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1 INTRODUCAO

Cerca de dois tercos da populacdo mundial tem o trigo e seus derivados como base de
sua dieta alimentar diaria, sendo uma das principais fontes de calorias e proteinas na dieta
humana (Jones, 2005). A producéo nacional de trigo 2012/2013 foi de cerca de 4,3 milhdes de
toneladas (Conab, 2013). O consumo interno brasileiro é de 10,21 milhdes de tonelada, sendo
que sua producdo anual oscila entre 5 e 6 milhdes de toneladas, o que deixa o pais & mercé
dos paises produtores para o suprimento deste déficit na producdo (Conab, 2013), tornando
assim o 5° maior importador de trigo (Café et al., 2003).

A regido oeste do Parana se caracteriza pela agricultura extensiva de grdos, incluindo a
triticultura. A regido é responsavel por uma grande producdo deste cereal e exibe recordes de
produtividade. Contudo, a triticultura paranaense fica a mercé de intempéries climaticas como
veranicos que afetam a producdo limitando o crescimento vegetal e a produtividade desta
cultura. Aliado a este fato, o trigo exige uma intensa adubacao nitrogenada o que encarece a
sua producdo, reduzindo a lucratividade do agricultor, desmotivando o aumento da area
plantada.

O trigo € um cereal que possui varias espécies do género Triticum, sendo constituido
por trés grupos distintos de ploidia: diploides, tetrapldides e hexaploides, com nimero basico
de cromossomos de 7, 14 e 21, respectivamente. A espécie mais importante no mundo que é a
cultivada no Brasil é o Triticum aestivum L. (EMBRAPA, 2013).

Duas estratégias tém sido utilizadas para a obtencdo de novas variedades: a primeira
onde o melhorista procura desenvolver novas linhagens pela introducdo de caracteres
relacionados a produtividade (rendimento, capacidade de afilhamento, tamanho da espiga,
etc.) e a segunda onde o pesquisador procura identificar linhagens que tenham alta
estabilidade de producdo, resisténcia a moléstias e tolerancia as adversidades ambientais.
Entretanto, uma das grandes limita¢cdes no melhoramento de plantas autbgamas, como o trigo,
é 0 tempo necessario para se atingir a homozigose apds a hibridacgéo, ja que o procedimento
para a obtencdo destas linhagens com alta homozigose requer varias geracdes de
autofecundagdo, sem contar com os testes que a nova linhagem tera que ser submetida até o
seu langamento como cultivar (SILVA, 2003).

Plantas duplo-haploides sdo altamente valiosas em programas de melhoramento
geneético, pois constituem de uma alternativa para a geracdo de linhagens endogamicas em

reduzido periodo de tempo, quando comparada aos métodos tradicionais que envolvem



sucessivas autofecundagBes (Pioneer, 2013). Dentre as caracteristicas vantajosas
proporcionadas pelos duplo-haploides pode-se citar a maxima variagcdo genética, a completa
homozigose e a reducdo do tempo e custo envolvidos na obtencdo das linhagens (GEIGER e
GORDILLO, 2009).

O cultivo de anteras “in vitro” visando a redu¢dao do tempo de obtencdo de linhagens
com alto grau de homozigose, em relacdo ao programa de melhoramento tradicional, torna
mais rapida a liberacdo de novas cultivares (CAMARGO et al., 2003). Enquanto pelo
processo convencional seriam necessarias de seis a nove geracdes de autofecundacdo para
obter elevado grau de homozigose, as plantas obtidas com base nesse método de
melhoramento, conhecidas como diaploides (DH), proporcionam 100% de homozigose em
apenas uma geracdo (CAMARGO et al., 2006).

O programa de melhoramento genético de trigo tradicional despende muitos anos de
intenso trabalho, em condicdo de campo, onde as plantas sdo selecionadas a partir de
populacbes segregantes para se obter uniformidade genética. Por outro lado, é possivel reduzir
substancialmente o tempo despendido, utilizando-se a técnica da cultura de antera “in vitro”.
Com essa técnica, obtém-se plantas hapldides, que se podem tornar férteis com a duplicacdo
do numero de cromossomos utilizando-se a colchicina.

