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RESUMO 

 

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma importante cultura no Brasil. Poucas cultivares são recomendadas para 

produção do tipo sequeiro no Bioma Cerrado onde a escassez de água limita o rendimento de grãos. Aqui 

reportamos uma análise de transcriptoma do MGS1 Aliança (cultivar de trigo adaptada ao Cerrado) sob estresse 

de seca. Um grupo de 4.422 transcritos diferencialmente expressos foi encontrado em raízes e folhas. O número 

de transcritos reprimidos em raiz (1.102) foi menor que os transcritos induzidos (1.706), enquanto o oposto ocorreu 

em folhas (1,017 induzidos e 647 reprimidos). O número de transcritos comuns entre ambos órgaõs foi 1.249, 

enquanto 2.124 foram específicos para raíz e 1.049 específicos para folhas. Análises de RT-qPCR de 35 transcritos 

selecionados ao acaso revelou uma correlação de 0,78 com os dados de transcriptoma. Os transcritos 

diferencialmente expressos foram distribuídos por todos os cromossomos e componentes do genoma. O número 

de transcritos no genoma B foi maior do que nos genomas A e D. Ainda, um grande número de transcritos 

relacionados à seca foi mapeado nos cromossomos 3B, 5B e 2B. Quando consideramos ambos órgãos, 116 

diferentes rotas metabólicas foram alteradas. Uma rota em comum, entre as três mais alteradas em ambos órgãos, 

foi o metabolismo do amido e da sacarose.  A comparação de transcritos derivados de raiz e de folha permite a 

identificação de transcritos importantes relacionados à respota ao estresse de seca em cada um destes órgãos. Os 

dados obtidos, também, abrem caminho para o desenvolvimento de futuros marcadores e seleção de genes 

candidatos ligados à característica. Estes resultados são úteis para o entendimento de rotas metabólicas envolvidas 

na tolerância à seca em trigo. A informação gerada será usada, a mais longo prazo, para propósitos de transgenia. 

Para isto, a metodologia de duplo-haploides é desejável e uma primeira investigação sobre a eficiência de protocolo 

se mostrou necessária. Micrósporos são células gaméticas com capacidade de dar origem a uma nova planta via 

embriogênese in vitro. Plantas duplo-haploides geradas pela cultura de micrósporos isolados são completamente 

homozigotas e representam uma importante ferramenta para estudos genéticos e melhoramento de plantas O 

processo androgenético é desencadeado por diferentes pré-tratamentos de estresse, os quais são empregados para 

mudar os micrósporos da rota gametofítica para a rota esporofítica. Embora a cultura de micrósporos isolados 

tenha inúmeras vantagens, importantes limitações tem impedido sua apliação em larga escala. Diferenças 

genotípicas na resposta androgenética e na formação de plantas albinas ainda constituem desafios. Embora o 

albinismo seja principalmente uma característica genética, pré-tratamentos e meios de cultura apropriados podem 

evitar este fenômeno até certo ponto. A resposta androgenética de cinco genótipos de trigo brasileiro foi avaliada 

no presente estudo. Dois pré-tratamentos foram testados: frio (4°C) e ácido 2-hidroxinicotinico (100 mg/L). O frio 

foi melhor que o pré-tratamento químico, produzindo mais plantas verdes em quatro de cinco genótipos. Somente 

dois genótipos brasileiros tratados com ácido 2-hidroxinicotinico produziram plantas, e um deles apenas uma única 

planta albina. Nossos reultados mostram, também, que o meio semilíquido (contendo 10% de Ficoll) promoveu 

uma maior resposta androgenética que o meio líquido, aumentando o número de embriões e plantas regeneradas. 

 

Palavras-chave: Sequenciamento 454 • Estresse abiótico • Expressão gênica diferencial • RNA-seq • RT-qPCR • 

Androgênese • Duplo-haploides • Triticum aestivum.  
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ABSTRACT 

 

Wheat (Triticum aestivum L.) is an important crop cultivated in Brazil. Few cultivars are recommended for rainfed 

production in the Cerrado Biome where water scarcity limits grain yield. Here we report a transcriptome analysis 

of MGS1 Aliança (a wheat cultivar adapted to the Cerrado) under drought stress. A set of 4,422 differentially 

expressed transcripts was found in roots and leaves. The number of down-regulated transcripts in roots (1,102) 

was lower than the up-regulated transcripts (1,706), while the opposite occurred in leaves (1,017 induced and 647 

repressed). The number of common transcripts between the two tissues was 1,249, while 2,124 were specific to 

roots and 1,049 specific to leaves. Quantitative RT-PCR analysis of 35 randomly selected transcripts revealed a 

0.78 correlation with the transcriptome data. The differentially expressed transcripts were distributed across all 

chromosomes and component genomes. The number of transcripts on the B genome was greater than on the A and 

D genomes. Additionally, a greater number of drought related transcripts was mapped on chromosomes 3B, 5B 

and 5D. When considering both tissues, 116 different metabolic pathways were changed. One common pathway, 

among the top three changed pathways in both tissues, was starch and sucrose metabolism. The comparison of 

root- and leaf-derived transcripts allows the identification of important transcripts related to water stress response 

in each of these tissues. It also paves the way for future marker development and selection of candidate genes 

linked to that trait. These results are useful for understanding the metabolic pathways involved in wheat drought 

response. The information generated will be used for transgenic wheat purposes. For this the doubled-haploid 

method is desirable and an investigation about the protocol eficiency is needed. Microspores are gametic cells with 

capacity to give rise to a new plant via in vitro embryogenesis. Doubled haploid plants generated by isolated 

microspore culture are completely homozygous and represent an important tool for plant genetics and breeding 

research. This process is triggered by different stress pretreatments, which are employed to switch microspores 

from gametophytic to a sporophytic pathway. Although isolated microspore culture has innumerous advantages, 

important limitations have prevented its application on a large scale. Genotypic differences in androgenic response 

and the formation of albino plants remain great challenges. Although albinism is a major genetic characteristic, 

appropriated pretreatments and culture medium can avoid this phenomenon to some extent. The androgenic 

response of five Brazilian wheat genotypes was evaluated in the present study. Two pretreatments were tested: 

cold (4°C) and 2-hydroxynicotinic acid (100 mg/L). Cold was better than chemical pretreatment, producing more 

green plants in four out of five genotypes. Only two Brazilian genotypes treated with 2-hydroxynicotinic acid 

produced plants, and one of them produced a single albino plant. Our results also show that semi-liquid medium 

(containing 10% Ficoll) promoted a higher androgenic response than did liquid medium, increasing the number of 

embryos and regenerated plants. 

