).
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Figura 3- a) Leve clorose apresentada na ponta das folhas (setas) de todos os gendtipos,
possivelmente atribuida ao crescimento de plantas em ambientes controlados. Embrapa Trigo,
(2016).

Em alguns momentos, muitas plantas (principalmente as do genétipo Fielder)
apresentavam acentuada clorose internerval em suas folhas, o que pode configurar alguma
deficiéncia nutricional, mesmo com constante aplica¢do de solucdo nutritiva (Figura 13).

Além disso, outro tipo de sintoma, ocorrendo também na ponta das folhas, porém
como necrose, foi outra caracteristica observada, notada com mais frequéncia, estando
presente de forma mais homogénea entre as plantas. Interessantemente, Embrapa 27 foi o
genotipo que menos apresentou tais sintomas, muito provavelmente devido a rusticidade desta

cultivar.
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Figura 4- Clorose internerval acentuada (setas) apresentada no genoétipo Fielder, possivelmente
atribuida a deficiéncia de Ferro. Embrapa Trigo, (2016).

Os sintomas observados nas plantas doadoras diferiram entre os varios ciclos de
plantio, apesar de terem sido mantidas as mesmas condi¢des de crescimento entre os ciclos
(mesma mistura na composi¢cdo dos baldes, foto-periodo e temperaturas diurna e noturna).
Entre a diversidade dos sintomas apresentados, os mais marcantes foram as folhas rasgadas ou
dentadas e a acentuada necrose das pontas das folhas mais jovens, sintoma conhecido como
“morte dos ponteiros das folhas” (Figura 14), sugerindo em alguns casos, deficiéncia causada
por célcio ou ainda por micronutrientes, como cobre e boro. Analises de solo foram feitas nas

amostras contidas nos baldes e nenhuma deficiéncia nutricional foi apontada.
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Figura 5- a, b, ¢) Sintomas de folhas “rasgadas” possivelmente atribuidos a deficiéncia de calcio. d)
Acentuada morte dos ponteiros das folhas mais jovens no gendtipo BRS 194. Embrapa Trigo,
(2016).

Como as condicdes de crescimento das plantas doadoras foram as mesmas durante
todos os ciclos, ndo foi possivel explicar as diferencas observadas entre os ciclos,
especialmente apds os resultados das andlises originadas do Laboratério de Solos,
comprovando a auséncia de deficiéncia nutricional na mistura usada para o crescimento das
plantas. Os sintomas, de uma maneira geral, iniciavam na fase final do perfilhamento, inicio
do elongamento (fase Zadoks 31). Com o desenvolvimento das plantas, proximo a fase de
coleta, os sintomas pareciam diminuir ou serem amenizados, persistindo apenas aqueles nas
plantas com acentuada morte dos ponteiros (necrose da ponta das folhas). Diante desta
problematica, foram coletadas espigas de plantas sem sintomas (quando possivel), ou com
sintomas menos evidentes, e de preferéncia, de perfilhos principais, visto que tal associacao ja
foi relatada anteriormente, como sendo mais responsivos a androgénese
(SRISKANDARAIJAH et al., 2015).

A fisiologia das plantas doadoras representa um dos principais fatores das muitas
etapas que interferem na produgdo de haploides (independentemente do método escolhido), e,
portanto, afeta de maneira direta a resposta ao processo androgénico (KASHA; ZIAUDDIN;
CHO, 1990; JAHNE e LORZ, 1995, ZHENG, 2003). Tendo conhecimento sobre a influéncia
direta do status das plantas doadoras em relacao a resposta androgénica, varios plantios foram
feitos, buscando produzir plantas sem sintomas. No entanto, durante o desenvolvimento deste

trabalho, todas as plantas apresentaram algum tipo de sintoma.
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4.2 Inducao

Através da visualizagdo ao microscopio Optico, foi possivel verificar determinados
padrdes quanto a morfologia das células em cada genétipo. Enquanto Fielder e BRS 194
apresentavam na sua maioria, células grandes e globosas, com aproximadamente 50 um de
diametro, (Figura 15) nitidamente Embrapa 27 se caracterizava por apresentar células

ligeiramente menores.

Figura 6- Micrésporos do genotipo Embrapa 27 (a), apresentando menor tamanho e microsporos
de BRS 194 (b), com didgmetro notavelmente maior, observados em microscopio optico. Barra
representa 100 um. Embrapa Trigo, (2016).

Além disso, regularmente, as extracdes de Fielder evidenciavam células com
estruturas fibrilares formando circulos, do tipo “star-like” (Figura 16), padrido de células
definido como “sinalizadoras” da rota embriogénica (INDRIANTO et al., 2001;
MARASCHIN et al., 2005a).
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Figura 7- Microsporos purificados oriundas do genétipo Fielder apresentando morfologia tipo
“star-like” (setas). Barra representa 100 pm. Embrapa Trigo, (2016).

Verificou-se também que, quando o periodo de armazenamento no frio excedia 27
dias, grande parte das células passava a apresentar aspecto envelhecido, resultando em
extragdes com poucas células viaveis, retidas durante o processo de centrifugacdo, entre o
meio de extragdo e o colchdo de maltose, havendo muitas células depositadas no fundo do
tubo (descartadas). Por estarem em fase avangada de desenvolvimento (devido ao longo
periodo no frio), as células maiores (e mais pesadas) desciam para a parte final do tubo, apds a
centrifugacdo, restando poucas células vidveis na porc¢ao retida pelo gradiente de maltose. Por
outro lado, o longo periodo de frio pareceu favorecer o aparecimento de células “star-like” em
Fielder, mesmo resultando num menor niumero de células.

Os micrdsporos tipo “star-like” foram relatados como embriogénicos em canola,
cevada, trigo e tabaco (MARASCHIN et al., 2005a; SORIANO; LI; BOUTILIER., 2013).
Entretanto, apesar de ser considerado como um marcador do inicio do processo embriogénico
dos micrésporos, em Brassica napus 0s microsporos nao exibem estas estruturas
citoplasmaticas estreladas, apresentando apenas um aumento no tamanho das células, seguido
por divisdes simétricas. Desta maneira, ainda ndo se sabe exatamente qual a caracteristica dos
microsporos que pode ser adotada como um sinal universal do estado de totipoténcia
(SHARIATPANAHI et al., 2006). Isto esclarece em parte o fato de que, neste trabalho,

algumas células, originadas de diferentes grupos de extragdes, mostraram ser embriogénicas
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(resultando na formagao de embrides), porém nem sempre apresentavam células do tipo “star-
like” em sua composi¢ao.

