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Geracgao de linhagens homozigotas de trigo
via cultura de micrésporos isolados e sua
aplicagcao em programas de melhoramento

Sandra Maria Mansur Scagliusi"’ e Eduardo Caierao("

(' Pesquisadores, Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.

Resumo — A producéo de plantas duplo-haploides (DHs) € uma importante
ferramenta biotecnoldgica utilizada para acelerar o processo de alcance da
homozigose em programas de melhoramento e para estudos genéticos mais
refinados. Apesar da grande vantagem temporal proporcionada, economia
de seis a sete anos no tempo de producédo de uma nova variedade, sua im-
plementacao rotineira exige etapas preliminares criticas. O presente estudo
teve como objetivo relatar a aplicacdo do método de cultura de micrésporos
isolados (otimizado) para a rapida fixagéo de linhagens de trigo. Modificagbes
na composicado dos meios de indugédo foram determinantes para o sucesso
do processo: adicdo do inibidor de desacetilases de histonas Trichostatin
A (TSA) e remogao das auxinas 2,4-D e do acido fenilacético (PAA), uma
vez que estes reguladores apresentaram efeitos antagbnicos quando com-
binados ao TSA. Para as plantas doadoras de micrésporos foram utilizadas
sementes F1 e/ou sementes F2/F3 de plantas previamente selecionadas.
Esses ajustes metodologicos aumentaram a eficiéncia na obtengao de em-
brides e plantas DHs, consolidando o protocolo de micrésporos como uma
alternativa viavel para os programas de melhoramento de trigo.

Termos para indexagao: Triticum aestivum L.; Trichostatin A, co-cultivo
ovarios.

Generation of doubled haploid wheat lines via isolated
microspore culture and its application in breeding
programs

Abstract — The production of doubled haploid (DH) plants is an important
biotechnological tool used to accelerate homozygosity in breeding programs
and genetic studies. Despite the significant time advantage it provides,
saving six to seven years in the development of new varieties, its routine
implementation demands critical preliminary steps and improved protocols.
The present study reports the application of an optimized isolated microspore
culture method for the rapid fixation of wheat lines. Modifications in the in-
duction medium composition were decisive for the success of the process:
the addition of the histone deacetylase inhibitor Trichostatin A (TSA) and the
removal of the auxins 2,4-D and phenylacetic acid (PAA), which exhibited
antagonistic effects when combined with TSA. Seeds from F1 and F2/F3 tar-
get crosses were used as microspore donor plants. These methodological



adjustments increased the efficiency of embryo and
DH plant production, consolidating the protocol as a
viable alternative for wheat breeding programs.

Index terms: Triticum aestivum L.; Trichostatin A,
ovaries co-culture.

Introdugéao

O desenvolvimento de novas cultivares com
maior potencial de rendimento e resistentes a do-
encas e pragas € fundamental para garantir a
segurancga alimentar, frente as demandas de uma
populagao em constante crescimento e aos impactos
das mudancas climaticas (Ceran et al., 2024; Bacha
et al., 2025). Contudo, o processo de criagao de um
novo produto é reconhecidamente longo e demora-
do, podendo levar muitos anos até a liberagcao de
uma nova variedade (Jahne et al., 2020). Um dos
principais fatores que limitam essa velocidade é a
necessidade de se obter plantas geneticamente
estaveis e homozigotas. Nos métodos tradicionais
de melhoramento de plantas autégamas, a homo-
zigose é alcancada por meio de sucessivos ciclos
de autofecundacao, geralmente entre sete e nove,
sendo necessarias ao menos seis geragdes para
atingir niveis minimos aceitaveis de homozigose an-
tes da avaliagao agrondmica das linhagens (Dermail
et al., 2021; Guan et al., 2024; Sheng et al., 2025).
Em contrapartida, a utilizagcao da tecnologia in vitro
de produgéao de plantas duplo-haploides (DHs) pos-
sibilita a obtengcdo da homozigose em apenas uma
geragao, acelerando de forma expressiva a pure-
za das linhagens. Com isso, eliminam-se diversos
ciclos de autofecundacao, resultando em signifi-
cativa redugdo no tempo e nos recursos necessa-
rios, quando comparado as praticas convencionais
(Guan et al., 2024; Paspureddy et al., 2025).