 

Key-words: 454 Sequencing • Abiotic stress • Differential gene expression • RNA-seq • RT-qPCR • Androgenesis 

• Doubled-haploid • Triticum aestivum. 
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INTRODUÇÃO 

 

O trigo e sua relação com o Brasil 

Estudos indicam que o trigo se originou de gramíneas silvestres provenientes da Ásia, 

entre 10.000 e 15.000 anos A.C. (Scheeren, 1986), sendo a cultura chave para o 

desenvolvimento da civilização ocidental. A espécie autógama Triticum aestivum L. pertence à 

família Poaceae, faz parte do grupo dos hexaplóides (2n=6x=42 cromossomos) e possui 

conjuntos completos de cromossomos de três outras espécies. É um alopoliplóide que surgiu 

naturalmente após dois rounds de hibridações entre três espécies diploides diferentes (cada uma 

com um conjunto de sete pares de cromossomos). A primeira hibridação ocorreu entre a espécie 

diploide doadora do genoma A (T. urartu) e espécie também diploide doadora do genoma B 

(esta ainda não descoberta ou extinta, próxima à Aegilops speltoides) a cerca de 0,5 milhões de 

anos atrás dando origem ao trigo tetraploide T. turgidum (tendo seu genoma simbolizado por 

AABB). A terceira espécie (T. tauschii) doadora do genoma D se hibridizou com o trigo 

tetraploide a cerca de 8.500 anos atrás dando origem então ao trigo hexaplóide T. aestivum 

(tendo seu conjunto de três genomas representando por AABBDD). (Feldman e Levy, 2012; 

Leach et al., 2014). Estas hibridações ocorreram de forma natural e conferiram grande 

resistência a fatores ambientais e estresses bióticos e abióticos (Brammer, 2003).  

O trigo foi introduzido no Brasil por imigrantes europeus (Federezzi et al., 1999; 

Ambrosi et al., 2000; Cunha, 2005), no ano de 1534, na capitania de São Vicente, durante a 

colonização (Scheeren, 1986; Ambrosi et al., 2000; Cunha, 2005). Este cereal foi incorporado 

para satisfazer o consumo europeu, começando no estado de São Paulo de onde foi se 

espalhando para as terras do sul, as quais possuíam melhores condições ambientais para seu 

desenvolvimento (Ambrosi et al., 2000; Cunha, 2005), apesar de possuir uma grande 

adaptabilidade agronômica, sendo cultivado em regiões subtropicais e tropicais (Silva e 

Andrade, 2001; Dalmago et al., 2009). É considerado um dos itens de fundamental segurança 

alimentar para o Brasil (Guarienti, 2009). 

O Brasil é o segundo maior importador mundial de trigo, estando atrás apenas do Egito. 

Estimativas da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO - 

http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx) indicam que desde o ano de 2008 o Brasil manteve-

se entre a 16ª e 20ª posição mundial na produção de trigo. A média da produção entre 2008 e 
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2013 ficou ao redor de 5 a 6 milhões de toneladas, representando cerca de 54% do consumo 

interno (de Mori e Só e Silva 2013; FAO, 2013) que chega a dez toneladas por ano (Scheeren 

et al, 2002;  Scheeren, 2005). Já no quesito produtividade, o Brasil ficou classificado em 56º, 

com 2.480 kg/ha, enquanto a Irlanda ocupou a primeira posição com 9.063 kg/ha (FAO, 2013). 

No entanto, em condições de campo para trigo irrigado, já foi relatado rendimento de 8.000 

kg/ha (Silva e Andrade, 2001), demonstrando que o trigo brasileiro tem potencial genético 

próximo ao nível dos países que lideram neste quesito. Portanto, a ação de fatores ambientais 

(estresses bióticos e abióticos) tem papel fundamental na menor produtividade deste cereal. 

O trigo possui amplas possibilidades de expansão no país. À medida que novas 

tecnologias foram se desenvolvendo, a produção de trigo também foi aumentando (Federezzi 

et al., 1999). Mas, apesar deste aumento, a produção ainda é pequena quando comprada ao seu 

potencial, existindo a possibilidade de expansão do cultivo no país para somar ainda mais na 

produção total (Cunha, 2005).  

No Brasil, a produção de trigo está dividida em três grandes áreas, as regiões Sul (RS, 

SC e sul do PR), Centro-Sul (PR, MS e SP), que juntas representam 98% da produção, e Central 

(GO, DF, MG, MT, BA) (Cunha et al., 2011). Cerca de 90% da produção se dá apenas na região 

sul, onde tem-se um clima predominantemente frio e úmido (Scheeren et al., 2008; Cunha et 

al., 2011). Essa região caracteriza-se por solos ácidos com alumínio, e clima úmido, não há uma 

estação seca e a precipitação pluvial excede a da necessidade da cultura, causando, assim, 

estresses associados ao excesso de umidade; além disso, a presença de geadas também afeta 

negativamente a cultura (Scheeren et al, 2002). A região Central ainda é pouco expressiva, mas 

com um grande potencial para o crescimento de produção (Scheeren et al, 2002). Esta última 

incluindo uma parte do estado de SP, caracteriza-se por ser quente e seca, características que 

influenciam bastante na produção (Cunha et al., 2011). A região Central é constituída 

principalmente do bioma Cerrado (Fig 1), o qual é considerada a nova fronteira para a expansão 

da triticultura (Silva e Andrade 2001). Cerca de 25% 

(ftp://geoftp.ibge.gov.br/mapas_tematicos/mapas_murais/biomas.pdf) da área do território 

brasileiro (8,5 milhões de km2) 

(http://www.ibge.gov.br/home/geociencias/cartografia/default_territ_area.shtm) é ocupada 

pelo bioma Cerrado. Neste bioma, a temperatura varia de 22 °C na região mais ao sul a 27 °C 

na região mais ao norte, apresentando estações secas e chuvosas (Yamada, 2005). Contudo 

mesmo na estação chuvosa (80% do total da precipitação) pode ocorrer escassez de água, com 

duração de uma a três semanas (Embrapa-Cerrados, 2005).  
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Na safra de 2012/13, um total de 105 genótipos de trigo foram recomendados para 

plantio no Brasil. Contudo, somente três destes eram para cultivo no Cerrado com sistema 

sequeiro (BR18 Terena, MGS1 Aliança e MGS Brilhante), e outros quatro para sistema 

sequeiro e irrigado (CD 105, CD 111, CD 116 e CD117) (IAPAR, 2012). Isto demonstra a falta 

de genótipos disponíveis para esta área tão promissora. Ainda, os três genótipos disponíveis 

para sistema sequeiro são cultivares "antigas", em outras palavras, com características não 

apropriadas para as adversidades atuais. A produção de trigo no Cerrado contribui apenas com 

5%, sendo a maior parte desta sob o plantio 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Localização do bioma Cerrado no Brasil. Fonte: Documentos 190 ISSN 1517 – 5111, novembro 2007 

– Mapeamento de cobertura vegetal do bioma cerrado: estratégias e resultados, EMBRAPA, Edson Eyil Sano, 

Roberto Rosa, Jorge Luis Silva Brito, Laerte Guimarães Ferreira, p. 15 

 

irrigado (Embrapa-Cerrados, 2005; Fischer, 2009). Embora no sistema irrigado a média possa 

chegar a 4.000 kg/ha (de Mori e Só e Silva, 2013), é o sistema sequeiro que tem o grande 

potencial de aumentar a produção de trigo, uma vez que requer menos investimentos e possui 

uma grande área de expansão. Contudo, para que isto seja possível, tem-se de lidar com três 

principais estresses abióticos: acidez do solo, calor e seca (Scheeren et al., 2008). 