A Colchicina é um produto natural obtido da planta Colchicum autumnale, também
conhecido como acafrdo-do-prado e colchico. E o agente antigota mais antigo que se conhece.
PreparacGes feitas com essa planta datam de mais de 2000 anos e até hoje, € um dos
medicamentos mais efetivos no tratamento da dor intensa associada a gota. Foi somente em
1820 que a colchicina, o principio ativo do colchico, foi isolado pelos quimicos franceses
Pelletier e Caventon. Sua configuracdo absoluta s6 foi descrita em 1955, por Corrodi e
Hardegger.

A colchicina é um alcaloide triciclico, contendo em sua estrutura uma trimetoxifenila
(anel A), um anel de sete membros (anel B) com um grupo acetamida na posic¢do 7, e um anel
tropol6nico (anel C). A colchicina natural apresenta apenas um centro estereogénico no
carbono 7, com configuracdo absoluta S, de acordo com sistema de nomeacdo de
estereoisdmeros descrito por Cahn-Ingold-Prelog.

Como a colchicina é capaz de interromper a divisdo celular, os cientistas avaliaram se
ela poderia ser um agente anticancer. Porém, sua toxidade impede que seja utilizada. A
colchicina também é muito utilizada para fazer cariétipos de células para estudo devido a sua
acdo inibitdria de polimerizacdo das proteinas do fuso mitdtico na fase de divisdo celular,

conhecida como metéafase. Na metéfase, 0os cromossomos se encontram no maior grau de



condensacdo, facilitando a observacdo ao microscopio. As plantas obtidas com base nesse
tratamento apresentam 100% de homozigose, sendo convencionalmente consideradas
diaploides (DH). Essa técnica € muito valiosa nos programas de melhoramento genético, visto
que a homozigose ¢ alcancada em apenas uma geracdo (SALOMON et al., 2003).

A identificacdo de genitores de trigo que expressem a capacidade de elevar o nimero
de embrides hapldides obtidos as populacdes segregantes formadas bem como a utilizagdo de
fontes de pdlen que contribuam para o carater podem ser de grande utilidade nos programas
de melhoramento, permitindo com isso, auxiliar o melhorista em concentrar seus esforcos nas
combinagBes mais promissoras, orientando o sentido dos cruzamentos e do gendtipo dos

genitores paterno e materno a ser empregado (SILVA, 2004).



2 CARACTERIZACAO DO LOCAL DE ESTAGIO

Em 1974, a Ocepar — Organizacdo das Cooperativas do Estado do Parand, criou seu
Departamento de Pesquisa, voltada ao desenvolvimento e pesquisa de novas variedades e
hibridos. Em 1995, as Cooperativas decidiram ampliar o projeto, instituindo a COODETEC -
Cooperativa Central de Pesquisa Agricola, que absorveu os trabalhos e o0 acervo genético até
entdo desenvolvidos com o objetivo de desenvolver estrategicamente suas proprias
tecnologias e cultivares de soja, trigo e hibridos de milho e reduzir o grau de dependéncia do
governo e grandes capitais internacionais.

A COODETEC ¢é uma empresa de base tecnoldgica voltada a agricultura, nacional e
de propriedade exclusiva dos 185 mil agricultores filiados as 32 mais destacadas cooperativas
de producgédo do Brasil. Formada por uma sede complexa de ensaios, um departamento de
pesquisa estruturado, com modernos laboratorios de biotecnologia, entomologia,
fitopatologia, sementes e solos.  Possui sede em Cascavel/PR, onde mantém escritorio
central, centro de treinamento, além dos modernos laboratérios, camaras secas e casas de
vegetacdo. Outros centros de apoio e fazendas experimentais de Pesquisa da COODETEC
estdo localizados em Palotina/PR, Goioeré/PR, Paracatu/MG, Rio Verde/GO e Primavera do
Leste/MT.

A COODETEC desenvolve melhoramento genético para as trés principais culturas do
Brasil: milho, soja e trigo, ha 38 anos e lancou mais de 200 produtos agricolas. Tem atuacéo
no Paraguai e Bolivia e esta estendendo para Uruguai e Argentina. A Cooperativa investe
constantemente em tecnologia e orientacdo técnica e vé comprovada a eficicia de suas
sementes, quando conquista o primeiro lugar no mercado brasileiro de trigo, além de manter a
preferéncia absoluta entre os triticultores paraguaios. E detentora da maior participacio de
mercado entre as empresas nacionais de melhoramento de hibridos de milho. Também € a
empresa que mais cresce em vendas neste concorrido segmento.