Em condicdes adequadas, apds as etapas de pré-tratamento e purificagdo das
células, seguido de um periodo de incubagdo de aproximadamente sete dias no meio de
inducdo (semi-liquido NPB-99), os microsporos uninucleados comegavam a flutuar,
fragmentando o grande e unico vactiolo em varios outros pequenos compondo uma estrutura
fibrilar. Logo apos essa fase, foi possivel observar as primeiras divisdes dos micrdsporos.
Com aproximadamente 20 dias de incubagdo, em todos os gendtipos verificou-se estruturas

multicelulares prestes a romper a exina (Figura 17).

Figura 8- a) Microsporos embriogénicos (morfologia “star-like”); b) Massa celular prestes a romper
a exina do microsporo (seta) apés 10 dias no meio de indugdo; ¢) Formacdo de estruturas
embriogénicas em meio de indu¢do, com aproximadamente 21 dias de cultivo. Barra representa 100
um. Embrapa Trigo, (2016).

Entre os trés gendtipos estudados, houve diferengas visiveis em relagcdo ao nimero
de dias em que estas estruturas multicelulares surgiram apds a incubacdo e principalmente
quanto ao numero de estruturas formadas. Fielder e BRS 194 iniciavam a conversao das
células em estruturas multi-celulares muito mais rapidamente que Embrapa 27, indicando
haver um atraso na conversdo dessas células em esporofitos. Apesar de ter recebido o
estimulo para o desvio da rota, a grande maioria das células deste genétipo recalcitrante,
quando observadas ao microscopio Optico, pareciam inalteradas ou “congeladas” durante a
fase de inducdo, ocorrendo posteriormente, uma gradativa deterioracdo do conteudo celular,

concomitantemente com a oxidagao dos ovarios.
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4.3 Pré-Tratamento das Espigas

De maneira geral, para todos os gendtipos, os diferentes pré-tratamentos aplicados
as espigas resultaram em extragdes com um Otimo rendimento de células, com valores
variando entre 7-8 x 10* células/mL, ndo havendo diferencas aparentes quanto a esse aspecto.
O bom rendimento foi, de certa maneira, inesperado, uma vez que além de estar associado ao
genoétipo e ao tratamento aplicado as espigas, também depende grandemente das condic¢des
fisiologicas das plantas doadoras. Quando plenamente saudaveis, favorece as chances de se
conseguir um maior nimero de células totipotentes. Isto ocorre porque apenas uma pequena
porcentagem das células de microsporos sera capaz de mudar sua rota de desenvolvimento, de
gametas para esporofitos, mesmo que todas tenham recebido o sinal para que isso ocorra.
Assim, aumentando o nimero de células iniciais e viaveis, aumenta-se a frequéncia de se
obter microsporos embriogénicos.

Na embriogénese dos micrdsporos, o tipo de estresse aplicado as espigas
desempenha um papel importante ndo s6 para a reprogramacao das células da sua rota natural
de desenvolvimento, de gametofitico para o esporofitico, mas também no desenvolvimento de
embrides em plantulas verdes. Assim, a escolha e aplicagao de um estresse adequado atuam
fortemente sobre trés aspectos criticos em protocolos de producdo de DH: a taxa de indugdo
embriogénica, a taxa de geragdo de plantas verdes e a ocorréncia de albinismo entre as plantas
regeneradas (WURSCHUM; TUCKER; MAURER, 2014). Uma ampla variedade de estresses
aplicados as espigas ja foi utilizada para a inducao da androgénese (SHARIATPANAHI et al.,
2006; ISLAM; TUTEJA, 2012). Dentre eles, estd o estresse sob forma de frio, o qual foi
relatado pela primeira vez por Nitsch e Norrel (1973) em micrésporos de Datura innoxia.
Considerado um tratamento fisico e de simples aplicacdo, este pré-tratamento ¢ relatado em
muitos trabalhos, sendo amplamente utilizado para producao de haploides em muitas espécies
de plantas cultivadas por todo o mundo (ISLAM; TUTEJA, 2012).

Os resultados obtidos neste trabalho apontaram que o pré-tratamento feito com o
frio tradicional (4 °C) promoveu a androgénese em varias combinagdes de fatores (gendtipo x
pré-tratamento x genotipo doador de ovarios). No entanto, as respostas mais expressivas
foram observadas para BRS 194 (com ovarios de Fielder — média de 84 embrides por

repeticao), e Fielder (com ovarios de Fielder — média de 31 embrides). Apesar da expressiva
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resposta causada pelo tratamento de frio padrao (Figura 7 B), para trés gendtipos testados,
cabe destacar que, ndo apenas o pré-tratamento promoveu a androgénese, mas também o
gendtipo doador de ovarios, uma vez que, ovarios de Fielder estimulou mais a embriogénese
nos trés genotipos testados (Tabela 3 e Figura 18 C). Tal resultado explica a caracteristica
multi-fatorial da resposta androgénica, evidenciando que apenas o pré-tratamento nio seja
suficiente para o desvio da rota e consequente formacao de embrides.

Ao utilizar-se da baixa temperatura como estresse, a mesma parece agir freando o
desenvolvimento da maioria dos microsporos, o que poderia desencadear o aumento da
viabilidade embriogénica destas células. Neste sentido, o frio € responsavel por atrasar a
divisdo mitotica do nucleo, sincronizando de modo geral, a fase dos micrésporos durante o
pré-tratamento, resultando em frequéncias de inducao mais elevadas (HU; KASHA, 1997).

Embora amplamente utilizado, o mecanismo pelo qual as baixas temperaturas
desencadeiam a resposta androgénica ainda permanece desconhecido. Foi demonstrado que o
frio reprime a via gametofitica induzindo divisdes mitoticas simétricas e retardando o
desenvolvimento do polen (SHIRDELMOGHANLOO et al., 2009). O choque de frio também
¢ feito para assegurar a sobrevivéncia de um maior numero de células (SHARIATPANAHI et
al., 2006). De acordo com esses autores, a compreensao de um mecanismo preciso de estresse,
no que diz respeito a embriogénese do microsporo, ainda estd longe de ser elucidada,
independentemente do tipo de estresse escolhido (frio, calor, quimico ou outros). Com base
nessas informacdes, alguns autores acreditam que o frio ndo é propriamente um estresse, mas
sim um tratamento aplicado as células que visam protegé-las, mais do que prejudica-las, e que
o verdadeiro estresse seria causado pela privacao de alimentos, processo conhecido como
“starvation” (ZORINIANTS et al., 2005). Assim, o pré-tratamento de frio a 4° C durante
varios dias ¢ tido como um estimulo benéfico na resposta androgénica do trigo, atuando
também, de forma positiva, na duplicagdo espontanea dos cromossomos (HU e KASHA,