No Cerrado brasileiro, o trigo também é uma alternativa importante para prevenir as 

consequências negativas da monocultura. O monocultivo de tomate e de leguminosas aumenta 

a incidência de doenças como esclerotínia, rizoctoniose e fusariose. O trigo não é hospedeiro 
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desses fitopatógenos, constituindo-se na principal alternativa para romper o ciclo biológico dos 

mesmos, por meio da rotação com estas culturas no Cerrado (Silva e Andrade 2001; Tibola et 

al., 2009). 

 

Seca 

A seca é amplamente aceita como o estresse ambiental mais importante na agricultura e 

o maior obstáculo para a sobrevivência da planta, sua produtividade e qualidade (Tuberosa e 

Salvi 2006; Cattivelli et al., 2008; Harb et al., 2010; Nezhadahmadi et al., 2013). De um modo 

geral, o déficit de água no solo e atmosfera por um período prolongado de tempo, afeta o 

metabolismo e o desenvolvimento das plantas. Agronomicamente, a seca ocorre quando a 

capacidade/necessidade da planta é maior que a água disponível, levando à prevenção do 

crescimento (Wang et al., 2013) e restringindo a expressão total do potencial genético da planta 

(Swindale e Bidinger 1981; Boyer, 1982).  

A seca já constitui um importante obstáculo e espera-se que esta condição piore devido 

a aumentos de temperatura e mudanças no perfil de precipitação (Budak et al., 2013; Comas et 

al., 2013; Wang et al., 2013). De acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudanças no 

Clima (IPCC – AR4), no fim deste século, a temperatura global deverá aumentar 1,1-6,4 °C 

com intensificação da escassez de água em várias regiões do globo. No Brasil, o rendimento de 

trigo deverá reduzir de 1,3% a 30% (Siqueira et al., 1994; Siqueira e Salles, 2001; Jaggard et 

al., 2010). Previsões indicam que em pouco mais de 10 anos, 1,8 bilhões de pessoas sofrerão 

com absoluta falta de água e 65% do mundo viverá em ambientes com escassez de água 

(Nezhadahmadi et al., 2013). Uma vez que a produção de trigo brasileira no Cerrado está sendo 

realizada no sistema irrigado e espera-se que os recursos de água diminuam num futuro 

próximo, o melhoramento do trigo para ser usado no sistema sequeiro terá importância 

ambiental e sócio-econômica. 

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos para lidar com estresses relacionados 

à água, sendo a tolerância à seca uma característica quantitativa envolvendo uma complexa 

resposta em níveis molecular, metabólico e fisiológico (Pennisi, 2008; Rosales et al., 2013), 

bem como a interação dos genes entre si e com o meio ambiente (Reynolds e Tuberosa, 2008; 

Budak et al., 2013).  No trigo, o tempo dos estádios fenológicos, metabolismo de carboidratos, 

condutância de estômatos, ajuste osmótico, senescência retardada da folha bandeira, tempo de 
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florescimento, aumento na razão parte aérea:raiz, valores elevados de carboidratos solúveis na 

haste pouco depois da antese e aumento da cobertura do solo, entre outros fatores, tem sido 

associados com a resposta de tolerância à seca (Morgan, 1983; Dorion et al., 1996; Fischer et 

al., 1998; Slafer e Whitechurch, 2001; Verma et al., 2004; Moinuddin et al., 2005; Foulkes et 

al., 2007; Reynolds et al., 2007). De modo a compreender os mecanismos subjacentes a esta 

resposta, estudos de expressão gênica diferencial tem sido realizados em trigo usando genes-

alvo, bibliotecas subtrativas de cDNA e microarranjos (Zhang et al., 2004; Houde et al., 2006; 

Rampino et al., 2006; Xue et al., 2006; Mohammadi et al., 2007; Diab et al., 2008; Mohammadi 

et al., 2008; Xue et al., 2008; Ergen e Budak, 2009; Ergen et al., 2009; Li et al., 2012). 

Embora a tecnologia e o melhoramento insistente tenham feito progresso na 

investigação da tolerância à seca, as bases genéticas da tolerância em trigo ainda são elusivas. 

Isto pode ser demonstrado pela diminuição da produtividade quando plantas de trigo são 

submetidas a ambientes secos (Budak et al., 2013; Wang et al., 2013a,b). Para desenvolver 

genótipos com aumentada tolerância à seca, a identificação de moléculas relacionadas a estresse 

e a determinação de seus papéis e localização em diversas redes fisiológicas, bioquímicas e 

gênicas torna-se necessária (Budak et al., 2013). Para que estas metas sejam alcançadas, genes 

podem ser identificados usando a tecnologia de sequenciamento de nova geração (NGS – do 

inglês Next Generation Sequencing) para a análise de transcritomas. 

Uma das técnicas que utiliza o NGS é o RNA-seq. Esta tecnologia permite a obtenção 

do perfil de expressão baseado na presença e quantidade de RNAs transcritos a partir de um 

genoma em um determinado momento ou condição específica. Esta metodologia pode melhorar 

a compreensão da resposta à seca em trigo, revelando genes candidatos, fornecendo perfis de 

expressão e anotação funcional de genes presentes em redes transcricionais complexas (Budak 

et al., 2013; Oono et al., 2013), sendo assim possível amostrar transcritomas inteiros de uma 

maneira mais eficiente e econômica (Varshney et al., 2009; Thakur et al., 2013). Também 

permite a detecção de transcritos raros ou aqueles instáveis em bactérias, diminuindo erros 

associados à clonagem (Vera et al., 2008), evitando regiões não-codificantes e repetitivas e 

possibilitando sequenciamento em organismos não-modelos (Hou et al., 2011). O NGS permite, 

ainda, uma descrição mais completa do transcritoma, uma vez que produz um grande número 

de sequências, discrimina variantes de splicing, alelos e outras isoformas e não é limitado pelo 

número de transcritos pré-definidos como sondas em microarranjos (Deyholos, 2010).   
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Em espécies-modelo, estudos de transcritoma geralmente são realizados mapeando os 

reads a um genoma de referência. Infelizmente, até o momento, esta estratégia não está 

disponível para trigo. O sequenciamento e a anotação gênica ainda estão incompletos, embora 

em fase final. Enorme progresso tem sido feito pelo Consórcio Internacional do Genoma do 

Trigo (IWGSC – do inglês International Wheat Genome Sequencing Consortium). Este projeto 

tem um grande obstáculo, sequenciar um genoma hexaploide altamente repetitivo, 40 vezes 

maior que o do arroz (Oono et al., 2013). Tendo isto em vista, a tecnologia de RNA-seq 

apresenta-se como boa alternativa para prospectar o genoma do trigo (Duan et al., 2012).  

A complexidade do genoma do trigo deve ser considerada no uso de NGS. O genoma 

do trigo hexaploide - T. aestivum - possui um tamanho de 17 gigabases, com 124.121 genes 

anotados, sendo mais de 80% composto por sequências repetidas de transposons (Brenchley et 

al., 2012). Até o momento existem poucos relatos de RNA-seq em trigo, incluindo estudos 

relacionados ao conteúdo proteico de grãos (Cantu et al., 2011), eventos de poliploidização 

(Pont et al., 2011), desenvolvimento do amido do endosperma (Pellny et al., 2012), SNPs 

(Single nucleotide polymorphism) (Lai et al., 2012), desenvolvimento de ferramentas para 

montagem de novo de genomas (Duan et al., 2012),tolerância ao estresse biótico causado por 

Fusarium graminearum (Kugler et al., 2013), regulação nutriente-responsiva (Oono et al. 