A infra-estrutura de pesquisa da COODETEC conta com um moderno Nucleo de
Biotecnologia, composto por: laboratorio de purificagdo de DNA, laboratorio de marcadores
moleculares, laboratério de gendmica, laboratorio de cultura de tecidos com sala de cultivo in
vitro e um laboratdrio de analises de constituintes das sementes.

Todas as atividades executadas no Nucleo de Biotecnologia tém vinculo com o0s

programas de melhoramento da COODETEC.


http://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%B4mica

Principais atividades desenvolvidas no Nucleo de Biotecnologia da COODETEC:
Caracterizacdo e identificacdo do Banco genético basico convencional com genes de alto
interesse, devidamente identificados;

Criacéo de variedades transgénicas de interesse. Uso de marcadores no melhoramento;
Cultura de tecidos;

Obtencdo de Diaploides;

Microanalises;

Anadlise de 0Oleo e proteina.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Transg%C3%AAnicas&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diaploidia&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Microan%C3%A1lises&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORICOS DO TRIGO NO MUNDO

A origem do trigo é bastante remota. O homem cultiva o trigo ha pelo menos seis mil
anos, no inicio, triturando entre pedras rusticas, para aproveitar a farinha. Foram encontrados
gréos de trigo nos jazigos de mumias do Egito, nas ruinas das habitacdes lacustres da Suica e
nos tijolos da piramide de Dashur, cuja construcdo data de mais de trés mil anos a.C
(EMBRAPA, 2013).

O trigo é uma das culturas mais antigas do mundo, sendo essencial para o
desenvolvimento da agricultura e da civilizacdo humana. A economia de antigas cidades e
civilizagcdes, como Babilonia (Mianmar), Grécia, Creta, Egito e Roma, eram baseados na
cultura do trigo. A &rea geografica de distribuicdo e domesticacdo do trigo coincide com a da
civilizacdo do homem e inicio da agricultura. O trigo, pré-domesticado, possuia caracteristicas
importantes, como sementes grandes, rapida germinacdo, ciclo anual e autofecundacéo,
levando a réapida fixacdo dos mutantes desejaveis, o que deve ter influenciado os primeiros
coletores de alimentos. O centro de origem e domesticacao do trigo situa-se das montanhas de
Zagros (Ird - lraque) até as montanhas Taurin, na Turquia e as montanhas a sudoeste do mar
Mediterraneo (BOREM & MIRANDA, 2005).

3.2 HISTORICOS DO TRIGO NO BRASIL

A chegada do trigo ao Brasil remonta ao periodo colonial. Ainda no século XVI, 0s
portugueses que para ca vieram, tentaram o cultivo desse cereal no centro do pais, como a
iniciativa de Martin Afonso de Souza, em 1531, de cultivar trigo na Capitania Hereditaria de
Sdo Vicente, que hoje corresponde ao Estado de S&o Paulo. Depois o trigo migrou para o sul,
encontrando ambiente, clima e solo, mais adequados as suas exigéncias (EMBRAPA, 2013).

Depois da Segunda Guerra mundial, em 1954, surgiram as primeiras lavouras
mecanizadas no Rio Grande do Sul que acabaram se consolidando por volta de 1960, com a

politica de amparo a triticultura e a moagem de trigo.



Atualmente os maiores produtores sdao os estados do Parand e Rio Grande do Sul,
responsaveis por mais de 90% da produgdo brasileira. Em nivel mundial os maiores
produtores sdo China, india, Estados Unidos e Rissia (BOREM & MIRANDA, 2005).

3.3 MELHORAMENTO GENETICO DO TRIGO

O melhoramento genético vegetal é a mais valiosa estratégia para 0 aumento da
produtividade de forma sustentavel e ecologicamente equilibrada, associada ao emprego de
melhores préaticas culturais como manejo, adubagfo e irrigacdo adequados (BOREM &
MIRANDA, 2005).

O trabalho béasico do melhoramento genético de plantas consiste em desenvolver
gendtipos que usem eficientemente os nutrientes do solo, a energia solar e outros fatores de
ambiente que déem uma maior producdo econémica por area e que sejam adaptados as
necessidades dos agricultores e dos consumidores. Portanto, o melhoramento genético tem
sido um fator decisivo no aumento da produtividade agricola (SILVA, 2011)

A introducgdo de plantas é considerada um método de melhoramento, pois contribui
efetivamente para a melhoria do potencial genético em uma determinada regido, podendo ser
vista por dois prismas: introducdo de germoplasma para ser usado como fonte de
variabilidade em hibridac6es e 0 uso direto como uma cultivar em uma dada regido, sempre
observando a legislacdo vigente (RAMALHO et al., 2001).