A tecnologia de produgéo de plantas duplo-ha-
ploides (DHs) tem exercido grande impacto tanto
em programas de melhoramento de plantas quan-
to em pesquisas basicas e aplicadas (Humphreys;
Knox, 2015; Weyen, 2021). Populagbes DH sao
amplamente utilizadas para acelerar a selecao de
genotipos elite e viabilizar estudos genéticos e mo-
leculares (Paspureddy et al., 2025). A integragéo do
melhoramento genético rapido (obtida via DH) com
ferramentas avancgadas, como fenotipagem de alto
rendimento (Speed-phenomics) e selecao assistida
por marcadores (Speed-MAS), também contribuem
para reduzir a duragéo do ciclo de melhoramento e
aumentar a eficiéncia do processo (Tadesse et al.,
2019; Aziz; Masmoudi, 2025).
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A obtengao de plantas DHs pode ser realizada
por trés métodos principais: cultura de anteras ou
de micrésporos (androgénese), cultura de 6vulos
nao fertilizados (gimnogénese) e cruzamentos in-
terespecificos ou intergenéricos seguidos da elimi-
nagao cromossémica da planta doadora de pdlen
(Guan et al., 2024; Arabzai et al., 2025; Paspureddy
et al., 2025). A eficiéncia de cada abordagem va-
ria conforme a espécie. No caso do trigo, um méto-
do bastante utilizado é o cruzamento intergenérico
com milho (como doador de pdélen). Apesar de sua
aplicabilidade, esse procedimento é altamente tra-
balhoso e demanda infraestrutura especifica para o
cultivo simultédneo de trigo e milho, além de técnicas
complementares de resgate de embrides imaturos
in vitro e duplicagdo cromossOmica induzida por
colchicina, podendo limitar sua aplicacédo em larga
escala (Zhang et al., 2025).

Diante do contexto apresentado e considerando
as vantagens e limitages dos diferentes métodos de
obtencao de duplo-haploides (DHs) em trigo, a cul-
tura de micrésporos isolados (via androgénese) foi
eleita como estratégia central deste trabalho. Essa
escolha fundamentou-se em sua capacidade de ge-
rar um grande numero de embrides homozigdticos
em curto intervalo de tempo, aliada a possibilidade
de aplicacao de pressao de selecao in vitro — vanta-
gens nao oferecidas pelos demais métodos. Assim,
este trabalho teve como objetivo relatar os resul-
tados obtidos da adogdo do método de cultura de
micrésporos isolados, para geragao de plantas DHs
em trigo, com protocolo otimizado, visando a fixagao
acelerada de gendtipos superiores para selegédo de
novas linhagens. Foram utilizados gendtipos de trigo
com perfis genéticos distintos, priorizando aqueles
com melhor resposta ao processo da androgénese
(obtidos em estudos anteriores) e resisténcia a do-
engas como brusone e giberela, além de tolerancia
a germinagdo pré-colheita na espiga — caracteristi-
cas essenciais para o desenvolvimento de cultivares
resilientes e produtivas. Este trabalho esta alinhado
a Agenda 2030 da ONU, convergindo com o ODS 2
(Fome Zero e Agricultura Sustentavel) e o ODS 12
(Consumo e Producao Responsaveis). A otimizagao
da tecnologia de duplo-haploides acelera o desen-
volvimento de cultivares mais produtivas e resilien-
tes, promovendo a seguranga alimentar ao mesmo
tempo em que otimiza o uso de recursos e insumos
na pesquisa biotecnoldgica, garantindo padrbes de
producdo mais eficientes e sustentaveis.
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Material e métodos

Plantas doadoras e condi¢des de crescimento

Trinta e sete gendtipos de trigo (e genealogia)
descritos na Tabela 1 foram utilizados como plantas
doadoras das células de microsporos. As sementes
foram colocadas para germinar em vasos de sete li-
tros com mistura composta de substrato-turfa, areia e

vermiculita [1:1:1], mantendo, apds o desbaste inicial,
trés plantas em cada vaso. As plantas foram mantidas
em camaras de crescimento (Conviron) com regime
de temperaturas de 20 °C (diurna) e 14 °C (noturna)
e 16 horas de fotoperiodo, com intensidade luminosa
de 300 pmol/m?#s (Figura 1). Tratos culturais foram
feitos de acordo com as indicagbes técnicas para a
cultura. A utilizagédo de inseticidas e fungicidas limi-
tou-se ao tratamento das sementes.

