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Ocorréncia de Micronucleos e Inferéncia
da Instabilidade Genética em Acessos
de Trigos Sintéticos

Claudia Toniazzo'
Sandra Patussi Brammer?
Adeliano Cargnin?
Paula Wietholter*

Resumo — Trigo sintético, resultado do cruzamento entre uma espécie
tetraploide (genomas AABB) e outra diploide (genoma DD), representa
excelente germoplasma para introgressdo de genes no melhoramento
genético de Triticum aestivum (genomas AABBDD). Entretanto, cruzamentos
interespecificos podem acarretar instabilidades genéticas, como a incidéncia
de micronucleos. Este trabalho objetivou verificar a ocorréncia de micronucleos
einferir sobre ainstabilidade genética de 67 acessos de trigos sintéticos. Foram
coletadas espigas na fase anterior a antese, fixadas em Carnoy por 24 h,
transferidas para alcool 70% e armazenadas a -20 °C. Laminas citologicas
foram preparadas com carmim acético 1%, sendo analisadas 100, com trés
repeticdes por acesso. No presente estudo, todos os acessos apresentaram
micronucleos. Desses, 15 foram considerados estaveis (porcentagens acima
de 90% de células viaveis) e 52 acessos com porcentagens entre 46% e 89%
foram considerados citogeneticamente inviaveis e instaveis. O acesso que
apresentou menor incidéncia foi CASWO00GH00062S e o de maior incidéncia,
CIGM93.177. A presenga de micronucleos pode influenciar na fertilidade e
na estabilidade genética dos genitores, principalmente em retrocruzamentos
com T. aestivum, comprometendo a obtencao de hibridos.

Termos para indexagao: Triticum aestivum, Triticum durum, Aegilops
tauschii, instabilidade meidtica.
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Micronucleus Occurrence and Genetic
Instability Inference In Synthetic Wheat
Accessions

Abstract — Synthetic wheat, a result of the crossing between a tetraploid (ge-
nomes AABB) and a diploid (genome DD) species, represents excellent germ-
plasm for the introgression of genes in the genetic improvement of Triticum
aestivum (genomes AABBDD). However, interspecific crosses may lead to
genetic instabilities such as the incidence of micronuclei. The objective of this
study was to verify the micronuclei occurrence and to infer about the genetic
instability of 67 synthetic wheat accessions. Spikes were collected prior to
anthesis, fixed in Carnoy during 24 hours, followed by transfer to ethanol 70%
and stored at -20 °C. Acetic carmine (1%) was used for the preparation of
100 cytological slides with three replicates per accession. In this study, all
accesses presented micronuclei. Of these, 15 were considered stable (per-
centages above 90% of viable cells), and 52 accessions with percentages be-
tween 46% and 89% were considered cytogenetically unviable and unstable.
The access with the lowest incidence was CASWO00GHO00062S, and the one
with the highest incidence was CIGM93.177. The presence of micronuclei
may influence the fertility, and the genetic stability of the parents, especially in
backcrossing with T. aestivum, compromising the hybrids production.

Index terms: Triticum aestivum, Triticum durum, Aegilops tauschii, meiotic
instability.
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Introducao

Ahistéria dotrigo cultivado, Triticum aestivum, esta diretamente relacionada
com o desenvolvimento da civilizagdo humana. Com a sua domesticacgao,
ha dez mil anos na regido da Mesopotadmia, o0 homem tornou-se capaz de
produzir alimentos em grandes quantidades, aliando a possibilidade de
armazenar os alimentos excedentes, resultando no aumento populacional e
na evolugéao cultural (Piana; Carvalho, 2008).

O trigo é a maior fonte de alimentos para grande proporgdo da
populagdo mundial, sendo um dos principais cereais comercializados
mundialmente. Devido ao aumento populacional esperado, sera necessario
um incremento significativo na produgdo deste cereal. Para isso, sera
fundamental a participagdo expressiva da producédo agricola advinda dos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Ortiz et al., 2008). As espécies
silvestres, proximas as plantas cultivadas, sdo grandes reservatoérios de
genes, 0s quais podem ser transferidos para as espécies cultivadas, tornando
possivel introduzir variabilidade genética e caracteristicas desejaveis
(Sharma; Gill, 1983; Prestes; Goulart, 1995; Tiwari et al., 2010).