1997; ZHENG 2003; CISTUE e KASHA, 2005).
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Tabela 3 — Efeito dos gendtipos doadores de microsporos, pré-tratamentos ¢ dos genotipos doadores
de ovarios na producdo de embrides haploides/ duplo-haploides de trigo

Genotipo doador de Genotipo doador de

s Pré-tratamento - n Média n° embrides
micrésporos ovarios
BRS 194 Frio °C Fielder 17 84 a
BRS 194 Frio °C Embrapa 27 11 1,7b
BRS 194 Frio °C BRS 194 11 1,5b
BRS 194 PTB (3 dias/4°C) Fielder 12 10,3 a
BRS 194 PTB (3 dias/4°C) Embrapa 27 2 9,0 a
BRS 194 PTB (3 dias/4°C) BRS 194 4 03 a
BRS 194 PTT (3 dias/4°C) Embrapa 27 8 66 a
BRS 194 PTT (3 dias/4°C) Fielder 21 79b
BRS 194 PTT (3 dias/4°C) BRS 194 5 6,4b
BRS 194 PTX (3 dias/4°C) Fielder 15 24,6 a
BRS 194 PTX (3 dias/4°C) Embrapa 27 5 0,8 a
BRS 194 TSA (24h/4°C) Fielder 13 34a
BRS 194 TSA (24h/4°C) Embrapa 27 4 0 a
Embrapa 27 Frio 4°C Fielder 20 1,6a
Embrapa 27 Frio 4°C Embrapa 27 7 03a
Embrapa 27 Frio 4°C BRS 194 1 0 a
Embrapa 27 PTB (3 dias/4°C) Fielder 15 24a
Embrapa 27 PTB (3 dias/4°C) BRS 194 2 0 a
Embrapa 27 PTB (3 dias/4°C) Embrapa 27 4 0 a
Embrapa 27 PTT (3 dias/4°C) Fielder 19 04a
Embrapa 27 PTT (3 dias/4°C) BRS 194 12 0,3a
Embrapa 27 PTT (3 dias/4°C) Embrapa 27 1 0 a
Embrapa 27 PTX (3 dias/4°C) Fielder 16 10,6 a
Embrapa 27 PTX (3 dias/4°C) BRS 194 2 0 a
Fielder Frio 4°C Fielder 19 31 a
Fielder Frio 4°C Embrapa 27 3 36a
Fielder PTT (3 dias/4°C) Fielder 14 19 a
Fielder PTT (3 dias/4°C) Embrapa 27 3 03a
Fielder PTX (3 dias/4°C) Fielder 15 35a
Fielder PTX (3 dias/4°C) Embrapa 27 3 0 a
Fielder TSA (24h/4°C) Fielder 7 8,6a
Fielder TSA (24h/4°C) Embrapa 27 5 0 a

Valores seguidos pela mesma letra (dentro dos sub-grupos) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-
Kramer a 5% de probabilidade. n = nimero de repeti¢des (placa de 30 mm)
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Figura 9- Média total do niumero de embrides obtidos por A) Gendtipos, B) Pré-tratamentos e C)
Genodtipos doadores de ovarios. Embrapa, (2016).
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Na literatura, sobre a cultura de micrdsporos isolados em cereais, além do frio,
outros pré-tratamentos frequentemente utilizados sao os de baixa temperatura em associacao
com tratamentos quimicos e osmoticos, em especial com manitol (HU e KASHA, 1997;
LANTOS et al., 2006; AYED et al., 2010; SANTRA et al., 2012). O uso desses mesmos
tratamentos (quimicos e osmoticos) também pode se dar em conjunto com o choque de calor
ao invés do frio, cujo efeito ¢ relatado como benéfico (INDRIANTO et al., 2001;
OLESZCZUK; SOWA; ZIMNY, 2006). Alguns autores relatam que até resultados melhores
podem ser obtidos com a substitui¢ao do frio pelo choque de calor a 33 °C (TOURAEYV et al.,
1996; LIU et al., 2002). Entretanto, em ensaios preliminares deste estudo, também foram
utilizadas temperaturas mais altas que o frio “padrio”, tratando as espigas com solucdes de
pré-tratamento incubadas a 22 °C (dados ndo mostrados). Porém, tais tratamentos resultaram
em espiguetas amareladas e num baixo rendimento de células uninucleadas, revelando uma
aceleracdo no estddio de desenvolvimento dos micrdsporos, uma vez que na sua grande
maioria, as células apresentavam-se ja binucleadas e com deposi¢do de amido (dados nao
mostrados). Por essa razdo, no presente estudo, todos os pré-tratamentos foram realizados em
baixa temperatura (4 °C).

Trabalhos mais recentes vém mostrando que a associag@o do frio com tratamentos
quimicos ou osmoticos resultam numa melhora significativa da resposta embriogénica. Como
exemplo dessa associa¢do, muitos trabalhos foram feitos aplicando estresse de quatro ou mais
dias de frio (4 °C), em combinacdo com o manitol, resultando num maior nimero de embrides
e de plantas verdes, conforme relatado por varios autores (LANTOS et al., 2006; LABBANI,
BUYSER; PICARD, 2007, SHIRDELMOGHANLOO et al., 2009; SANTRA et al., 2012;
ASIF et al., 2013a).

Entretanto, os resultados obtidos neste estudo apontaram que, nem sempre o uso
de manitol e associa¢des resultaram numa melhor resposta embriogénica (Figura 18 B). Entre
os fatores estudados, o pré-tratamento com o frio (convencional), para o genotipo BRS 194
foi o que mais se destacou, produzindo o maior numero de embrides, sobressaindo-se até do
geno6tipo controle (Fielder), conhecido como altamente responsivo a androgénese. Assim,
baseando-se nesses resultados foi possivel depreender que, mesmo sendo fundamental para
inducdo da resposta androgénica, os pré-tratamentos possuem forte influéncia sobre os

genotipos, havendo respostas diferentes para gendtipos diferentes. No entanto, apesar desta
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influéncia entre genotipos e pré-tratamentos, a baixa resposta observada em Fielder foi
atribuida aos sintomas fisioldgicos apresentados nas plantas doadores deste genotipo. Dos trés
genoétipos estudados, Fielder foi o que apresentou sintomas mais severos, variando desde a
simples queima da ponta das folhas, até mais fortes como a clorose internerval e a morte dos
ponteiros. O bom rendimento de células obtidas para este genotipo ndo descarta a
possibilidade de ter havido um comprometimento na natureza e genética dessas células,
alterando seu padrdo de resposta a androgénese. Em ensaios anteriores a este estudo (dados
nao mostrados), Fielder se comportou como altamente responsivo ao método, e juntamente
com Pavon 76 vem sendo universalmente usado como controle positivo a androgénese
(SCAGLIUSI, 2014; CASTILLO; SANCHEZ-DIAZ; VALLES, 2015).