Tabela 1. Gendtipos de trigo e genealogia usados como plantas doadoras para produgéo de plantas duplo-haploides

(DHs), via cultura de micrésporos isolados, no ano de 2025.

1 437949 BRS REPONTE / TBIO CALIBRE // BRS TR209
2 462216 ORS FEROZ / PF 200252
3 462219 ORS FEROZ / PF 200256
4 462221 ORS FEROZ / PF 200253
5 462772 NORIN-61 / PF 170495 // CD 1303
6 536357 TBIO PONTEIRO / PF 220180
7 536390 TBIO PONTEIRO / BAR 20
8 536391 TBIO CALIBRE / TBIO MOTRIZ
9 536408 TBIO CALIBRE / PF 220180
10 536431 TBIO CALIBRE / TBIO TRUNFO
11 536432 TBIO CALIBRE / ORS DESTAK
12 536441 TBIO CALIBRE / BAR 20
13 536460 TBIO MOTRIZ / PF 220180
14 536510 ORS GUARDIAO / PF220180
15 536520 ORS GUARDIAO / PF220069
16 536562 ORS FEROZ / PF 220180
17 536585 ORS FEROZ / ORS DESTAK
18 536595 ORS FEROZ / BAR 20
19 536794 PF220069 / BRS TR209
20 536801 PF220069 / BRS 179
21 537037 ORS TURBO / BAR 20
22 537055 TBIO RAMBO / TBIO CALIBRE
23 537056 TBIO RAMBO / TBIO MOTRIZ
24 537095 BIOTRIGO TALISMA / BAR 20
25 537130 BIOTRIGO TITAN / ORS FEROZ
26 537148 BIOTRIGO TITAN / BAR 20
27 537268 TBIO CALIBRE / TBIO PONTEIRO // ORS GUARDIAO /BRS TR 784
28 537270 TBIO CALIBRE / TBIO TRUNFO // ORS GUARDIAO / ORS FEROZ
29 537614 ORS FEROZ / TBIO CALIBRE // BRS TR209 /3/ TBIO PONTEIRO
30 537634 TBIO ATON / LG FORTALEZA // TBIO CALIBRE /3/ ORS TURBO
31 537637 BRS REPONTE / TBIO CALIBRE // BRS TR209 /3/ ORS GUARDIAO
32 537720 BRS 374 / TBIO AUDAZ // TBIO PONTEIRO /3 /BRS TR733 /4/ TBIO TRUNFO /5/ BRS 179
33 462136/137 ORS DESTAK/PF 170495
34 510209/210 BRS TR733/TBIO TORUK
35 510216/217 BRS TR733/CD 303
36 510232/233 BRS TR733/FPS REGENTE
37 510237/238 BRS TR733/CHIARO
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Figura 1. Plantas de trigo, doadoras de células de micrés-
poros, mantidas em camaras Conviron com condigdes
controladas de fotoperiodo e temperatura.

Coleta e pré-tratamento das espigas

As primeiras e/ou mais vigorosas espigas de
cada vaso foram coletadas na fase uninucleada
dos microésporos (entre as fases 42 e 49 da escala
Zadoks). Para determinar a fase correta da coleta
das espigas, trés anteras foram dissecadas de uma
flor da porgdo mediana da espiga, colocadas sobre
uma lamina de vidro, coradas com carmim acético a
1%, e observadas ao microscopio optico (Figura 2A).
Para o pré-tratamento, que promovera o desvio da
rota gametofitica, as espigas foram mantidas em ge-
ladeira (4 °C) por até trés semanas com suas hastes
mergulhadas em agua destilada e envoltas em pa-
pel aluminio. Apds trés semanas de pré-tratamento,
um grupo de 10 — 12 espigas do mesmo gendtipo