Os trigos sintéticos resultam do cruzamento entre a espécie tetraploide
Triticum durum (genoma AABB) com outra diploide, Aegilops tauschii (genoma
DD), originando um hibrido estéril ABD. Para restaurar a fertilidade, é feita a
ressintese artificial do trigo hexaploide, duplicando-se os cromossomos com
substancias quimicas, como a colchicina (Moraes-Fernandes, 1985; Moraes-
Fernandes et al., 2000).

Este tipo de germoplasma foi primeiramente relacionado quase que
exclusivamente como novas fontes de resisténcia a doencgas, a insetos e a
estresses ambientais (Morgounov et al., 2017). Entretanto, um fatorimportante
ao considerar este recurso genético é se ele pode oferecer alelos benéficos
que permitam aumentar o potencial de producdo. Nas Ultimas décadas,
os trigos sintéticos hexaploides também vém mostrando variabilidade
substancial quanto ao vigor de plantulas, a forga da palha, a altura da planta,
ao ciclo fenoldgico, a carateristicas de grdos e também ao rendimento de
graos e seus componentes (Del Blanco et al., 2001). Isso porque a poliploidia
permite a formacédo de variedades melhoradas, apresentando aumento do
vigor hibrido, aumento da diversidade e da heterozigosidade, sendo esta
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ultima considerada o fator chave no crescimento, no desempenho e na
adaptabilidade das plantas poliploides (Dar et al., 2017).

Embora muitas espécies poliploides se apresentem bem adaptadas e
geneticamente estaveis, os alopoliploides recém-sintetizados, como € o caso
dos trigos sintéticos, podem apresentar instabilidades fenotipicas e genéticas
(Nie et al., 2008). De acordo com Rezaei et al. (2010), alteracdes meidticas
como a ocorréncia de cromossomos retardatarios, de pontes cromossémicas,
de micronucleos e de citocinese anormal tém sido observadas com
alta frequéncia em ftriticale, em trigos hexaploides sintéticos e em trigos
tetraploides. Além dessas razdes citogenéticas, estresses bidticos e abidticos
também podem causar a fragmentagéo de cromossomos, produzindo células
com micronucleos (Omidi et al., 2014; Diegues et al., 2015; Spdsito et al.,
2015; Morgounov et al., 2017).

Os micronucleos sao anormalidades que se formam durante as divisoes
celulares, originando-se de fragmentos cromossémicos ou mesmo de
cromossomos inteiros. Isso ocorre devido a quebras de cromossomos,
a aneuploidias ou ainda a segregacado cromossdémica desigual durante a
anafase, em que os cromossomos retardatarios se “perdem”, formando
massas de cromatina isoladas do grupo principal. Além disso, os micronucleos
também podem ser formados por cromossomos bivalentes ndo orientados,
assim como por cromossomos com ascensao precoce ou retardataria que
ocorrem nas metafases e anafases da primeira e/ou da segunda divisdo da
meiose. A consequéncia biolégica disso é que, como esses cromossomos
nao sao distribuidos por igual nas células-filhas, havera um desequilibrio na
distribuicdo do material genético, resultando na variagdo no nimero e no
tamanho de graos de podlen obtidos a partir da célula-mae do pdlen, bem
como na formagéo de gréos de polen geneticamente desbalanceados e/ou
estéreis. Outras causas da formag&o de micronucleos sdo as interagbes das
plantas frente a agentes quimicos, fisicos e/ou bioldgicos, que sdo capazes
de promover disturbios mitéticos (Mendes-Bonato, 2002; Fernandes et al.,
2007; Bhat; Wani, 2017).

Os micronucleos que ocorrem na teléfase da primeira divisdo meidtica
podem ter destinos diferentes, tais como sofrer desintegracdo durante a
segunda divisdo meidtica, sofrer citocinese ao final da meiose | e separar-
se como microécitos ou persistir como micronucleo durante a meiose Il até a
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fase de tétrade. Neste Ultimo caso, podem também permanecer até a fase
do desenvolvimento de grdo de pdlen e, como consequéncia, ocasionar
instabilidades genéticas nos momentos da fecundacao, da formagao do
embrido ou até do desenvolvimento da semente, pelo fato de que os
micronucleos representam perda de material genético. Portanto, estudos
citogenéticos permitem comparagdes entre espécies silvestres e cultivadas
frente as caracteristicas cromossdmicas ocorridas durante a divisado celular
e, deste modo, tornam-se ferramentas importantes que auxiliam diretamente
o melhoramento genético do trigo (Moraes-Fernandes et al., 2000; Arabbeigi
et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de micronucleos em
tétrades e/ou em micrésporos uninucleados, permitindo, a partir disso, inferir
sobre a instabilidade genética de acessos de trigos sintéticos e contribuir
para a escolha e o uso posterior desse germoplasma nos programas de
melhoramento genético de trigo cultivado.