Além do tratamento tradicional de frio, outros dois pré-tratamentos se destacaram
para a conversao das células de microsporos para esporédfitos (Tabela 3). O primeiro foi
identificado como PTT, que para o gendtipo BRS 194, em combinacdo com ovdarios de
Embrapa 27, produziu em média 66 embrides por placa. Este pré-tratamento, além de conter
manitol a 300 mM, foi adicionado DMSO (1%), sulfato de cobre (20 uM), TSA (0,5 uM) e
AGP’s (50 mg/L). Cada um dos componentes deste tratamento desempenham um papel chave
na indu¢do da embriogénese.

Entre os componentes do primeiro pré-tratamento, o manitol se destaca como
promotor de choque osmotico, atuando no fendmeno do movimento de entrada e saida de
agua das células vegetais. Em estudo realizado por Wojnarowiez e colaboradores (2004),
evidenciou-se que o uso do manitol durante trés dias a 4 °C induz tanto uma pressdo osmotica
estavel nos meios de pré-tratamento como uma privacao de carboidratos pelas células de
microsporos. Isso ocorre porque o manitol age penetrando nas células de forma passiva e
lenta, uma vez que a membrana plasmatica é pouco permeavel a ele. Dessa forma, quando o
manitol ¢ usado em alta concentragdo, a agua ¢ incapaz de penetrar nos microsporos,
desencadeando um importante sinal de déficit hidrico na célula, o que provavelmente levaria a
mudanca na sua rota de desenvolvimento (AYED et al., 2010).

Esta resposta induzida pelo manitol estd fortemente associada com os
componentes da membrana celular, j4 que estes desempenham um papel fundamental na
transducdo de sinal de estresses, sendo suscetiveis a alteragdes que podem alterar a fluidez da

membrana, modificando a permeabilidade e as fungdes metabodlicas celulares (HUANG,
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2006). Os sinais externos induzidos pelo manitol provocariam alteragdes nas propriedades
fisicas da membrana do micrdsporo, influenciando a regulagdo da expressao génica (LOS;
MURATA 2004; MALIK et al., 2014), desencadeando por sua vez a reprogramac¢do das
células de microsporos em esporofitos, deflagrando o mecanismo conhecido como a
“embriogénese do microsporo”. Em seguida, ocorre a fusdo dos nucleos, ocorrendo varias
divisdes subsequentes, levando a formagdo de estruturas multi-celulares, embrides e plantas,
evento ja relatado para varias espécies vegetais (WOJNAROWIEZ et al., 2004).

Estudos de expressdao génica em micrésporos de cevada (apos tratamento com
manitol) mostraram que os genes associados com a habilidade destas células em se dividir e
formar embrides, estavam especialmente envolvidos com a membrana plasmatica, onde
mudangas metabdlicas e estruturais foram observadas (MARASCHIN et al., 2005a; MUNOZ-
AMATRIAIN et al., 2006). Assim, em fun¢io do importante papel de “coordenar” as
proteinas ligadas a membrana e as proteinas sensoriais que “captam” os sinais externos a
célula, a membrana plasmatica ¢ pe¢a fundamental ao sucesso do processo androgénico.
Baseado neste conhecimento foi postulado que, possiveis modificagdes nos constituintes da
membrana celular, tais como lipidios, poderiam estar envolvidos na percep¢ao precoce do
sinal de estresse e transducao (MUNNIK; MEIJER, 2001), beneficiando o gatilho do processo
embriogénico. Utilizando-se deste mesmo fundamento, Echéavarri e Cistué (2016) propuseram
o uso do dimetilsulféxido (DMSO) no pré-tratamento de espigas de trigo e cevada, para
modificar a fluidez da membrana plasmatica, ja que além de alterar a permeabilidade, também
poderia aumentar o fluxo de moléculas de baixo peso molecular para dentro da célula,
trazendo respostas positivas ao processo androgénico. Estes autores perceberam que, em
cevada, a adicdo de 1% de DMSO a solugdo de pré-tratamento das espigas, conduziu a um
aumento de 1,4 a 2,8 vezes em variedades recalcitrantes ao processo androgénico € a um
aumento de 1,1 a 1,5 vezes nos genotipos responsivos.

Em trigo, os mesmos autores relatam que a adi¢do de DMSO também teve um
efeito positivo, aumentando em até trés vezes o numero de embrides e plantas verdes
formadas, entre os trés gendtipos testados: Antequera, Atae e Kilopondio, sendo neste ultimo,
a mais evidente.

O DMSO, um dos componentes do pré-tratamento PTT usado neste estudo,

devido a sua capacidade antioxidante, pode neutralizar os efeitos negativos de espécies
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reativas de oxigénio (ROS), levando a um maior nliimero de micrdsporos vivos. Isto poderia
explicar o aumento no nimero de plantas obtidas usando o tratamento contendo DMSO.
Echavarri e Cistué¢ destacam também que através da suplementacdo com DMSO a 1% foi
possivel aumentar a produ¢do de plantas diploides espontaneas em trigo, variando de 14 —
50% para o controle sem DMSO e de 19,2 — 66,7% com DMSO. A capacidade do DMSO em
diminuir a espessura da membrana enquanto aumenta a permeabilidade celular ja é conhecida
por muito tempo. Estudos realizados em cultura de células vegetais mostraram que o aumento
da permeabilidade e a diminui¢do da espessura da bi-camada lipidica causada pelo DMSO
promove a passagem de substancias importantes para as células (BRODELIUS; NILSSON
1983; ORVAR et al., 2000; SANGWAN et al., 2001). Echavarri e Cistué (2016) relatam que
o DMSO poderia facilitar a entrada de nutrientes nos estadgios iniciais da embriogénese,
levando ao crescimento mais rapido de estruturas multi-celulares, aumentando a probabilidade
desta massa de células em se tornar um embrido haploide.

Outras substancias também vém sendo usadas com frequéncia na inducdo da
androgénese, de maneira direta (induzindo os microsporos a seguir a rota embriogénica) ou
indiretamente (minimizando a formagdo de plantas albinas). Utilizado conjuntamente, a
adicdo de sulfato de cobre também ¢ capaz de atuar beneficamente, proporcionando uma
melhoria da sobrevivéncia das células e na sincronizagdo da primeira divisdo embriogénica,
que por sua vez ira refletir num aumento significativo no niimero de plantas, provocando uma
reducdo na propor¢do de plantas albinas (WOJNAROWIEZ et al., 2002). Em trabalho
realizado por Jacquard e colaboradores (2009), em cevada, foi possivel obter pela primeira
vez, a regeneragao de plantas verdes através da cultura de anteras, em cultivares conhecidas
por regenerar somente plantas albinas.