2013), padrão de expressão de genes homeólogos (Leach et al., 2014), transcriptoma à mudança 

climática no estágio reprodutivo (Kumar et al. 2015). 

A identificação de sequências relacionadas à tolerância à seca em trigo, por meio de 

RNA-seq, abre grandes oportunidades para a elucidação da resposta da planta a este estresse. 

Após a identificação, tais sequências poderão ser usadas em diversas abordagens e projetos 

como, por exemplo, transformação genética, desenvolvimento de marcadores moleculares, 

assistência ao melhoramento genético tradicional, seleção assistida, entre outros. 

 

Melhoramento, Transgenia e Interação da cultura de tecidos com programas de 

melhoramento genético 

O melhoramento genético das plantas cultivadas, tem como alguns de seus objetivos  

contribuir com o aumento do rendimento, expansão do potencial agrícola, estabilidade da 

produção e aumento de resistência contra fatores adversos (Moraes-Fernandes, 1985; Borém, 

2005).  Um desafio contínuo para os programas de melhoramento vegetal no Brasil é gerar 
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genótipos altamente produtivos, que tenham tolerância ou resistência aos diversos estresses 

bióticos e abióticos. As doenças fúngicas, tais como a ferrugem da folha, a giberela e a brusone, 

o estresse hídrico e o alumínio tóxico no solo, fazem parte dos principais fatores limitantes da 

produção de grãos (Darkó et al., 2004; Lobato et al., 2007; Passioura, 2007; Bolton et al., 2008). 

A cultura de tecidos vegetais (parte significativa da biotecnologia) pode interagir de 

várias maneiras com os programas de melhoramento genético. Alguns exemplos podem ser 

citados: a) conservação e avaliação de germoplasma; b) aumento da variabilidade genética para 

fins de seleção; c) introgressão de genes de interesse em espécies-alvo (polinização in vitro, 

cultura de embriões, fusão de protoplastos, haploidização, transformação genética) e d) 

aceleração de programas de melhoramento (germinação de sementes e cultura de frutas in vitro, 

clonagem de genótipos para teste de capacidade de combinação, cultura de anteras ou 

micrósporos para obtenção de haploides, limpeza clonal) (Ferreira et al., 1998). 

A transformação genética ou transgenia é uma das ferramentas biotecnológicas 

atualmente disponíveis que pode auxiliar os programas de melhoramento de maneira única, 

especialmente em situações de difícil solução por técnicas convencionais. O domínio da técnica 

pode auxiliar na introdução de genes específicos, oriundos de outros organismos, em genótipos 

de trigo (sem a co-integração de genes indesejáveis), além de genes não existentes na natureza 

e modificados artificialmente, levando ao aumento do pool gênico disponível para os programas 

de melhoramento. 

Um fator limitante para a melhoria de genótipos de trigo via engenharia genética é a 

recalcitrância da espécie (Ji et al., 2013). Além disto, como já mencionado, as características 

do genoma (grande tamanho e poliploidia) representam desafios adicionais (Bhalla et al., 2006). 

Vários métodos já foram descritos para a geração de plantas de trigo transgênicas, dentre eles a 

transferência direta de DNA para protoplastos (Lörz et al., 1985), eletroporação (He et al., 

1994), método do tubo-polínico (Chong et al., 1998) e vórtex (Serik et al., 1996), contudo estes 

não são facilmente reproduzíveis. Os métodos mais usados são os de bombardeamento e sistema 

Agrobacterium, os quais são mais reprodutíveis e têm apresentado melhores resultados (Jones 

et al., 2005; Bhalla et al., 2006; Ji et al., 2013). 

Descrições das primeiras transformações de trigo obtidas com sucesso por meio da 

técnica de bombardeamento ocorreram no ano de 1992 (Jones et al., 2008). Este método, apesar 

de eficaz, traz desvantagens como fragmentação do DNA no momento do bombardeio, inserção 

de partes do vetor e inserção de várias cópias do gene (Hu et al., 2003). Além disso, estas 
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múltiplas cópias frequentemente sofrem rearranjos em trigo (Janakiraman et al., 2002), sendo 

um agravante para as etapas posteriores de cruzamento e segregação. 

O sistema de transformação por Agrobacterium primeiramente foi considerado não 

funcional para espécies de monocotiledôneas. Contudo, este impasse foi superado com uso de 

cepas bacterianas super-virulentas (McCormac et al., 1998), bem como a adição de 

determinados compostos que induzem a virulência (acetoseringona por exemplo) (Wu et al., 

2003) e o uso de vetores binários contendo genes adicionais de virulência (Khanna e Daggard, 

2003). Em alguns estudos, a eficiência do sistema Agrobacterium ultrapassa a do 

bombardeamento em trigo (Hu et al., 2003). 

No Brasil, há poucos registros de uso da transgenia em trigo, até o momento. 

Vendruscolo et al. (2007) descreveram a obtenção de um trigo mais tolerante à seca, produzido 

pelo bombardeamento de partículas, usando como alvo embriões imaturos. Outro estudo, com 

participação da Embrapa Trigo, mas realizado no SCIRO (Commonwealth Scientific and 

Industrial Research Organisation - Austrália), refere-se à transformação de trigo 

(bombardeamento de partículas) objetivando plantas mais resistentes ao alumínio ácido do solo 

(Pereira et al., 2010). 

Alguns prerequesitos para o sucesso nos processos de transformação são: genótipo, tipo 

de explante, condições de cultura e genes marcadores e de seleção. Em termos de genótipo, a 

cultivar Bobwhite tem sido uma das mais utilizadas e recomendada para experimentos de 

transformação (Weeks et al., 1993; Pellegrineschi et al., 2002; Pereira et al., 2010; Brunner et 

al., 2011) devido a sua alta frequência de regeneração e potencial de transformação (Liu et al., 

2002; Pellegrineschi et al., 2002; Bhalla et al., 2006; Shariatpanahi et al., 2006). 

Além da notável e consagrada aplicação de plantas duplo-haploides (DH) no 

melhoramento genético vegetal, acelerando a formação de populações para os mais variados 

fins (Zhang et al., 2008), a cultura de micrósporos isolados (IMC –  do inglês: insolated 

microspore culture), também, vem sendo usada como uma ferramenta para o desenvolvimento 

e estudos de organismos geneticamente modificados. Os tecidos originados da cultura de 

micrósporos, assim como os próprios micrósporos, são excelentes explantes para a 

transformação genética, visto que a transferência de genes para estas células darão origem a 

plantas haploides transformadas e que poderão ser diploidizadas tornando-se homozigotas 

diploides (para maiores detalhes ver próximo tópico). O método de bombardeamento mostrou 

ser eficiente, resultando na obtenção de plantas transgênicas de cevada a partir de embriões 
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derivados de micrósporos (Wan e Lemaux, 1994) e de trigo (Folling e Olesen, 2001) e cevada 

a partir de micrósporos isolados (Yao et al., 1997). 