Material e Métodos

Foram analisados 67 acessos de trigos sintéticos (Tabela 1), provenientes
do Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT, México)
e mantidos no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Trigo. Os acessos
foram cultivados durante a estagdo de inverno em casa de vegetagédo, em
vasos de 10 L contendo solo da unidade de mapeamento Passo Fundo
(latossolo vermelho distrofico humico, textura argilosa), com corregées de pH,
micro e macronutrientes. Foram utilizados dois baldes por acesso, contendo
8 plantas cada, totalizando 16 plantas por acesso.

Para as analises citogenéticas, foram coletadas espigas de seis plantas,
no momento anterior a antese, em horarios compreendidos entre 10 h e 16 h.
As espigas foram identificadas para analises posteriores em laboratério.
A fixagdo do material biologico foi realizada em solugéo Carnoy 3:1 (alcool
etilico absoluto:acido acético glacial) por 24 h em temperatura ambiente,
sendo realizada uma nova troca da solu¢gdo Carnoy, mantendo-se por mais
24 h na mesma condigdo ambiental. Apos este periodo, as espigas foram
transferidas para etanol 70% e armazenadas a -20 °C, até o momento de uso.
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Para o preparo de cada lamina citolégica, foram usadas seis anteras
de duas flores diferentes, oriundas da regido mediana da espiga. Foram
preparadas trés laminas por acesso, constituindo as repetigdes. As anteras
foram cortadas em pequenos pedagos com o auxilio de um bisturi, para a
liberagcdo das células, em corante carmim acético 1%. Foi realizada leve
pressao sobre laminula colocada sobre a amostra. As analises foram feitas
ao microscopio 6tico (Olympus, modelo BX50), com aumento de 400x. Foram
analisados 100 tétrades e/ou micrésporos por lamina para todos os acessos,
avaliando-se incidéncia (em porcentagem) de micronucleos em tétrades e/ou
micrésporos uninucleados. O ponto de corte adotado, considerando células
viaveis e inviaveis, foi de 90%, conforme recomendado por Love (1949).
Acessos que apresentaram porcentagem inferior a 90% de células com
presenga de micronucleos, tanto na fase de tétrades como de micrésporos
uninucleado, foram considerados citogeneticamente instaveis; acessos com
porcentagem igual ou superior a 90% foram considerados estaveis e, por
consequéncia, viaveis para a fecundagao e geragao dos hibridos.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos nos 67 acessos de trigos sintéticos analisados,
considerando a variavel porcentagem de tétrades e/ou micrésporos sem
micronucleos, sdo apresentados na Tabela 1. Em negrito, destacam-se os
acessos com porcentual de células acima de 90%, consideradas viaveis e
com estabilidade genética do ponto de vista cromossdmico/citogenético,
estando aptos para uso imediato em retrocuzamentos com trigo cultivado.

Embora seja obtida grande diversidade genética advinda do trigo
hexaploide sintético, que € um hibrido desenvolvido pelo homem de forma
analoga a evolugao do T. aestivum (Yang et al., 2009), o desenvolvimento
destes hibridos pode levar a distintas instabilidades meidticas, como presenca
de cromossomos retardatarios, pontes cromossémicas, micronucleos e
citocinese anormal. Estas alteragdes podem interferir no desenvolvimento
reprodutivo de plantas, uma vez que a meiose representa o estagio mais
sensivel do ciclo de vida das plantas cultivadas, a qual é influenciada
diretamente por fatores genéticos e ambientais (Ahmad et al., 1984; Porch;
Jahn, 2001; Erickson; Markhart, 2002).
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Tabela 1. Porcentagens de células viaveis, observadas em tétrades e/ou micros-
poros uninucleados, em acessos de trigos sintéticos mantidos no Banco Ativo de

Germoplasma da Embrapa Trigo. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.