Verificou-se que a adicdo de 10 uM de sulfato de cobre aos meios de pré-
tratamento e também no meio de cultura (2,5 mg/L) aumentou a densidade de plastideos trés
vezes mais em embrides da cultivar de cevada Igri e duas vezes na cultivar Cork. Assim,
segundo os mesmos autores, o sulfato de cobre atua na divisdo dos plastideos e no
desenvolvimento paralelo das membranas internas dos cloroplastos.

A presenca de corpos prolamelares nos embrides apds quatro semanas de cultura
indica ainda que o sulfato de cobre induz a desdiferenciacao do amiloplasto em proplastideo

antes de entrar no desenvolvimento do cloroplasto. O mecanismo exato do efeito benéfico do
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cobre sobre a resposta embriogénica ainda ndo ¢ totalmente compreendido, porém, um
numero cada vez maior de protocolos para producdo de haploides vem sendo descritos com
sucesso, apds adicdo de sulfato de cobre para tratamento das espigas, principalmente
minimizando a formagdo de plantas albinas (BREW-APPIAH et al., 2013; MAKOWSKA;
OLESZCZUK, 2014).

Com a necessidade de se gerar protocolos cada vez mais eficientes para producao
de plantas duplo-haploides, novas substancias vém sendo testadas mais recentemente, para
desencadear o processo androgénico, utilizando caminhos alternativos, diferentes dos
convencionalmente usados, através do choque térmico e osmoético. Baseando-se nos
fundamentos da epigenética, cujo mecanismo permite a diversificagdo da expressdo de genes
contidos na mesma fita de DNA, alguns trabalhos pioneiros vém utilizando deste fendmeno
para induzir a resposta androgénica. Esta forma de heranca, baseada nao na sequéncia de
DNA, mas sim na organiza¢do da cromatina celular, permite a modulacdo das atividades de
expressdo génica em resposta a sinais externos (ZHAO et al., 2008). Para tanto, cada célula
diferenciada possui o mesmo material genético, porém apresenta um padrao de expressao
génica especifico, que ¢ atingido pelo silenciamento génico e pela ativacdo de determinados
genes tecido-especificos (LI, 2002).

E sabido que a reprogramagdo da célula vegetal e a aquisicio da capacidade de
totipoténcia envolve a repressdo e a ativacdo de inimeros genes, associados com o novo
desenvolvimento celular, assim como com a reorganizagdo global do genoma, e que marcas
epigenéticas estdo envolvidas na expressdo génica durante este processo de reorganizagido
(SOLIS et al., 2015). De uma maneira geral, nas células eucaridticas, aproximadamente 6
milhdes de pares de bases de DNA estao presentes, que codificam em torno de 30.000
proteinas diferentes. No entanto, a maior parte da fita de DNA permanece armazenada, sob
uma forma de organizacdo de cromatina compactada que dificulta ou impossibilita a
transcricao de genes (GOODSELL, 2003). Desta forma, apenas uma parte do DNA ¢ utilizado
para expressao de genes em cada tecido. Esta organizagdo da cromatina ¢ estabelecida por
modificacdes epigenéticas que incluem: a metilacdo do DNA e modifica¢des pos-traducionais
das histonas, entre outras. Assim, baseando-se nestes fundamentos que Li e colaboradores
(2014) utilizaram de substancias que atuam nas modificacdes que ocorrem nas histonas,

bloqueando a acdo de enzimas (desacetilases de histonas - HADCs) que modificariam estas
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proteinas. Bloqueando a atividade das HDACs pelo uso de Tricostatina A (TSA) foi possivel
aumentar o nimero de células de micrésporos que desviaram de sua rota gametofitica para
esporofitica. Esses resultados foram obtidos tanto para Brassica napus, espécie conhecida por
responder a androgénese, quanto para Arabidopsis thaliana, conhecida por ser recalcitrante a
embriogénese do microsporo (LI et al., 2014). A adigdo do TSA a solucdo de pré-tratamento
atuou provocando o bloqueio da atividade das enzimas HDACs, causando a hiperacetilagdo
das histonas H3 e H4. Dessa forma, os autores propdem que a totipoténcia do microsporo ¢é
mantida sob controle de um mecanismo dependente de HDAC e que os tratamentos de
estresse utilizados para induzir o desenvolvimento do embrido haploide em cultura afetam
esta via dependente de HDAC (LI et al., 2014).

Apesar dos resultados positivos obtidos por Li et al. (2014) com a adi¢do do TSA
a solucdo de pré-tratamento, nossos resultados ndo foram expressivos quando utilizado este
tratamento (NPB 99 + TSA) (Tabela 3). No entanto, cabe destacar mais uma vez que, tal
resultado poderia ser diferente, caso as plantas doadoras utilizadas neste estudo, estivessem
em perfeitas condicoes fisioldgicas. Assim, novos ensaios deverdo ser feitos, verificando o
verdadeiro papel deste bloqueador enzimatico.

Ainda seguindo os fundamentos da epigenética, porém utilizando como alvo, a
propria fita de DNA, e ndo mais as proteinas que o envolvem, um estudo ainda mais recente
apontou que, substancias inibidoras da metilacdo do DNA podem estar envolvidas na inducao
da embriogénese, em micrésporos de canola e cevada (SOLIS et al., 2015). A metilagdo do
DNA feita por enzimas (DNA metil-transferases) se constitui numa modificagdo epigenética
significativa que ocorre na cromatina durante a reprogramagao da célula de micrésporo, apos
desviar da sua rota original de desenvolvimento. Assim, foi observado nesses estudos que,
modifica¢des na metilacdo global do DNA que acompanharam a mudanga do programa de
desenvolvimento do microsporo rumo a embriogénese, levaram a uma reprogramagao
epigenética dos micrdsporos para um estado totipotente, dando inicio a embriogénese. Esta
reprogramagado epigenética envolveu uma diminui¢ao da metilagdo do DNA com a ativacao
da proliferacdo celular e um subsequente aumento da metilacio do DNA com o inicio da
diferenciagdo das células (passando de uma estrutura multi-celular para embrides), ocorrendo
em espécies de plantas muito diferentes, como Brassica napus (SOLIS et al., 2015), Hordeum

vulgare (EL-TANTAWY et al., 2014) e Quercus suber (RODRIGUEZ-SANZE et al., 2014),

Monica Bossardi Coelho 68



provando ser um mecanismo comum & espécies e géneros muito diferentes (SOLIS et al.,
2015).

O segundo pré-tratamento combinado que se destaca em induzir a androgénese foi
o PTX, cuja formulagdo contém prolina, 4cido abscisico, cinetina e sulfato de cobre.
Conforme observado na Tabela 3, o PTX teve destaque por ter promovido a melhor resposta
embriogénica do gendtipo recalcitrante Embrapa 27, entre os quatro tratamentos testados para
este gendtipo, produzindo uma média de 10,56 embrides por placa.