Apesar da IMC já estar estabelecida para algumas culturas, continua sendo uma técnica 

difícil de realizar com baixa eficiência. Apesar de muitas revisões e trabalhos destacarem a 

importância dos micrósporos como alvos de transformação genética, há poucos trabalhos neste 

sentido. Alguns mostrando apenas expressão transiente outros regenerando plantas quimeras e 

pouquíssimas plantas homozigotas. Ainda há a necessidade de estabelecimento de um protocolo 

otimizado de transformação usando os micrósporos como alvos para regenerar plantas DH. 

 

Androgênese 

Formação do gameta masculino 

O aparelho reprodutor masculino, denominado androceu, é composto pelos estames. 

Estes por sua vez dividem-se em filete, tecido conectivo e antera. A antera é formada por quatro 

microsporângios ou sacos polínicos. Cada saco polínico contém as células mãe do pólen, que 

estão envoltas por um tecido nutritivo mais interno denominado tapete, camadas médias, 

endotécio e epiderme da antera (Bedinger, 1992; Vidal e Vidal, 2000; Zanettini e Lauxen, 

2003).  

Ocorrendo o desenvolvimento normal, as células mãe de pólen (2n) irão sofrer meiose. 

Cada célula mãe dará origem a quatro células haploides (n), denominadas micrósporos, que 

estarão reunidos em uma tétrade e serão liberados pela ação da enzima calase. Os micrósporos 

liberados irão aumentar de volume, formar um vacúolo e as duas membranas (exina e intina) 

que apresentam um poro. Também conterão muitos ribossomos em seu citoplasma e um grande 

vacúolo central que desloca o núcleo para a periferia da célula, no sentido oposto ao poro 

(Bedinger, 1992; Vidal e Vidal, 2000; Zanettini e Lauxen, 2003). 

O micrósporo sofrerá sua primeira mitose, caracteristicamente assimétrica, resultando 

na formação de uma célula vegetativa (grande) e outra célula generativa (menor). Numa 

segunda mitose, a célula generativa dividir-se-á em duas, formando as duas células 

espermáticas ou gametas masculinos. Portanto o grão de pólen maduro é tricelular (Bedinger, 

1992; Kaltchuk-Santos e Bodanese-Zanettini, 2002).  
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Haploides e Duplo-haploides 

 Indivíduos haploides são aqueles que possuem apenas metade de seu conjunto 

cromossômico, ou seja, são plantas com n cromossomos ao invés de 2n (diploides). O grande 

significado da existência de plantas haploides tanto para o melhoramento como para a pesquisa 

genética foi reconhecido desde a primeira observação natural destas em 1921 por Bergner em 

Datura stramonium (Blakeslee et al., 1922). Mas sua origem foi descoberta somente após 

quatro décadas quando Guha e Maheshwari (1964) observaram que estas plantas surgem de 

pólens imaturos em condições in vitro, como um produto imediato da meiose. Em um 

experimento onde colocaram anteras de D. innoxia em condições in vitro, não 

intencionalmente, recuperaram plantas haploides representando o conjunto cromossômico 

paterno pós-meiose. E a partir desta “redescoberta” das plantas haploides, muitos trabalhos têm 

sido desenvolvidos.  

Plantas haploides possuem um desenvolvimento “normal”, porém por conterem apenas 

metade do conjunto cromossômico, são estéreis. Na ausência de pareamento homólogo, o 

processo meiótico resultará em gametas desbalanceados que contêm menos do que o conjunto 

necessário (n) de cromossomos. Contudo, a fertilidade porde ser restaurada por meio da 

duplicação do conjunto cromossômico (espontaneamente ou induzida), dando origem então às 

plantas denominadas DH. Em outras palavras, plantas completamente homozigotas 

geneticamente normais e fenotipicamente estáveis representando toda a variação gamética 

devido ao processo de recombinação da meiose (Islam e Tuteja, 2012). 

As plantas DH são uma ferramenta valiosa para os programas de melhoramento genético 

uma vez que permite a produção de plantas completamente homozigotas em uma única geração. 

Esta última característica faz com que a liberação de cultivares seja acelerada em cerca de cinco 

anos, quando comparada ao melhoramento tradicional (Barkley e Chumley, 2012). O uso destas 

plantas DH traz ainda como vantagem melhor eficiência de seleção, uma vez que um número 

menor de plantas é necessário para a busca de características selecionadas, bem como a ausência 

do mascaramento da heterozigose reduz os custos; e permite uma seleção induzida de algumas 

características ainda in vitro. Por exemplo, a seleção in vitro tem sido usada para desenvolver 

genótipos resistentes a patógenos e tolerantes a desequilíbrios minerais e à seca (Liu et al., 

2002), sem mencionar seu uso na pesquisa básica e avançada (Abdollahi et al., 2007) e na 

detecção de QTLs (do inglês, Quantitative Trait Loci) (Seymour et al., 2012). 
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Os DH representam um grande avanço na manipulação genética in vitro, constituindo-

se em uma importante ferramenta dentro da biotecnologia. Existem várias técnicas para a 

geração destes indivíduos incluindo a gimnogênese, eliminação de cromossomos em embriões 

híbridos interespecíficos, a cultura de anteras e de micrósporos isolados (Forster et al., 2007). 

Contudo, a IMC vem ocupando espaço significativo nas pesquisas da área de biologia celular 

(Rodrigues et al., 2004), sendo reconhecida como a de maior potencial para produzir grandes 

números de haploides e DH (Kasha et al., 2001; Zheng, 2003; Forster et al., 2007), 

especialmente em situações em que não se obtém resultado satisfatório pelas outras técnicas de 

haploidização (Kasha et al., 2001; Zheng et al., 2002). Ao utilizar o micrósporo, há a vantagem 

de isolar milhares de células de uma vez (Jähne e Lörz, 1995; Peters et al., 1999; Li et al., 2005), 

já que há cerca de mil a dois mil grãos de pólen por antera (Peters et al., 1999). Em trigo a IMC 

permite a regeneração de um maior número de plantas férteis por espiga (Patel et al., 2004; Li 

et al., 2005; Shariatpanahi et al., 2006; Labbani et al., 2007). Tem sido mostrado, também, que 

esta técnica resulta em maior frequência de plantas verdes regeneradas (Ritala et al., 2001; Liu 

et al., 2002; Labbani et al,. 2007). Uma vantagem adicional constitui na maior proporção de 

plantas DH espontaneamente geradas na IMC, quando comparada à cultura de anteras, para 

trigo e cevada (Jähne e Lörz, 1995; Chugh e Eudes, 2007), podendo ser possível, em alguns 

casos, a eliminação da etapa de duplicação induzida de cromossomos. 

Embora a haploidização tenha tido sucesso em culturas de anteras e de micrósporos em 

várias espécies, existem algumas vantagens importantes associadas à IMC sobre a cultura de 

anteras: abundância de micrósporos por espiga, ausência da parede da antera que pode 

prejudicar o processo da cultura, segurança de que todos os embriões desenvolvidos são 

derivados de micrósporos, melhor disponibilidade de nutrientes para as células em cultura e 

facilidade e possibilidade de rastrear o desenvolvimento e a observação individual de células 

(Liu et al., 2002; Ferrie e Caswell, 2011). Diversos protocolos de IMC têm sido estabelecidos 

para diversas espécies de plantas. Contudo, a cultura de micrósporos de cereais ainda precisa 

de alguns ajustes para ser usada em grande escala, especialmente focando na taxa de produção 

de embriões, regeneração de plantas verdes e duplicação espontânea de cromossomos (Castillo 

et al., 2009). 