Acesso

CASW00GHO00062S*
CIGM.93.305*
CIGM.93.306*
CIGM92.1666*
CIGM93.294*
CIGM93.266*
CASW01GH00004S*
CASS03GH000648*
CIGM93.242*
CASS03GH00001S*
CASS03B00120S*
CASS02B00001S*
CASS02B00006S*
CASS03GH00007S*
CASW02GH00009S*
CIGM.93.302
CASW00GH00024S
CASS03GH000638
CIGM93.406
CIGM92.1706
CIGM88.1239-4B
CIGM92.1849
CASS03GH00004S
CIGM88.1239-1B
CIGM88.1239-3B
CASS02B00011S
CASS03GH00003S
CIGM92.1713
CASS03GH000628

Células
viaveis (%)
94,66
93,66
93,66
93,00
92,66
92,33
92,33
92,00
91,66
91,00
90,66
90,33
90,33
90,00
90,00
89,33
89,33
88,66
88,33
88,33
88,33
88,00
86,33
86,33
85,66
85,33
85,33
84,66
84,66

Acesso

CASS03GH00019S
CASW00GHO00044S
CASWO00GH00058S
CIGM88.1252-0B
CASS03GH00029S
CASW00GH00014S
CIGM93.205
CASS03GH00010S
CASS03GH000618
CASS03GH00054S
CASS03GH000688
CASS03GH000588
CIGM93.200
CASS03B00114S
CIGM92.1680
CIGM92.1682
CIGM93.395
CASW00GHO00068S
CASS03GH00022S
CASS03GH00030S
CIGM.93.271
CASW00GHO00064S
CASS03B00121S
CASS03B00116S
CIGM93.275
CASW00GH00026S
CASW01GHO00002S
CASS03GH000598
CASS03GH00012S

Células
viaveis (%)
81,33
81,00
80,66
80,66
80,66
80,00
79,66
78,66
78,33
78,33
78,00
78,00
77,99
77,66
77,33
77,33
77,33
76,66
76,33
76,00
75,66
75,33
75,00
71,66
71,33
69,66
69,00
69,66
66,33

continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Acesso .(,;éll."as Acesso .(,;é"."as
viaveis (%) viaveis (%)
CASW02GH00008S 83,00 CIGM93.268 64,66
CIGM88.1239-2B 82,66 CIGM92.1702 63,00
CASWO00GHO00059S 82,33 CASS03B00122S 62,33
CASS02B00004S 82,33 CIGM93.177 46,00
CASW02GH00012S 82,00

* Acessos acima do ponto de corte (90%) considerados estaveis citogeneticamente.

Avaliando-se individualmente os acessos, foi verificado que 15 destes
(22%) foram considerados estaveis para uso em programas de melhoramento
genético de trigo (Figura 1). Em 52 acessos (78%), foi observada porcentagem
de células normais abaixo de 90%, havendo grande variagdo na quantidade
de micronucleos entre os acessos. Todos 0s acessos apresentaram células
com um ou mais micronucleos (Figura 2). Ressalta-se que o ponto de corte de
90% foi o mesmo usado para determinag&o do indice Meiético (IM) descrito
por Love (1949), que considera o numero de tétrades normais divididas pelo
numero total de tétrades analisadas, multiplicadas por 100. Basicamente, por
meio dessa analise citogenética, considera-se que plantas com IM inferior
a 90% podem acarretar problemas de pareamento cromossdémico, quando
usadas em cruzamentos.

Em alguns casos, foi observada coloracao diferenciada de algumas espigas
apo6s a maturagcao de sementes, apresentando uma tonalidade marrom. Além
dessa coloracao diferenciada, em estudo preliminar realizado nos mesmos
acessos de trigos sintéticos do presente estudo, observou-se que alguns
dos materiais que apresentaram médias elevadas em relagdo a presenca
de micronucleos também apresentaram anormalidades morfolégicas, quando
mantidos em casa de vegetacao, tais como enrolamento de folhas e espigas
menores em relacdo ao tamanho médio de espigas de trigo. Avaliagbes
complementares, como estudos meiéticos, sdo necessarias, visando a avaliar
os hibridos obtidos entre T. durum x Ae. tauschii e se esses novos poliploides
podem ser geradores de instabilidades genéticas, além de outras analises
comparativas em condi¢des de campo e de casa-de-vegetagao, para verificar
a interacdo gendtipo/ambiente.



Ocorréncia de micronucleos e inferéncia da instabilidade genética em acessos de trigos sintéticos

Figura 1. Tétrade normal em trigo sintético, observada em micros-
copia 6tica e com corante carmim acético 1%. Aumento de 400x.

Figura 2. Tétrade com micronucleos (setas) em trigo sintético, ob-
servada em microscopia 6tica e com corante carmim acético 1%.
Aumento de 400x.