Fotos: Sandra Scagliusi
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(Figura 2B) foram retiradas de seus perfilhos, e as
mais homogéneas e vigorosas, foram selecionadas
para o processo de extragao e purificacdo das célu-
las. As espigas em fase de desenvolvimento mais
avangado foram mantidas in vivo, quando possivel,
e colhidas posteriormente para remogédo dos ova-
rios. As aristas foram removidas com tesoura estéril
em capela de fluxo laminar. Em seguida, as espigas
foram lavadas em solucdo de agua sanitaria a 15%
(hipoclorito de sddio 2,5%) durante o tempo maximo
de 20 minutos, sob agitagéo constante, seguidas de
quatro lavagens consecutivas de um minuto com
agua bidestilada estéril.

Extracao e purificagao das células de
micrésporos

O processo de purificagdo das células de mi-
crosporos seguiu metodologia descrita por Wang
et al. (2019), com algumas modificagcdes. Apds a
lavagem, as anteras ou espiguetas de cada espiga
foram removidas assepticamente dentro do fluxo la-
minar e colocadas em um mini-blender autoclavado
(Waring Micro Blender, Eberbach Corporation, EUA)
contendo aproximadamente 40 mL de solugao de ex-
tracdo (FHG-2 Solution). As anteras foram trituradas
trés vezes por 8s em baixa velocidade, e a suspen-
séo foi filtrada usando um filtro de células estéril com
malha de 100 ym (BD Falcon 352360, EUA). A so-
lugédo filtrada foi colocada em dois tubos de 50 mL,
e as células de micrésporos foram precipitadas por
centrifugacao (200Xg por 5 min a 4 °C). O sobrena-
dante foi descartado, e o pellet ressuspendido em
35 mL de solugdo de extracdo, para nova centrifu-
gacdo. O pellet resultante contendo as células de

-
|

Figura 2. Coleta de espigas de trigo para extracédo de microsporos. A: Células de micrésporos uninucleadas (nucleo
de coloragdo mais intensa), coradas com carmim acético 1%, obtidas de anteras medianas de espigas em fase correta
de coleta. Barra representa 40 um. B: Grupo de espigas mais jovens em fase de coleta Zadoks 45 para extragao das
células de microsporos, e em fase mais avangada para remogao dos ovarios (seta).
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microsporos foi diluido e a suspensao foi cuidadosa-
mente colocada sobre uma solucéo estéril de mal-
tose (23%), para posterior centrifugagao. As células
presentes na banda de transi¢do (Figura 3A) foram
coletadas e diluidas em 1,0 mL de meio de exira-
¢ao NPB-99, para nova centrifugacdo. Do pellet fi-
nal, foi retirada uma pequena aliquota desta solugao
(40 pL) e levada ao hemocitbmetro para estimar a
concentracao de células. Apos a contagem, as cé-
lulas de micrésporos (Figura 3B) foram diluidas em
meio semissolido NPB-99 acrescido de 10% de Fi-
coll (Ficoll PM-400, Sigma F-4375) e do inibidor de
desacetilase de histonas Trichostatin A (TSA, Sigma
T-8552) na concentracao de 0,01uM. Com base na
contagem celular, a concentracao final da suspen-
séo foi ajustada para 6-8 x 10* células/mL, sendo
entdo distribuidas em placas estéreis multi-pogos.
Apods a distribuicdo da suspensao celular, 10 ova-
rios do mesmo gendtipo foram removidos assepti-
camente de espigas em estagio mais avangado de
desenvolvimento (Zadoks 48; Figura 2B) e adiciona-
dos em cada pogo para co-cultivo com as células de
micrésporos. As placas foram seladas com parafil-
me e incubadas no escuro a 28 °C por 30 — 45 dias.
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Figura 3. Etapa do processo de extracdo de micros-
poros.A: Células de microsporos purificadas (seta),
depositadas entre a solugdo de maltose 23% e o
tampéao de extragdo. Células mais velhas e restos de
tecidos sdo os debris depositados ao fundo do tubo
(seta amarela). B: Observagao ao microscopio optico

de células de micrésporos purificadas e distribuidas
em meio liquido NPB-99. Barra representa 40 um.