O processo de androgênese é um dos mais notáveis exemplos de totipotência celular. 

Entretanto, alguns requisitos são necessários para que uma célula gamética se desenvolva numa 

nova planta. Condições fisiológicas da planta doadora e o estádio de desenvolvimento do 

micrósporo são muito importantes, uma vez que podem modificar a resposta androgenética até 
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em genótipos responsivos (Germanà, 2011). Pretratamentos de estresses também são 

considerados cruciais para desencadear a totipotência e a rota esporofítica no micrósporo 

(Shariatpanahi et al., 2006; Islam e Tuteja, 2012). O princípio básico da regeneração de plantas 

a partir da célula reprodutiva é a mudança da rota gametofítica do futuro grão de pólen para a 

rota esporofítica, na qual o micrósporo sofre sucessivas mitoses e forma uma estrutura 

embriogênica, a qual se desenvolverá em uma planta (Peters et al., 1999; Seguí-Simarro e Nuez, 

2008).  
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste trabalho é investigar respostas baseadas em cultura de tecidos e 

análises transcritômicas para obtenção de tolerância à seca em trigo (Triticum aestivum L.). 

 

Objetivos específicos 

 

a) Identificar genes relacionados à resposta da planta ao estresse hídrico; 

b) Identificar genes responsivos à seca órgão específicos (folha e raíz) 

c) Testar dois diferentes pretramentos (4 °C e 2-HNA) para a produção de plantas 

haploides/duplo-haploides; 

d) Testar o efeito da presença/ausência do agente gelificante Ficoll no meio de cultura 

de indução na técnica de micrósporos isolados; 

b) Identificar genótipos com potencial androgenético, para obtenção de plantas 

haploides/duplo-haploides a partir de micrósporos isolados. 
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CAPÍTULO I 

Gene expression analysis reveals important pathways for drought 

response in leaves and roots of a wheat cultivar adapted to rainfed 

croppring in the Cerrado Biome 
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CAPÍTULO II 

Androgenic response of Brazilian wheat genotypes to different 

pretreatment of spikes and to a gelling agent 
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DISCUSSÃO 

 

 A região do Brasil, constituída em sua maior parte pelo bioma Cerrado é a nova fronteira 

para aumentar a produção de trigo no país. As características ambientais da região exigem que 

as plantas lidem com diferentes estresses sendo a seca o mais importante, quando se considera 

a agricultura do tipo sequeiro. Não existem ainda trabalhos que avaliem a expressão gênica de 

uma maneira global em genótipos brasileiros de trigo submetido a estresse de seca. Neste 

contexto a análise de transcriptoma desenvolvida neste estudo é um importante passo para 

caracterizar a resposta de plantas de trigo à seca. Atualmente o trigo hexaplóide (cultivar 

Chinese Spring) está tendo seu genoma finalizado pelo International Wheat Genome 

Sequencing Consortium (IWGSC), o qual tem como meta completar a sequência de referência 

do genoma até o final de 2017 (http://www.agri-pulse.com/Wanted-13-million-to-unlock-the-

wheat-genome-03112015.asp).  

As ferramentas de sequenciamento high-throughput e a bioinformática vêm permitindo 

uma análise global da expressão gênica, mudando o foco de um único gene para todo genoma 

ou, no nosso caso, para o transcriptoma. Por meio destas ferramentas, foi possível a 

identificação de 4.422 sequências diferencialmente expressas (DE) relacionadas à tolerância à 

seca no genoma do trigo hexaplóide tolerante à seca, MGS1 Aliança, na época de perfilhamento 

em ambos órgãos, raiz e folha, período em que pode ocorrer seca no Cerrado brasileiro (Ribeiro-

Junior et al., 2006). 

Quando organismos são submetidos a diferentes situações/ambientes eles percebem os 

estímulos ao seu redor e respondem da melhor maneira para se adaptarem às novas condições. 

Para que haja esta mudança, principalmente em ambientes com condições mais extremas, 

acontece uma reprogramação molecular na planta, onde haverá a indução de determinados 

genes e repressão de outros, os quais irão definir as respostas da planta. A identificação destas 

mudanças é um passo chave para o entendimento da resposta do trigo à seca. No presente estudo 

verificamos que o número de sequências reprimidas foi maior do que o de sequências induzidas 

sob estresse de seca. Resultado semelhante foi obtido por Mohammadi et al. (2008) e Li et al. 

(2012). Dentre todas as categorias, verifica-se a ocorrência predominante de genes relacionados 

a processos biológicos, nas classes: processo celular, processo metabólico, respostas a 

estímulos e não classificadas; dentro das funções moleculares as classes: ligação, atividade 

catalítica e não classificadas; já na categoria de componente celular as classes: parte celular, 
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organela, membrana, parte de organela e não classificadas. As categorias encontradas na 

anotação funcional de Gene Ontology das 4.422 sequências estão de acordo com outros estudos 

(usando outras tecnologias), por exemplo, o transcriptoma de Ammopiptanthus mongolicus 

(planta do deserto tolerante à seca), análises de microarranjo de grão-de-bico sob estresse de 

seca terminal e estudos de microarranjo no genótipo de trigo tolerante à seca ‘Luohan No 2’ em 

raiz na planta no estágio de duas folhas (Deokar et al., 2011; Li et al., 2012; Zhou et al., 2012).  

Nos programas de melhoramento genético, frequentemente, a característica desejada 

tem que ser buscada em backgrounds de ancestrais ou em landraces. Para a característica de 

tolerância à seca a fonte seria a espécie diploide ancestral Aegilops tauschii (doadora do genoma 

D) e o background mais selvagem do tetraplóide Triticum durum, o T. dicoccoides (genoma 

AB) (Nevo & Chen, 2010).  Alelos conferindo alto rendimento de grãos sob estresse de 

escassez de água foram identificados em dois locus do genoma B (2B e 7B) de T. dicoccoides 

(Nevo & Chen, 2010). É interessante destacar que, no presente estudo, as sequências DE estão 

localizadas preferencialmente no genoma B. Esta peculiaridade se observa, também, se 

considerarmos apenas as sequências classificadas como no-hits, as quais se localizam 

preferencialmente no cromossomo 2B. Porém, devemos manter em mente que ao se reunir os 

três genomas (A, B e D) a regulação de genes homeólogos pode ser modificada e criar-se um 

novo ambiente de contribuição de cada genoma no trigo hexaplóide, não refletindo 

necessariamente a maior contribuição de um parental ou outro. 