3.4 TECNICAS DE DUPLO-HAPLOIDES EM TRIGO

Ha previsdo de que a haploidizacdo transformara drasticamente a criacdo de linhagens
puras de cereais, trazendo com isto substancial economia de tempo, podendo permitir alta
variancia genética entre linhas, melhor resposta a sele¢do devido a auséncia do heterozigoto e
grande valor como teste para identificar cruzamentos artificiais promissores. Num processo
normal de autofecundacdo as espécies de flores perfeitas, onde os genitores diferem em
apenas dois pares de locos independentes, 0 gendtipo recessivo aabb tem a probabilidade de
ser encontrado na proporcao de 1/16 na populacdo F2. Entretanto, se for utilizada a haploidia
0 mesmo genotipo tera a probabilidade de ocorréncia de %, isso devido a auséncia dos
heterozigotos, prevalecendo apenas quatro gendtipos homozigotos como mostra a Figura 1.

Com a obtencdo de linhas homozigotas a variancia aditiva € maximizada, os efeitos de



dominancia sdo neutralizados e as vantagens em caracteres quantitativos podem ser maiores,
uma vez que a selecdo é realizada somente com base na aditividade, ndo havendo
interferéncia dos efeitos de dominancia e epistasias (SILVA et., al. 2002).

Individuos hapldides s@o aqueles portadores de uma unica copia de cada cromossomo
caracteristico da espécie, ou seja, apresenta nas células somaticas 0 mesmo nUmero de
cromossomos caracteristico das células gaméticas. No momento em que esses individuos
haploides (n) tém seu genoma duplicado (n + n = 2n), sdo denominados de di-hapldides para
espéecies com genomas diploides ou duplo-haploides para aquelas espécies que apresentam
genomas polipldides. Duas técnicas sdo basicamente utilizadas: i) Androgénese, pela cultura
de anteras e microsporos (graos de polen) e ii) Gimonogénese, pela cultura de ovarios e/ou
ovulos e pela cultura de embriGes em cruzamentos interespecificos ou intergenéricos, via
eliminacdo somatica (CARVALHO, 2008).

Como toda técnica inovadora, muita discussdo tem ocorrido em torno do assunto,
sendo apontadas vantagens e desvantagens do seu emprego no melhoramento de plantas. Os
autores CARVALHO et al. (2008) apresentam as seguintes:

Vantagens: i) Linhagens homozigotas sdo obtidas em menor numero de geracées (2 ou
3), reduzindo o tempo envolvido no desenvolvimento de linhagens; ii) a selecdo entre
progénies homozigotas, provenientes de duplo-hapldides pode ser mais eficiente do que a
selecdo entre e dentro de progénies heterozigotas, quando realizadas pelos métodos classicos;
iii) ndo ocorre mudancgas no momento da selecdo, entre individuos homozigotos dominantes e
heterozigotos.

Desvantagens: i) o ganho de tempo obtido no desenvolvimento de linhagens
homozigotas pelo processo de DH pode ser perdido em funcdo do aumento de tempo
requerido para as avaliagbes a campo das linhagens homozigotas. Por outro lado, no processo
de aclimatacdo, o melhorista pode ir observando o desempenho de suas plantas durante a
conducdo, ja conduzindo a uma pré-adaptacdo e descartando as constituicdes genéticas
indesejaveis em geracdes precoces; ii) a tecnica de obtencdo de DH pode requerer
equipamentos especiais e técnicos especializados, inviaveis em alguns programas de
melhoramento; iii) para reduzir os efeitos da escassez dos recombinantes desejados é
necessario que individuos haploides sejam obtidos com alta fregiiéncia, o que em muitos
casos torna-se dificil, trabalhoso e oneroso; iv) auséncia de heterozigotos desfavorece o
balanceamento com o ambiente, fator de grande importancia na formacdo de individuos

homozigotos com alto potencial e elevada capacidade adaptativa
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2 AABDb 4 AaBb 2 aaBb 1 AAbb 1 aabb
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FIGURA 1 — Genétipos formados a partir de uma planta F1 por
autofecundacdo e duplo-haploidizacdo, considerando dois genes com
dois alelos. CARVALHO et al. (2008).