Fotos: Sandra Scagliusi

Indugédo e regeneragao

As células purificadas foram observadas direta-
mente nas placas, usando um microscopio de luz in-
vertida. A evolugao do desenvolvimento foi avaliada
diariamente, o que possibilitou observar e confirmar a
origem unicelular de cada embriao formado (Figura4),
descartando a formagao derivada de restos de teci-
dos somaticos da parede da antera. Apds 21-27 dias
de incubagao, embrides = 3,0 mm foram transferidos
para 20 mL de meio de regeneragéo (Jiang et al.,
2017) em placas de Petri de 10 cm e mantidas em
sala de crescimento com temperatura de 21+2 °C,

com fotoperiodo de 16 horas/luz, e 80 umol/m?/s de
intensidade luminosa. As plantas verdes originadas
dos embrides foram transferidas assepticamente
para 40 mL de meio de enraizamento (Eudes et al.,
2003) em tubos de ensaio, e mantidas nas mesmas
condigdes. Ao apresentar parte aérea e radicular sufi-
cientes, as plantas foram transplantadas para tubetes
plasticos contendo mistura de substrato e vermiculi-
ta (1:1), sendo regadas semanalmente com solugéo
nutritiva de Hoagland. Em fases mais avancadas de
desenvolvimento, as plantas foram transferidas para
vasos maiores (sete litros) e mantidas em ambientes
controlados com as mesmas condigbes das plantas
doadoras. O numero de embribes, de plantas verdes
e de plantas albinas foi registrado para cada cruza-
mento. O nivel de ploidia das plantas (n ou 2n) foi
inferido baseando-se na produgédo de sementes, ob-
servada apenas nas plantas 2n.

=S BT
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Foto: Sandra Scagliusi

Figura 4. Células cultivadas em placas, contendo inu-
meros embrides (setas pretas verticais) de um gendtipo
responsivo ao processo da androgénese (536562 - ORS
Feroz / PF 220180), apds 26 dias de incubagéo a 28 °C.
Os ovarios, usados no processo de co-cultivo, aparecem
como estruturas maiores e mais escuras (setas brancas
horizontais).

Analise dos dados

Os dados referentes ao numero de embrides, de
plantas verdes e de plantas albinas por genétipo fo-
ram submetidos a analise estatistica para avaliar a
eficiéncia do protocolo otimizado. Foi realizada uma
anadlise descritiva dos dados, na qual as médias
de eficiéncia foram normalizadas e expressas com
base em 100.000 células cultivadas, permitindo a
comparacgao direta entre os diferentes eventos de
extracdo. Para investigar a relacéo entre a densi-
dade celular inicial e a eficiéncia final de regenera-
¢ao (inducdo de embrides e conversdo em plantas
verdes), foi aplicado o Coeficiente de Correlagéo de
Postos de Spearman - P (Miot, 2018; Bocianowski
et al.,, 2024). Todas as analises foram realizadas
considerando as variagdes de resposta entre os
37 gendtipos avaliados no ano de 2025.



Resultados e discussao

Os resultados de regeneracdo apresentados
na Tabela 2 demonstram uma ampla variagédo na
resposta androgénica entre os 37 gendtipos de tri-
go avaliados. A indugdo embrionaria foi expressiva,
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destacando-se o gendtipo 536408 (TBIO Calibre /
PF 220180), que produziu o maior volume absolu-
to de embrides (3.278), seguido pelo 536562 (ORS
Feroz / PF 220180), produzindo 2.564 embrides.
No entanto, ao normalizar os dados pela eficiéncia
de regeneragdo por 100.000 células, o gendtipo

Tabela 2. Dados obtidos no ano de 2025 (Regiéo Sul) através da cultura de micrésporos purificados. Numero de embrides
(NE), de plantas verdes (PVs) e de plantas albinas (P. Alb). Os valores obtidos para regeneracao de embrides (%RE), de
plantas verdes (%RPV) e de regeneracéo de plantas albinas (%RPA) estdo expressos em % com base em 100.000 células

cultivadas.