Foto: Sandra Patussi Brammer

Foto: Sandra Patussi Brammer
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De acordo com Pagliarini (2000), a instabilidade provocada pela
segregacao irregular cromossémica pode resultar em alteragdes na expressao
de genes, influenciando diretamente na morfologia da planta. Em seu estudo,
foi observada correlagéo entre fertilidade do polen e producao de sementes
em todas as espécies em que houve segregacao irregular de cromossomos.

A alopoliploidizagdo € um processo importante de especiagdo no reino
vegetal, responsavel por dois grandes eventos diferenciados: a hibridagéao
entre dois genomas divergentes, resultando em um (nico nucleo, e a
poliploidizagdo, que resulta na duplicagdo dos genomas. Em resposta a
estes dois “choques” gendmicos, os genomas dos novos alopoliploides
formados reagem com intensas reorganizacbes e modificacdes genémicas.
Estas alteragdes incluem rearranjos estruturais em ambos os cromossomos,
bem como em niveis de sequéncias, na alteracdo na expressao dos genes,
na ativacdo de transposons e em rearranjos ou elimina¢cdes de sequéncias
altamente repetitivas (Nie et al., 2008). Do mesmo modo, a eliminacéo de
cromossomos uniparentais também pode ocorrer em poliploides originados
de espécies relacionadas (Gernand et al.,, 2005). A maioria das espécies
de plantas poliploides, incluindo importantes culturas, como o trigo, sao
alopoliploides que surgiram apds a hibridagdo de progenitores diploides
relacionados. A condigdo poliploide confere algumas vantagens, como
heterose ou redundancia genética, mas implica em desvantagens, como a
propensao a gerar produtos meioticos aneuploides que reduzem a fertilidade
(Comai, 2005). Além disso, a poliploidizacado pode desestabilizar redes de
regulacao génica, de organizagdo genémica e de segregagao cromossoémica.
A fase critica na evolugdo de poliploides é a estabilizacdo da meiose,
principalmente pelo pareamento dos cromossomos homodlogos e a sua
distribuicdo na primeira divisdo meidtica (Pecinka et al., 2011).

Assim, o desenvolvimento de genodtipos de trigos sintéticos também
esta sujeito as instabilidades meioticas, uma vez que a técnica para a sua
criagdo segue 0os mesmos principios observados na natureza, na formagao
de poliploides. Destaca-se que os micronucleos que ocorrem na telofase
da primeira divisdo meiotica podem ter destinos diferentes, como sofrer
desintegracao durante a segunda divisdo meiética, sofrer citocinese ao final da
meiose | e separar-se como micrécitos ou persistir como micronucleo durante
a meiose Il até a fase de tétrade. Por esta razdo, analises citogenéticas,
acompanhadas das andlises fenotipicas, sdo fundamentais para a selecao
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de gendtipos mais estaveis e agronomicamente superiores, servindo como
potenciais genitores em retrocruzamentos.

De acordo com Morgounov et al. (2017), varios estudos com trigos
sintéticos estdo em andamento, ndo somente pela possibilidade de aumento
de resisténcia genética as doencas, mas pelo fato de promover novas
recombinac¢des génicas envolvidas entre os parentais selvagens de trigo,
possibilitando expandir a base genética para combater desafios climaticos e
estresses bidticos. Destaca-se o parental e doador do genoma DD, Aegilops
tauschii, por apresentar maior diversidade genética do que o trigo comum
(Naghavi; Mardi, 2010), estando diretamente envolvido nos cruzamentos
e representando excelente reservatorio de genes. Deste modo, os trigos
sintéticos, devidamente caracterizados quanto a estabilidade genética e aos
estresses bidticos e abidticos, representam novas possibilidades para os
programas de melhoramento genético do trigo cultivado.

Conclusoes

No presente estudo, todos os acessos apresentaram micronucleos.
Desses, 15 foram considerados estaveis geneticamente e com porcentagens
de células viaveis acima de 90%. Entretanto, 52 acessos apresentaram
porcentagens entre 46% e 89%, considerados instaveis e inviaveis. Essas
analises sao Uuteis para futuros cruzamentos em programas de melhoramento
genético de trigo, pois permitem inferir sobre a instabilidade genética
dos genitores, auxiliando, deste modo, a escolha apenas dos acessos
geneticamente estaveis e com células gaméticas viaveis.
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