O cruzamento interespecifico surgiu para superar as dificuldades encontradas na
cultura de anteras, alem de propiciar maior eficiéncia na obtencéo de hapl6ides abrindo novos

horizontes para a técnica na cultura de trigo.



10

4 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho objetivou avaliar o processo de Duplo-Hapldide das cultivares de
trigo do Programa de Melhoramento Genético da Cooperativa Central de Pesquisa Agricola
(COODETEC).

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a quantidade de sementes por espiga apta para o resgate de embribes de trigo
duplo-hapl6ide, juntamente com o desenvolvimento dos mesmos em condi¢&o in vitro.

Estabelecer a quantidade de plantulas desenvolvidas e aptas para a transferéncia do
ambiente escuro para condicGes de foto periodismo.

Observar a utilizagdo da colchicina para a duplicacdo cromossémica e inicio do

processo de aclimatacdo das plantulas em camara de crescimento e casa de vegetacao.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos em telado, casa de vegetacdo e no Laboratério de
Cultura de Tecidos do nucleo de Biotecnologia, pertencentes a COODETEC, localizados no

municipio de Cascavel — PR, de setembro a novembro de 2013.

5.1 CULTIVO E OBTENCAO DAS SEMENTES

Foram obtidas sementes F; de cruzamentos entre linhagens elite de trigo de interesse
para o programa de melhoramento da Empresa. Estas foram semeadas em vasos em telado
para fins de multiplicacdo de sementes e para propiciar condi¢bes para quebra de blocos de
ligagdo, aumentando assim as taxas de recombinagdo. As sementes F, obtidas foram
novamente semeadas em vasos, desta vez em casa de vegetacdo, com temperatura e umidade
controladas.

Como fontes de polen foram utilizados hibridos de milho CD 384, CD 316, CD 397,

CD 324 da COODETEC, semeados em intervalos de sete dias em casa de vegetacgéo.

5.2 EMASCULACAO

A emasculacéo foi realizada com a retirada dos antécios centrais, corte das glumas e a
retirada das anteras na fase em que a espiga apresentasse % do seu tamanho fora da bainha. As
aristas das espigas foram cortadas com tesoura para poda e com o auxilio de pinca as
espiguetas foram abertas e as 3 anteras de cada espigueta foram removidas. Apds este
processo as espigas foram cobertas com envelopes de papel manteiga para a protecdo e

umidade aos ovarios.

5.3 POLINIZACAO

Entre 3 a 5 dias apds a emasculacdo, foi realizada a polinizagdo nas espiguetas que
foram abertas com o auxilio de pinga e inserido pdlen de milho hibrido com o auxilio de

pincel sobre os ovarios.
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5.4 APLICACAO DE 2,4-D

Apdbs a polinizacdo entre 24 e 48 horas, aplicou-se solucdo de 2,4-D (acido 2,4
diclorofenoxiacético) na concentragdo de 1,0 mg I* no colmo da planta com auxilio de

seringa visando favorecer o desenvolvimento do embriéo.

— Perfuracao
Aplicacéo da com a ponta
solugédo de da agulha

2,4-D

Primeiro no !\ Folha
Bandeira

FIGURA 2 - Esquema de aplicacdo de 2,4-D (SAATKAMP, 2013)

O colmo foi perfurado bem proximo a espiga e apos a injecdo da solucdo foi feita
pouco acima do primeiro no, até a saida de uma gota na perfuracdo acima, como mostra a
Figura 2. Como trigo (6n=3x=60 cromossomos) e milho (2n=2x=20 cromossomos) S&o
espécies diferentes, na fecundacdo do dvulo pelo grdo de pdlen ndo ocorre pareamento
cromossdmico, pois se trata de um cruzamento interespecifico induzido por regulador de
crescimento (2,4-D). Assim os embrides formados serdo haploides, apresentando apenas 0s

Cromossomos maternos.
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5.5 COLHEITA DAS ESPIGAS E PREPARO DAS CONDICOES IN VITRO PARA O
DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS

Entre 15 e 20 dias ap0s a polinizacdo realizou-se a colheita das espigas imaturas de
trigo que estavam na casa de vegetacdo. Estas foram levadas ao Laboratdrio de Cultura de
Tecidos onde as sementes imaturas foram retiradas das espigas e em seguida as sementes
foram desinfestadas com trés lavagens com uma solucdo de hipoclorito de sodio 50%
seguidas de trés enxagues com uma solucdo de alcool 70% e por ultimo trés lavagens com
agua destilada autoclavada. Posteriormente, na cdmara de fluxo laminar, os embriGes
haploides imaturos foram resgatados com auxilio de bisturi e estereomicroscopio. Estes
embrides foram entdo acondicionados em tubos de ensaio contendo meio de cultivo solido
MS (Murashige e Skoog). Os embrides haploides resgatados foram incubados nos tubos de
ensaio, permanecendo sete dias no escuro e apds, transferidos para a luz (fotoperiodo de 14:10
hs luz/escuro), ficando em camara de crescimento por mais 30 a 60 dias para 0

desenvolvimento da plantula haploide.

5.6 TRANSPLANTE PARA VERMICULITE

Apos as plantulas apresentarem bom desenvolvimento do sistema radicular e aéreo
(aproximadamente 30 dias de luz), estas foram retiradas dos tubos de ensaio e as raizes foram
lavadas em agua corrente para retirada do meio de cultura. As pontas secas e amarelas foram
cortadas e transplantadas em potes com vermiculite, previamente embebido com solucédo
nutritiva de Hoagland (2 partes de agua: 1 parte de solucdo nutritiva) (HOAGLAND and
ARNON, 1950) e identificados segundo o cddigo proveniente do cruzamento realizado no

setor de pesquisa do trigo.

5.7 TRATAMENTO COM COLCHICINA

O tratamento com colchicina visa duplicar os genomas das plantas com bom
desenvolvimento. A colchicina atua na formacdo das fibras do fuso mitético, impedindo a
migracdo dos cromossomos para os polos da célula, formando assim células com o nimero

cromossémico duplicado.
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Apos aproximadamente 15 dias as plantulas foram retiradas do pote com vermiculite e
lavadas com &gua corrente. Foram despontadas as folhas e cortadas as raizes, deixadas com
aproximadamente 5 cm. ApOs esse processo as plantulas sdo condicionadas em Becker
contendo solucédo de colchicina (0,25%) e DMSO 2% (Dimethyl Sulfoxide), durante 3 horas
deixando a coroa das plantulas submersas na solugdo. Consequentemente as plantulas foram
enxugadas e novamente transplantadas para vasos contendo terra e vermiculite na proporgado
(1:1). Como mostra a Figura 3, o processo de obtencao de plantas duplo-hapléide é demorado
e espera-se que com o tratamento com colchicina, alguns dos novos perfilhos formados
apresentardo cromossomos duplicados.

Em seguida, as plantulas sdo aclimatizadas em casa de vegetacdo para multiplicacdo e
desenvolvimento das sementes. Estes processos ndo foram totalmente acompanhados devido
ao tempo de estagio na Cooperativa ter terminado e o ciclo completo da técnica duplo-

hapldide levar mais de 4 meses.

FIGURA 3 — Esquema do processo de obtengdo de plantas duplo-haploides em trigo. Emasculagdo (a e b);
Polinizacéo artificial com pélen de milho (c); Aplicagdo de hormonio 2,4-D no internddio proximal da espiga
(d); Resgate do embrido hapléide (e); Acondicionamento e crescimento do embrido haploide em tubo de ensaio
(f e g); Tratamento de plantulas hapléides com colchicina (h); Transplante de plantulas tratadas com colchicina
para vasos com substrato (i). COODETEC, Cascavel - 2013.
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5.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os dados obtidos foram avaliados por estatistica descritiva. Foram avaliadas quatro
linhagens, denominado de tratamentos. As mesmas séo oriundas de cruzamentos de diferentes
genotipos. De cada linhagem, foram utilizadas todas as espigas disponiveis no dia da coleta,
por isso 0 numero inicial para cada linhagem/tratamento € diferente. As plantulas obtidas

foram sempre agrupadas pela linhagem inicial.