536408 3278 196 171 5.635.000 56,35 58,17 3,48 3,03
536562 2564 80 340 4.875.000 48,75 52,59 1,64 6,97
537720 1838 122 247 2.740.000 27,40 67,08 4,45 9,01
536357 1569 15 284 2.770.000 27,70 56,64 0,54 10,25
536510 1554 43 259 6.875.000 68,75 22,60 0,63 3,77
536794 1322 18 144 3.816.000 38,16 34,64 0,47 3,77
510232/233 1279 153 91 1.088.000 10,88 117,56 14,06 8,36
536392 1267 53 19 2.920.000 29,20 43,39 1,82 0,65
536801 1007 13 91 2.282.000 22,82 44,13 0,57 3,99
510237/238 831 14 65 1.746.000 17,46 47,59 0,80 3,72
536432 711 17 36 2.025.000 20,25 35,11 0,84 1,78
536460 672 6 106 2.910.000 29,10 23,09 0,21 3,64
537614 649 4 51 2.202.000 22,02 29,47 0,18 2,32
510216/217 638 24 103 880.000 8,80 72,50 2,73 11,70
462219 624 3 1 2.469.000 24,69 25,27 0,12 0,04
536441 553 10 15 1.310.250 13,10 42,21 0,76 1,14
536431 537 16 13 4.155.000 41,55 12,92 0,39 0,31
537095 410 2 30 990.000 9,90 41,41 0,20 3,03
536520 405 10 44 2.700.000 27,00 15,00 0,37 1,63
462216 369 2 0 3.147.000 31,47 11,73 0,06 0,00
537037 355 7 9 888.750 8,89 39,94 0,79 1,01
536585 303 4 8 1.327.500 13,28 22,82 0,30 0,60
537634 265 7 19 862.500 8,63 30,72 0,81 2,20
462136/137 223 1 1 2.512.000 25,12 8,88 0,04 0,44
537055 214 5 6 600.000 6,00 35,67 0,83 1,00
537268 201 1 13 1.037.500 10,38 19,37 0,10 1,25
536390 176 2 1" 1.480.000 14,80 11,89 0,14 0,74
536391 156 4 1 2.748.000 27,48 5,68 0,15 0,04
437949 142 6 4 1.900.000 19,00 7,47 0,32 0,21
537056 136 8 22 1.160.000 11,60 11,72 0,69 1,90
536595 108 0 17 889.000 8,89 12,15 0,00 1,91
510209/210 91 1 5 455.000 4,55 20,00 0,22 1,10
536493 48 1 2 540.000 5,40 8,89 0,19 0,37
537130 46 2 1 1.979.000 19,79 2,32 0,10 0,05
536483 43 1 0 1.365.000 13,65 3,15 0,07 0,00
537270 29 1 1 953.000 9,53 3,04 0,10 0,10
537148 17 2 0 1.001.250 10,01 1,70 0,20 0,00
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510232/233 (BRS TR733 / FPS Regente) apresen-
tou o desempenho mais robusto, com uma eficién-
cia de 117,55 embrides, evidenciando uma compe-
téncia embriogénica superior mesmo com menor
concentragao celular inicial.

Apesar da expressiva resposta androgénica da
maioria dos gendtipos avaliados, um gargalo per-
sistente observado foi a baixa taxa de conversao
de embribes em plantas verdes (PVs). Enquanto a
producado de embrides atingiu numeros elevados, a
eficiéncia de regeneragao de PVs raramente ultra-
passou 5% na maioria dos genotipos, com excegao
notavel de 510232/233 (14,06%), indicando a ne-
cessidade de otimizagdo nas etapas posteriores a
formacao de embrides (Tabela 2).