Entre os componentes da solucdo, a prolina se sobressai, uma vez que ¢
considerada um dos aminoacidos mais importantes na iniciagdo embriogénica da planta,
acreditando-se que a mesma desempenha um efeito positivo na tolerancia osmotica (HITA et
al., 2003). As espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas por estresses (neste caso a geragao
do sinal que inicia a reprogramagdao dos microsporos) podem modificar a eficacia da
embriogénese destes tecidos, influenciando tanto a viabilidade como o metabolismo celular.
No entanto, gracas ao efeito antioxidante da prolina, permite a ocorréncia do estresse
necessario para o desvio da rota de desenvolvimento, porém simultaneamente protegendo as
células dos efeitos toxicos da producao de ROS (ZUR et al., 2009, 2014). Outra caracteristica
atribuida a este aminoéacido ¢ a capacidade de funcionar como uma chaperona molecular
capaz de proteger a integridade da proteina e melhorar as atividades de diferentes enzimas
(AHMADI; SHARIATPANAHI, 2015). Quando aplicada exogenamente a plantas expostas a
estresses, a prolina atua melhorando o crescimento e outras caracteristicas fisiologicas das
plantas tratadas (HAYAT et al., 2012). Em Brassica napus, a embriogénese dos microsporos
aumentou significativamente em fun¢do do uso de prolina. Foi observado um aumento de
aproximadamente 30 a 55% na formacdo de embrides com a exposi¢cao a 100 mg/L de prolina
nos meios de indu¢do (AHMADI; SHARIATPANAHI, 2015). Resultados similares foram
encontrados em trigo e triticale, através da adi¢do de prolina ao meio de inducdo, produzindo
maior numero de estruturas embrionarias e plantas verdes (ASIF et al., 2013a).

Presentes nos pré-tratamentos PTT e PTB, as proteinas arabinogalactanas (AGP’s)
também atuam favoravelmente na indug¢do da embriogénese. As AGP’s sdo moléculas
glicosiladas representadas em angiospermas por uma grande familia de genes (MAJEWSKA-
SAWKA; NOTHNAGEL, 2000), sendo encontradas em varios orgdos vegetais, incluindo
raizes, caules, folhas, flores e sementes (SHOWALTER, 2001). Essas proteinas sao
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sintetizadas no sistema endomembranal e secretadas por vesiculas em direcao a superficie
celular e sdo depositadas na parede celular ou liberadas no apoplasto (LAMPORT et al.,
2006). A maior parte de suas moléculas consiste em carboidratos com arabinosil e galactosil
como os principais constituintes do agtcar. Sua pequena cadeia protéica contribui com cerca
de 10% da massa total e é rica em hidroxiprolina/prolina, alanina, serina e treonina. Suas
funcdes estdo relacionadas com diferentes aspectos do crescimento e desenvolvimento das
plantas (MAJEWSKA-SAWKA; NOTHNAGEL, 2000).

Em estudo realizado por Capataz-Tafur e colaboradores (2010), foi relatada a
ocorréncia de secre¢do de AGP’s em meio com suspensdes de células de Beta vulgaris.
Assim, como resultado do aumento da concentragdo inicial de sacarose, com uma maior
secrecdo de AGP’s para o meio, as cé¢lulas apresentaram tendéncia a se agregarem umas as
outras. Com base nisso concluiu-se que as AGP’s sao moléculas necessarias no processo de
agregacao celular de culturas em suspensdo de B. vulgaris (CAPATAZ-TAFUR et al., 2011).
Para Letarte e colaboradores (2006), o efeito mais marcante do arabinogalactano Larcoll foi a
diminui¢cdo da taxa de mortalidade de micrésporos durante a inducao da embriogénese, que
ficou clara apo6s 10 dias de cultura a uma concentragdo de 10 mg/L, ocorrendo também uma
melhora significativa na regeneragdo de plantas verdes na cultura de microsporos isolados em
trigo (LETARTE et al., 2006; FERRIE; CASWELL, 2011).

Estudos mais recentes vém mostrando que esta complexa familia de
glicoproteinas, ricas em hidroxiprolina, ficam ancoradas a membrana plasmatica,
caracteristicas que as tornam candidatas perfeitas para se envolverem em mecanismos de
sinalizagdo, em varios processos de desenvolvimento de plantas (PEREIRA; LOPES;
COIMBRA, 2016). Contudo, apesar de terem sido relatados diferentes beneficios e se ter
conhecimento que as AGP’s estdo envolvidas no crescimento e desenvolvimento das plantas,
estando presentes nas superficies celulares, as fungdes exatas dessas proteinas ainda sdo
desconhecidas (CAPATAZ-TAFUR et al., 2011). Nossos resultados mostraram respostas
pouco expressivas quando esta familia de proteinas foi utilizada nas solugdes de pré-
tratamentos (PTB e PTT). Mas, de maneira igual ao atribuido ao Thrichostatin A, novos
ensaios deverdo ser repetidos com esta classe de proteinas, utilizando plantas doadoras em

perfeitas condic¢oes fisiologicas.
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Como observado na Tabela 3, as espigas do genotipo BRS 194 submetidas ao
tratamento PTT foram as que apresentaram a segunda melhor resposta em relagdo a formagao
do niimero de embrides (média de 66 embrides/ extragdo). O bom desempenho apresentado
por este gendtipo sugere estar relacionado, ndo somente ao pré-tratamento utilizado (PTT),
mas também, haver intera¢do entre as variaveis “gendtipo x pré-tratamento x genotipo doador
de ovarios” ja que resultados diferentes foram observados, quando se utilizou BRS 194 ¢
Fielder como gendtipos doadores de ovarios. Ja € conhecido que para algumas
monocotiledoneas, o co-cultivo de ovarios desempenha um efeito significativo na
androgénese (LANTOS et al., 2009). Neste contexto, Zheng e colaboradores (2002)
perceberam que quando os micrdésporos de trigo foram co-cultivados com ovarios, a produgao
de embrioides androgenéticos aumentou em até 4,5 vezes mais do que o controle (sem
ovarios), indicando que a inclusdo de ovarios vivos em meio de cultura parece estimular a
embriogénese e/ou melhorar a qualidade dos embrides (ZHENG et al., 2002; PATEL et al.,
2004). Isso enfatiza a ideia de que nutrientes ou "fatores nutritivos" liberados pelos ovarios
sao estimuladores da embriogénese em micrdsporos, uma vez que mesmo para os genotipos
responsivos, a auséncia total de ovarios em cultura resulta num rendimento substancialmente
inferior da resposta embriogénica (ZHENG et al., 2002; SCAGLIUSI, 2014).