5.9 OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NA UNIDADE DE ESTAGIO.

Durante o periodo de estagio, outras atividades puderam ser vistas dentro dos
laboratdrios da area de biotecnologia: algumas andalises no Laboratério Fisico Quimica, tais
como teste ELISA e outros testes para deteccdo de OGM em amostras de milho; e andlise da
quantidade de Oleo e gluten presentes em amostras de soja. Posteriormente, foram
desenvolvidos os métodos de extracdo de DNA de soja e preparo de solugdes e meio de
cultivo no Laboratério de Extracdo e Preparacdo de amostras. No Laborat6rio de Marcadores
Moleculares foram preparadas as amostras de DNA para serem sequienciadas e analisadas

posteriormente e a utilizacdo de alguns oligos especificos para esta atividade.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Programa de Melhoramento de Trigo iniciou os trabalhos com duplo-haploides no
ano de 2006 com o objetivo primario de conhecer e dominar a técnica para futuras aplicacfes
no avanco de geracOes segregantes promissoras.

Os resultados obtidos em diferentes etapas durante o periodo de avaliacdo do processo
de obtenc&o de duplo - haploide de trigo estdo dispostos na Tabela 1. E possivel perceber que
a linhagem 460 foi a que evidenciou maior nimero de espigas desenvolvidas no processo do
melhoramento. Em relagdo ao nimero de sementes, a linhagem 474 apresentou os melhores

resultados em relacdo as outras linhagens de trigo analisadas apresentando 1626 sementes.

TABELA 1: Pardmetros morfoldgicos avaliados no processo duplo-hapléide.

Caracteristicas avaliadas nas linhagens utilizadas durante a técnica

LN NE NS NEM NPFP NPACC NPTC
460 220 1343 262 135 100 97
474 140 1626 496 234 187 174
484 130 1282 166 97 69 64
451 93 1277 207 135 135 120

LN (Linhagem), NE (NUmero de Espigas), NS (Nimero de Sementes), NEM (Numero de Embribes), NPFP
(Ndmero de plantulas em Foto periodismo), NPACC (Namero de plantulas aclimatadas em Céamara de
Crescimento) e NPTC (Numero de plantulas com Tratamento com Colchicina).

O numero de embrides formados e resgatados foi considerado baixo para a maioria
das linhagens trabalhadas (Silva et., al. 2004). Fato este considerado importante, e que
necessita de uma série de trabalhos que possibilitem elevar a taxa de embrides haploides
resgatados. Apds o desenvolvimento desses embriGes no periodo de aclimatacdo no escuro,
estes sdo dispostos em ambiente com luz considerando o foto periodismo de 14 horas luz / 10
horas escuro como forma de avaliagdo e 0s quais apresentaram valores médios, apresentando
a menor porcentagem de desenvolvimento para a linhagem 474 com 47% e maior valor para a
linhagem 451 com 65%, A aclimatacdo no escuro se caracteriza na melhor fase em que

plantulas se adaptam & luminosidade com pleno desenvolvimento, onde as plantulas séo
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consideradas aptas e sadias para a proxima etapa da técnica duplo - hapléide. Na fase de
aclimatacdo na camara de crescimento todas as linhagens apresentaram bons resultados (74,
80, 71 e 100%) respectivamente, as poucas perdas apresentadas foram devido a algumas
contaminacdes fungicas ou pelo baixo vigor das plantulas.

Em seguida, para o tratamento com colchicina, os resultados para a linhagem 474 foi a
que obteve maior nimero de plantulas tratadas com colchicina (174) e a linhagem 484, ao
menor namero (64). Ap6s o processo de duplicagdo dos genomas, as plantas foram
submetidas em condicdes de telado para producdo de afilhos férteis, ambiente adverso as
condi¢cBes normais de desenvolvimento da espécie, o que reduziu consideravelmente o
nimero de plantas sobreviventes. Desta forma, ficou evidente que apGs o processo de
duplicacdo, o cultivo das plantas em casa de vegetacdo com controle de ambiente também
assume importancia, principalmente pela maior estabilidade e previsibilidade de producédo de
genotipos duplo-hapléides recombinantes. (SILVA et., al. 2008).

A provéavel existéncia de efeitos distintos entre as fontes de polen sobre o nimero de
embribes resgatados representa o carater mais importante a ser estudado, principalmente
devido a reduzida frequéncia de embrides haploides recuperados. Fato este, comprovado pelos
resultados apresentados em que houve uma eficiéncia de 6,4%, sendo que nas etapas
subseqlientes que vai do desenvolvimento da planta hapléide até duplicacdo de cromossomos
e producdo de sementes, a eficiéncia se dd em torno de 50%, confirmando desta forma, que a
fase inicial de obtencdo de embrifes é o estadio limitante da técnica de duplo-haploidizacéo.
Este fato evidencia, portanto, a necessidade do conhecimento pelo melhorista do desempenho
dos gendtipos doadores do grdo de pdlen, visto que podem representar estratégia eficiente
para o incremento na frequéncia de embrides imaturos recuperados.