Vários estudos têm relatado a análise de QTLs, que permite a identificação de regiões 

cromossômicas que explicam a variação fenotípica relacionada à tolerância à seca. Uma série 

de estudos tem registrado QTLs identificados em trigo sob diferentes regimes hídricos, onde 

diferentes características foram avaliadas, como por exemplo, temperatura do dossel, 

discriminação isotópica de carbono, parâmetros fotossintéticos, comprimento e peso da raiz, e 

rendimento ou componentes do rendimento (Maccaferri et al., 2008; Mathews et al., 2008; 

Rebetzke et al., 2008; McIntyre et al., 2010; Pinto et al., 2010; Czyczylo-Mysza et al., 2011; 

Sharma et al., 2011; Bennett et al., 2012; Bonneau et al., 2013; Edae et al., 2014; Zhang et al., 

2014). Interessantemente, nossos dados mostram que as sequencias DE correspondem a genes 

localizados principalmente nos cromossomos 3B, 5B e 5B. Coincidentemente, outros trabalhos 

reportaram QTLs relacionados a rendimentos de grãos, componentes de rendimento, altura da 

planta, temperatura do dossel, discriminação isotópica de carbono e vigor inicial localizados no 

cromossomo 3B (Maccaferri et al., 2008; Rebetzke et al., 2008; Pinto et al., 2010; Bennett et 

al., 2012; Bonneau et al., 2013; Edae et al., 2014),  rendimento de grãos, componentes de 
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rendimento, altura da planta e temperatura do dossel no cromossomo 5B (Mathews et al., 2008; 

Bennett et al., 2012; Edae et al., 2014) e componentes de rendimento e fluorescência de clorofila 

no cromossomo 5D (Czyczylo-Mysza et al., 2011). Isso sugere que genes DE encontrados no 

nosso trabalho podem estar localizados dentro de QTLs importantes para a tolerância à seca no 

trigo. No entanto análises mais detalhadas sobre locos candidatos são necessárias.  

 Um importante passo em estudos de RNA-seq é a validação dos dados obtidos pelo 

sequenciamento por outras metodologias. Neste estudo foi utilizado RT-qPCR (PCR 

quantitativo em tempo real) para este fim e ao final das análises foi possível validar 

estatisticamente 65,7% das sequências (23 de 35 sequências analisadas, representando 

diferentes rotas), sendo a validação para os dados de raiz superior (73,3%) aos de folha (60%). 

É importante ressaltar que este resultado apoia os dados obtidos no RNA-seq, uma vez que um 

experimento independente (nas mesmas condições) foi realizado para a validação.  

 Além da identificação de genes, o presente estudo permitiu a identificação de rotas 

metabólicas que estão envolvidas na tolerância à seca. Foram identificadas 116 rotas diferentes 

envolvidas na resposta à seca em trigo. Neste ranking, dentre as primeiras 20 rotas, 11 são 

comuns em folha e raiz, sendo as outras 29 diferem nos dois órgãos. Uma rota comum em folha 

e raiz, que se encontra dentre as três rotas metabólicas representadas por maior número de 

sequências relacionadas, está o metabolismo de amido e sacarose (primeira posição em raiz e 

terceira em folha). Existem quatro enzimas com papel chave no metabolismo do amido e 

sacarose (Yang et al., 2004), sendo que três destas foram identificadas como transcritos 

diferencialmente expressos em nosso sequenciamento (EC 2.4.1.13 – Susase, EC 2.4.1.21 – 

STSase e EC 2.4.1.18 – SBE). Resultados similares, no ranking das rotas, foram encontrados 

por  Dong et al. (2014) em Paulownia australis. A identificação dessas rotas constitui mais 

uma possibilidade de escolha para próximos estudos mais específicos para se elucidar os 

mecanismos de tolerância à seca.  

Os fatores de transcrição desempenham um papel importante na regulação da expressão 

gênica em resposta a estresses. Estes são alvos poderosos na engenharia genética, quando o 

objetivo é obter tolerância a estresses, pois a alteração de expressão de apenas um fator de 

transcrição pode levar à indução ou repressão de uma vasta gama de genes relacionados à 

resposta ao determinado estresse.  Outra importante revelação de nosso estudo, que serve como 

ponto de partida para próximos estudos, foi a identificação, entre os genes DE, de fatores de 

transcrição tais como bZIP, CBF, EREBP, WRKY, MADS, NAC, MYB related e DREB, os 
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quais foram bem menos numerosos que outros genes. Estes mesmos fatores de transcrição 

foram identificados por Li et al. (2012) e também foram os genes menos numerosos em raízes 

da variedade tolerante de trigo ‘Luohan No 2’. Trabalhos da literatura têm demonstrado 

aumento de tolerância à seca em plantas transgênicas expressando alguns dos fatores de 

transcrição encontrados. Este fenótipo foi observado em plantas transgênicas de Arabidopsis 

expressando o fator de transcrição NAC ou TaMYB2A (Mao et al., 2011; Li et al., 2014); de 

arroz expressando DREB1a de Arabidopsis (Ravikumar et al., 2014); de trigo superexpressando 

MYB-TF (TaPIMP1) ou TaERF2 (Zhang et al., 2012; Rong et al., 2014) e de tabaco 

expressando TaABP1 (bZIP-TF) ou TaWRKY10 (Cao et al., 2012; Wang et al., 2013). 

 Um dos próximos passos no estudo seria a caracterização de sequências classificadas 

como no-hits. Esta estratégia pode fornecer subsídios importantes para esclarecer a resposta do 

trigo ao estresse de seca. Num futuro próximo seria de grande valia, também, aplicar a 

metodologia deste trabalho a outros estádios fenológicos do trigo, a fim de analisar o 

comportamento destes genes ao longo do desenvolvimento. A co-localização de QTLs com 

alguns dos transcritos obtidos no experimento pode ser proveitosa em futuros trabalhos. Outro 

ponto interessante seria sequenciar o RNA de outras variedades de trigo com diferentes 

respostas à seca e fazer uma comparação das categorias dos genes entre as cultivares 

(primeiramente num aspecto mais amplo para depois focar em famílias específicas). A mais 

longo prazo seria importante, ainda, a comparação de sequências de espécies diferentes para 

uma melhor compreensão do papel dos genes envolvidos no processo de resposta da planta ao 

estresse hídrico. 

 Plantas transgênicas são ferramentas valiosas para estudos de expressão e função gênica. 

Entretanto, na maioria dos estudos têm sido utilizadas plantas modelos tais como Arabidopsis, 

tabaco e arroz. O presente trabalho iniciou trabalhos com o objetivo final de obter plantas 

transgênicas (via IMC) da espécie de interesse, ou seja, de cultivares de trigo, para a análise 

funcional de genes candidatos, envolvidos na resposta da planta ao estresse hídrico. A eficiência 

na obtenção de plantas transgênicas de trigo ainda é baixa. A maioria dos métodos para a 

geração destas plantas usam embriões imaturos como explante. Uma das desvantagens do uso 

deste tecido alvo é que são necessários vários anos para realizar as análises genéticas, 

caracterização molecular das plantas transgênicas e obtenção de plantas homozigotas (Zhou et 

al., 2003). Portanto, para tentar superar a baixa eficiência e as dificuldades na avaliação das 

plantas transgênicas, assim como a mais rápida utilização das mesmas nos programas de 

melhoramento, seria desejável o desenvolvimento de um protocolo de transformação usando 
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como alvo para a transferência gênica os micrósporos isolados. Para se alcançar este objetivo 

as seguintes etapas deveriam ser realizadas: (1) otimizar o protocolo existente de cultura de 

micrósporos isolados (IMC – do inglês isolated microspore culture)), (2) identificar genótipos 

com potencial androgenético e (3) estabelecer um protocolo de transformação genética de 

micrósporos isolados de trigo.  