Os ovdrios podem ter seus efeitos utilizados de forma direta, por meio de co-
cultivo no meio de inducdo, ou também através de meio pré-condicionado com os mesmos
(OVCM), o qual por sua vez, ¢ adicionado junto aos micrésporos em meio de cultura. Neste
sentido, em estudo realizado por Castillo, Sanchez-Diaz e Vallés (2015), mostrou-se que tanto
a utilizacdo de um meio pré-condicionado de ovarios como a co-cultura de ovarios frescos
tém um efeito positivo na cultura de anteras de cultivares de trigo de alta e média-baixa
resposta, levando a um aumento de 6 ¢ 11 vezes no nimero de embrides e plantas verdes,
respectivamente.

Os resultados observados neste estudo apontam que, para todos os gendtipos
testados, em sua grande maioria, independentemente do pré-tratamento aplicado, as melhores
respostas embriogénicas obtidas apresentavam em comum, ovarios do genotipo Fielder em
suas combinagdes, demonstrando haver um forte efeito ndo somente do gendtipo da planta
doadora de micrdsporos, mas também do genotipo da planta doadora de ovarios. Das vérias

combinagdes aqui testadas (entre genoOtipos x pré-tratamentos X ovarios), um grupo com
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ovarios de Embrapa 27 apresentou a segunda melhor resposta embriogénica (BRS 194, média
de 66 embrides), conforme dados da Tabela 3. Tal resultado foi atribuido especificamente aos
ovarios de Embrapa 27, uma vez que, quando utilizado ovarios de Fielder e BRS 194 para a
mesma combinagdo de gendtipo e pré-tratamento, os resultados foram significativamente
menores.

Usualmente, tanto na cultura de anteras como na cultura de microsporos isolados,
adotou-se como padrao utilizar para co-cultivo, ovarios oriundos do mesmo genotipo das
plantas doadoras das anteras/microsporos (HU; KASHA, 1997, KUNZ et al.,, 2000,
BROUGHTON, 2008). Até recentemente, o cocultivo de ovarios ndo era visto como um fator
importante na androgénese, uma vez que seus efeitos positivos sobre os micrdsporos eram
pouco difundidos. Porém, ao longo do tempo foi demonstrado que o co-cultivo de ovarios
representa um elemento crucial para a resposta embriogénica, € que ovarios de outros
gendtipos também poderiam ser usados para co-cultivo, ndo necessariamente apenas dos
genodtipos doadores de anteras e microsporos (LANTOS et al., 2006; BROUGHTON, 2008),
havendo efeitos positivos até sobre a duplicacdao espontanea dos cromossomos (CASTILLO;
SANCHEZ-DIAZ; VALLES, 2015). O relato de que o co-cultivo de ovérios de trigo para
promover a embriogénese em micrésporos de cevada (BRUINS; RAKOCZY-
TROJANOWSKA; SNIJDERS, 1996), comprovou haver efeito benéfico até para outras
espécies.

Resultados positivos também foram obtidos com o uso de uma solucdo
enriquecida com ovarios do gendtipo Chris foi utilizada para inducdo da embriogénese de
outro genotipo (ZHENG et al., 2002). Neste trabalho, os autores usaram a solucdo enriquecida
com ovarios (OVCM) e compararam com ovarios frescos, retirados do mesmo genotipo. Os
resultados mostraram que a solugdo de OVCM pode aumentar a indu¢do embriogénica em até
100 vezes para genoOtipos recalcitrantes. No entanto, as melhores respostas foram obtidas
quando misturou-se a solucdo OVCM e ovarios frescos. Apesar de ser etapa bastante
recomendada para indugcdo da embriogénese, a natureza e a base do efeito indutivo dos
ovarios sobre a embriogénese dos microsporos ainda permanecem desconhecidas (EL-

TANTAWY et al., 2013).
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4.4 Transferéncia de Embrioes e Regeneracao de Plantas

Depois de cerca de 30 a 40 dias no meio de indugao, os embrides formados com
tamanho superior a 1 mm foram transferidos para o meio de regeneragdo GEM (EUDES et al.,
2003). Alguns embrides flutuavam sobre o meio semi-liquido, e na maioria das vezes, estes
apresentavam maior tamanho comparados com os que ficavam no fundo da placa. Os que
flutuavam, em contato com o meio de regeneracdo, se transformavam rapidamente em
plantulas, resultado mais frequente entre os genotipos Fielder e BRS 194 (Tabela 4). Outros
embrides apenas aumentavam de tamanho ap0s a transferéncia para este meio, ndo havendo a
conversao destes em plantulas, o que foi mais comumente observado em Embrapa 27, que por
ter apresentado a menor taxa de formacdo de embrides (Figura 18 A), apresentou também
uma baixa taxa de regeneracdo (1,2% de plantas verdes) (Tabela 4). Para este gendtipo, esse
resultado pode ser explicado por sua natureza recalcitrante, ja que suas plantas, de modo

geral, apresentavam boas condicdes fisiologicas.

Tabela 4- Numero de embrides, plantulas verdes e albinas formados em cada genotipo testado.

Genotipo doador de  N° de Embrides N° de Plantulas N° de Plantulas Albinas

microsporos Verdes
BRS 194 2.739 18 (0,65%) 1.243 (45,38%)
Embrapa 27 250 3 (1,2%) 21 (8,4%)
Fielder 991 17 (1,71%) 261 (26,33%)

Ao contrario do observado para Embrapa 27, as plantas doadoras de microsporos
do genoétipo Fielder apresentaram muitos sintomas, como clorose internerval e morte dos
ponteiros, sintomas provavelmente atribuidos a deficiéncia de calcio, boro e cobre (em
conjunto ou isoladamente). Por desempenharem importante papel na formagdo da parede
celular e da viabilidade do griao de polen, tais sintomas poderiam influenciar negativamente a
natureza das células de microsporos e sua capacidade de totipoténcia, resultando numa baixa
taxa androgenética para Fielder. Além da baixa taxa embriogénica, neste mesmo genoétipo foi
possivel observar uma conversao para plantulas verdes também considerada muito abaixo do

normal e incomum para gendtipos utilizados como controle responsivo, visto que a
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regeneracdo foi de apenas 1,71%, (Tabela 4) sendo um ntimero relativamente proximo do
genotipo recalcitrante Embrapa 27 (1,2%).