Vaérios fatores estdo envolvidos no sucesso da obtencdo de haploides por cruzamento
trigo x milho como a constituicdo genética dos genitores, o periodo de emasculacdo e
polinizacédo, o resgate dos embrides e 0s meios de cultura antes e depois da polinizacdo, bem
como condic¢des adequadas de ambiente como luz, temperatura e outros.

Né&o foi possivel acompanhar a etapa seguinte e final, correspondente & avaliacdo do
desempenho das plantulas duplo-haploides (DH) em casa de vegetacao, devido ao término do
periodo do estagio. Mas algumas caracteristicas agrondmicas sdo consideradas na avaliacao
de plantas ou variedades no melhoramento genético de trigo pela técnica duplo — hapldide
como altura e acamamento. De acordo com Salomon, (2001) as linhagens dipl6ides de trigo

obtidas via cultura de anteras apresentaram correlagdes positivas e significativas entre altura



18

das plantas e acamamento, indicando uma tendéncia de os gendtipos mais altos apresentarem
as maiores porcentagens de acamamento.

Na COODETEC, nos anos de 2007, 2008 e 2009 foram obtidas 176, 207 e 400
linhagens duplo-hapléides (DH), respectivamente. Destas, cerca de 30 a 40% foram
selecionadas e levadas a ensaios preliminares. No ano de 2010, o nimero de linhagens DH
produzidas permaneceu constante em relacdo ao ano anterior. Atualmente, cerca de 20

linhagens DH promissoras participam de ensaios de Valor de Cultivo e Uso coordenados pelo

Programa de Melhoramento (Figura 4) e também em blocos de cruzamento dirigido.

FIGURA 4 — Processo de multiplicacdo e avaliacdo de linhagens a campo. Multiplicagdo de sementes em telado
(a) e avaliacdo de linhagens a campo (b). COODETEC, Cascavel — 2013.
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7 CONCLUSOES

-Foram observadas todas as etapas do processo de obtencéo do duplo-haploide
-A linhagem 474 foi a que obteve maior eficiéncia, pois obteve os maiores indices para 0s

parametros avaliados e a linhagem 484 apresentou a menor eficiéncia.
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8 ANALISE CRITICA

Ao acompanhar as atividades relacionadas a técnica duplo-hapléide em trigo, sugere-
se a mudanca de alguns pontos criticos na casa de vegetacao, como a umidade excessiva do
local propiciando condi¢des 6timas para o desenvolvimento de fungos e consequentemente 0s
danos causados para as plantas polinizadas e sugere-se também a melhor organizacdo dos
vasos contendo as plantas de trigo e de milho, pois a luminosidade do local ndo € favoravel
para todas as plantas, dificultando o desenvolvimento.

Ha& diversos trabalhos cientificos na literatura que mostram que o momento certo da
realizacdo da polinizagdo é no periodo da manha devido a viabilidade do pélen do milho,
porém esse cuidado ndo esta sendo tomado, reduzindo o desenvolvimento de embrides sadios.

Este estagio foi importante para a minha carreira profissional, pois obtive 6timos
conhecimentos, apesar do curto prazo de estagio, aprendi a tomar decis@es e desenvolver meu
lado profissional dentro de uma empresa de pesquisa.

O estdgio também contribuiu para o desenvolvimento de trabalho em equipe, saber
lidar com situacdes inesperadas e também propiciou novas amizades e contatos com
profissionais do ramo da biotecnologia. Atualmente, continuo realizando estadgio ndo
obrigatério no laboratério de Cultura de Tecidos do Nuicleo de Biotecnologia da
COODETEC, finalizando o processo da técnica duplo-hapléide e ajudando da melhor forma
possivel para o desenvolvimento da empresa.

Em relacdo ao meu processo de graduagdo do curso superior de Tecnologia em
Biotecnologia, ficam aqui meus sinceros agradecimentos a todas as pessoas que fizeram parte
direta ou indiretamente desta fase e principalmente a oportunidade de estdgio em uma

empresa que tem como ferramenta principal a biotecnologia.
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