 Trabalhos disponíveis na literatura usando como explantes micrósporos isolados para a 

transformação genética são escassos. Em cevada, Jähne et al. (1994), Yao et al. (1997) e Carlson 

et al. (2001) utilizaram a técnica de bombardeamento de partículas e obtiveram plantas 

transgênicas possivelmente hemizigotas para o transgene e possíveis plantas homozigotas. Em 

trigo foi registrado sucesso na regeneração de plantas transgênicas a partir de micrósporos 

isolados transformados pelo método Agrobacterium (Liu, 2004), método Agrobacterium e 

eletroporação (Brew-Appiah et al. (2013).  

 Em nosso estudo foram realizados experimentos preliminares com cultivares controle 

Bobwhite e Fielder, que possuem potencial para transformação (Weeks et al., 1993; 

Pellegrineschi et al., 2002; Haliloglu and Baenziger, 2003; Zale et al., 2004; Jones et al., 2005; 

Brunner et al., 2011), e Pavon 76 (alta resposta androgenética), para o estabelecimento de um 

protocolo de transformação de micrósporos isolados na Embrapa Trigo (dados não mostrados). 

Os experimentos basearam-se no protocolo utilizado por Liu (2004). Este protocolo usava como 

método de transformação o sistema Agrobacterium tumefaciens. A extração e o cultivo dos 

micrósporos isolados seguem o mesmo protocolo utilizado no experimento realizado para 

avaliar a resposta androgenética de diferentes cultivares. Para a transformação, foi adicionado 

o passo de co-cultivo com a agrobactéria. A inoculação da bactéria foi feita no momento da 

extração dos micrósporos, ou seja, no dia zero de cultivo. Vinte e quatro horas após o início do 

co-cultivo foram adicionados antibióticos ao meio de cultura, para a supressão da bactéria. Os 

resultados obtidos não foram satisfatórios. A adição de mais passos ao protocolo e a inoculação 

de bactérias ao meio líquido impediu a recuperação de plantas a partir dos embriões.Verificou-

se a necessidade de otimizar o protocolo de IMC, buscando maior eficiência na regeneração de 

plantas, para então iniciar os experimentos de transformação. Devido a este impasse, o objetivo 

de transformar micrósporos isolados ficou para ser alcançado a mais longo prazo, após 

estabelecer as melhorias no protocolo de IMC. 

 Dados da literatura indicam que não existe um protocolo padrão para a androgênese, 

que é uma resposta altamente dependente do genótipo. Há três principais passos para o 
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desenvolvimento androgenético: aquisição da capacidade embriogênica, início de inúmeras 

divisões celulares e formação dos órgãos e diferenciação (Maraschin et al., 2005). A aquisição 

do potencial androgenético é amplamente afetada pelo genótipo e, especificamente, iniciada 

pelos pré-tratamentos de estresse, embora o real gatilho seja a reprogramação para que a célula 

siga a rota esporofítica ao invés da gametofítica. Diferentes tipos de estresse podem desencadear 

a mudança de rota. Para o trigo o estresse mais utilizado e que tem gerado melhores resultados 

é a aplicação de frio nas células alvo. Contudo, há alguns poucos trabalhos demonstrando que 

aplicação de ácido 2-hidroxinicotínico (2-HNA) pode render resultados muito mais eficientes 

(Zheng et al., 2003; Liu et al., 2002). Tentando aprimorar o protocolo de IMC este 

pretratamento químico foi testado em genótipos brasileiros selecionados. Nossos resultados 

indicam que o pré-tratamento de frio ainda permanece como melhor alternativa para 

desencadear o processo androgenético nos genótipos testados. Resultado similar foi obtido 

numa cultivar iraniana onde o pré-tratamento com 2-HNA a 33 °C também foi pior que a 

apliação de frio (Shirdelmoghanloo et al. 2009). É possível que melhores resultados com o pré-

tratamento de 2-HNA possam ser alcançados se modificados alguns parâmetros, como por 

exemplo, o tempo de exposição. 

 Um obstáculo encontrado no desenvolvimento deste trabalho foi a alta produção de 

plantas albinas. Plantas albinas ocorreram em todos os genótipos testados. Sabe-se que diversos 

fatores podem afetar a produção de plantas albinas, sendo um deles o tipo de pretratamento ou 

a composição do meio de cultura. Baseado nos trabalhos de Wojnarowiez et al., (2002) e 

Jacquard et al, (2009), em cevada, um dos próximos passos na busca da otimização do protocolo 

de IMC em trigo seria testar a adição de sulfato de cobre ao meio de cultura na etapa de pré-

tratamento. 

Outra variável para tornar a IMC mais eficiente no que se refere à produção de plantas 

regeneradas consiste na modificação da composição do meio de cultura. A presença de agente 

gelificante no meio levou a uma melhora na resposta. A presença de Ficoll conferiu ao meio 

uma textura semissólida, fazendo com que as células se mantivessem na parte superior do meio 

de cultura, ajudando nas trocas gasosas e facilitando a manipulação dos embriões formados. 

Resultados semelhantes, mostrando que a presença de Ficoll (10%) melhorou a resposta 

androgenética em triticale, foram alcançados por Eudes e Amundsen (2005). 

 Uma vez que espécies e genótipos dentro de uma mesma espécie diferem no potencial 

de regeneração de tecidos in vitro, um dos objetivos do estudo foi avaliar a resposta 
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androgenética de diferentes genótipos de trigo, especialmente quanto à produção de plantas 

verdes com o genoma espontaneamente duplicado. A duplicação espontânea dos cromossomos 

é altamente desejável num protocolo de IMC. Para o trigo esta taxa de duplicação tem variado 

de 25% a 75% (Castillo et al., 2009) e é altamente dependente do genótipo (Brew-Appiah et 

al., 2013). A taxa de duplicação para os genótipos testados no presente estudo variou de 35% a 

63%. A duplicação parece ter ocorrido no início das divisões, no momento da formação do 

embrião, uma vez que plantas totalmente DH, quimeras ou totalmente haploides foram 

regeneradas. 
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CONCLUSÃO 

 

 A identificação de genes relacionados à resposta à seca em trigo foi realizada. Isto abre 

perspectivas para novas pesquisas que devem ser direcionadas para estudos da função de cada 

gene identificado e estudo do envolvimento destes genes em rotas metabólicas específicas. 

Além disso, esses resultados permitirão o desenvolvimento de marcadores moleculares e de 

estratégias para obtenção de plantas transgênicas, entre outros. O sequenciamento do 

transcriptoma de outros estádios fenológicos e outras cultivares, com diferentes respostas ao 

estresse hídrico, poderá contribuir para ampliar o entendimento dos mecanismos moleculares 

de tolerância à seca em trigo. 

Além da identificação de genes de respostas à seca, este trabalho também permitiu a 

identificação de genótipos de trigo com potencial androgenético. Futuros trabalhos para 

otimizar o protocolo de IMC, visando sua aplicação para o estabelecimento de um protocolo de 

transformação eficiente, serão realizados. 
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