Dentre os trés gendtipos testados, BRS 194 foi o genotipo mais responsivo a
androgénese, sendo até mais responsivo que o genotipo controle (Fielder). Aproximadamente
metade dos embrides formados converteram-se em plantas, o que ¢ um nimero bastante
elevado. Entretanto, a grande maioria das plantas desenvolvidas eram albinas (Tabela 4 e
Figura 20). Enquanto BRS 194 converteu 45,38% dos embrides em plantulas albinas, uma
taxa de apenas 0,65% foi capaz de regenerar plantulas verdes. Esta limitacdo ¢ comumente
apresentada em plantas com deficiéncia no seu aparatus fotossintético e/ou originadas da
cultura de anteras ou microsporos. Os resultados aqui apresentados indicam que o pré-
tratamento de estresse foi capaz de reprogramar a via gametofitica dos micrdsporos para a
esporofitica, formando muitos embrides. No entanto, para BRS 194 apenas uma pequena
proporcao foi regenerada em plantas verdes, com eficiéncia de regeneracdo extremamente
baixa (0,65%). Resultados semelhantes foram encontrados por Broughton (2008) para a
cultivar de trigo "Datatine", que produziu 35,9 embrides por espiga, mas apenas trés plantas
verdes.

Foi relatado anteriormente que a eficiéncia do processo de androgénese se baseia
nos seguintes trés componentes independentes: a formacdo de estruturas multicelulares, a
capacidade de regeneracdo e a frequéncia de plantas verdes, todas elas reguladas por heranca
nuclear e separadas por controle genético, embora alguma por¢ao da eficiéncia de regeneragao
¢ também determinada por fortes influéncias ambientais (KRZEWSKA et al., 2012). Assim,
considerando a influéncia das condi¢cdes ambientais como fatores exdgenos que influenciam o
método, melhores respostas poderiam ser obtidas quanto ao niimero de plantas verdes, com o

tratamento de estresse apropriado e a otimizacdao dos meios de cultura (LIU et al., 2002).
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Figura 10- Embridoes em meio de regeneracao desenvolvendo as primeiras plantas verdes e albinas.
Embrapa Trigo, (2016).

Figura 20- Massiva producao de plantas albinas obtidas do gendétipo BRS 194, exibindo o potencial
do método em produzir plantas. Embrapa Trigo, (2016).

4.5 Transferéncia das Plantulas para Meio de Enraizamento

Apds cerca de 10 a 20 dias no meio de regeneracdo, as plantulas verdes geradas,
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 18 mL de meio de enraizamento “rooting”

(EUDES et al., 2003), sob as mesmas condi¢des de luz e temperatura (24 °C, 16 horas/luz).
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Durante esta etapa, as plantas transferidas apresentavam em geral, bom sistema radicular
(Figura 21). Algumas plantas verdes formadas no meio de regeneragdo, quando removidas das
placas de Petri e transferidas para os tubos para enraizamento fracassavam em formar sistema

radicular e desenvolver parte aérea, as quais foram descartadas.

Figura 21- Planta originada da cultura de microsporos isolados em meio de enraizamento,
apresentando raizes ja desenvolvidas. Embrapa Trigo, (2016).

4.6 Transferéncia das Plantulas para a Vermiculita e Aclimatacio

Assim que as plantulas apresentavam folhas e raizes bem desenvolvidas (Figura
20), as mesmas foram individualmente transferidas para bandejas com compartimentos de 250
mL, contendo vermiculita, onde foram mantidas em camaras de crescimento (sob as mesmas
condi¢des anteriores) por cerca de 7 a 14 dias, tendo a tampa removida gradativamente

(Figura 22).
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Figura 22- Plantulas originadas da cultura de microsporos isolados em aclimatacdo em camara de
crescimento. Embrapa Trigo, (2016).

Ap6s a aclimatagdo, as plantulas foram transplantadas para baldes, em camaras de
ambiente controlado, onde ficaram acondicionadas nas mesmas condi¢cdes das plantas
doadoras, recebendo semanalmente solucao nutritiva. O nivel de ploidia foi estimado pela
checagem da presenca de sementes em cada uma das plantas verdes geradas e também
visualmente, uma vez que plantas haploides possuem menor porte, diametro de caules e hastes
e folhas mais estreitas. Para o genotipo BRS 194, 29,41% das plantas regeneradas mostraram-
se duplo-haploides enquanto que 70,58% apresentaram nimero cromossdmico haploide. Por
outro lado, para o gendtipo recalcitrante Embrapa 27, 66,7% das plantas tiveram seus
cromossomos duplicados espontaneamente, de maneira que 33,33% das mesmas eram
haploides. Fielder apresentou a menor taxa de duplicagdo cromossdmica, onde apenas 11,76%
das plantas eram duplo-haploides e 88,23% haploides. Assim como a resposta androgenética,
a duplicac¢do espontanea dos cromossomos ¢ fortemente ligada ao gendtipo, havendo pouca
interagdo desta caracteristica com os fatores exdgenos do processo de produ¢do de haploides.

Neste estudo foi possivel avaliar os mecanismos que envolvem a androgénese e
promovem a embriogénese em trés gendtipos de trigo (BRS 194, Embrapa 27 e Fielder),
combinados com dois outros fatores que afetam a resposta androgenética: os pré-tratamentos
aplicados as espigas e os genotipos doadores de ovarios. Apesar da conclusdo do processo de
formacdo de embrides em plantas, através da embriogénese do microésporo, nos trés genotipos
testados, o rendimento final de embrides e plantas verdes ficou muito aquém do esperado,
principalmente no gendtipo Fielder, usado como controle responsivo a androgénese. A
fisiologia das plantas doadoras utilizadas para este estudo comprometeu a resposta dos

ensaios, afetando o efeito dos pré-tratamentos aplicados as espigas.
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5 CONCLUSAO

A fisiologia das plantas doadoras afeta a resposta dos genotipos testados via
androgénese, mostrando ter influenciado até genotipos responsivos a androgénese, como o
gendtipo Fielder.

Os pré-tratamentos aplicados as espigas influenciam a resposta androgénica e sao
indispensaveis para o desvio da rota de desenvolvimento das células de micrésporos, porém
seu efeito ¢ mascarado em func¢do da fisiologia das plantas doadoras.

Apesar da influéncia da fisiologia das plantas doadoras sobre o método aqui
testado, os genotipos doadores de ovarios interferem na resposta androgénica, porém este
fator isolado nao ¢ suficiente para promover a embriogénese do microsporo, haja vista a

auséncia de resposta no genoétipo recalcitrante (Embrapa 27).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Embrapa 27 teve como melhor combinagdo o pré-tratamento PTX associado aos
ovarios do gendtipo Fielder. Apesar da sua recalcitrancia, Embrapa 27 trata-se de um genotipo
extremamente importante, uma vez que esta incorporado na genealogia de muitas cultivares
atuais. Desta forma, a partir deste estudo pioneiro e exploratorio, ¢ necessario que se dé

continuidade aos esforcos voltados a capacidade androgenética de Embrapa 27.
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