A andlise dos dados de 2025 revela uma pro-
dutividade de embrides que supera marcas his-
téricas da literatura para cereais. Enquanto pro-
tocolos de referéncia para cevada (considerada
espécie “modelo” para androgénese) citam cerca de
500 embrides por 4x10* microsporos (Li; Devaux,
2003), gendtipos como o0 536408 e 536562 demons-
traram um potencial de indugéo superior sob o efeito
do TSA, atingindo patamares de eficiéncia produtiva
raramente reportados para o trigo. Essa alta perfor-
mance na fase de indugdo é um indicativo robusto
de que os ajustes metodoldgicos, especificamen-
te a sinergia entre o0 uso de TSA e a supresséo de
auxinas exoégenas, foram eficazes em promover a
reprogramacao epigenética e a aquisicdo da com-
peténcia embriogénica em uma ampla gama de
germoplasmas. Contudo, a andlise de correlacao de
Spearman (P = 0,49) sugere que a alta densidade
celular e a massiva produgao de embrides, embora
representem um avango técnico fundamental, néo
garantem linearmente a recuperagao proporcional
de plantas verdes. A discrepancia entre a massa
de embrides produzidos e a taxa de regeneragao
final (PVs) aponta para uma possivel recalcitrancia
de maturagdo, evidenciando que os gargalos para
a obtencao de plantas DHs plenamente funcionais
provavelmente residem em etapas bioquimicas e fi-
sioldgicas posteriores a formagao do embrido.

Uma caracteristica bem marcante observa-
da nas amostras de microsporos purificados € o
surgimento de células do tipo “estrela” (star-like
cells). Estas sdo consideradas marcadores morfo-
l6gicos da reprogramacédo celular ou da totipotén-
cia (Shariatpanahi et al., 2006; Sanchez-Diaz et al.,
2013). Essa morfologia resulta de rearranjos no ci-
toesqueleto que deslocam o nuacleo para o centro
da célula, sendo este circundado por fios citoplas-
maticos radiantes (lembrando o formato estrela).
Embora esse fenbmeno seja comumente associado

ao primeiro sinal da indugdo embriogénica e/ou da
reprogramacao celular, os resultados do presente
estudo indicam que sua presencga deve ser interpre-
tada com cautela. Apesar da literatura associar as
star-like cells ao potencial embriogénico em cere-
ais, foi observado que essa morfologia ocorre tanto
em genotipos com alta competéncia para a indugao
embrionaria, quanto naqueles com respostas mar-
ginais. Essa observagao corrobora outros estudos
que indicam que, embora a morfologia de estrela
esteja associada a divisao celular, ela nem sempre
€ um marcador confiavel para a embriogénese com-
pleta, podendo ocorrer inclusive em gendtipos que
ndo chegam a formar embries (Maraschin et al.,
2005; Daghma et al., 2012).

No germoplasma de trigo aqui testado, a pre-
senca de star-like cells foi observada em amostras
de varios gendtipos (Figura 5), inclusive em gendétipo
considerado altamente recalcitrante como Embrapa
27. Acredita-se que, apesar da sinalizagao ter sido
iniciada (reprogramacao celular), ndo ha garantias
de progresséao para a formagéo de embrides madu-
ros ou a regeneracao efetiva de plantas verdes.
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Figura 5. Células de micrésporos purificadas em
meio NPB-99, durante a contagem feita na Camara de
Neubauer. A imagem destaca a divergéncia morfolégica
apos a indugdo da rota esporofitica: microsporos com
morfologia star-like (seta preta), com nucleo centralizado
e fragmentacdo do citoplasma, indicando o inicio da re-
programacao celular. Em contraste, observam-se micros-
poros de menor didmetro e com aspecto ndo embriogéni-
co (seta branca), que permanecem na rota gametofitica.
Barra representa 50 ym.
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Grandes avancgos tém sido relatados buscando
o aperfeicoamento da produgcdo de plantas DHs,
via cultura de micrésporos em trigo, impulsiona-
dos pelo crescente interesse no método (Dubas
et al., 2024; Perez-Pifar et al., 2024; Springer et al.,
2025; Rawte et al., 2025). Desde o primeiro relato
da técnica por Datta e Wenzel (1987), seguido pelo

Foto: Sandra Scagliusi



estabelecimento do isolamento mecanico por Mejza
et al. (1993), o protocolo sofreu modificagcdes subs-
tanciais para aumentar sua eficiéncia. Nesse con-
texto de evolugdo do método, uma estratégia que
merece destaque € o estabelecimento do co-cultivo
com ovarios imaturos (Hul; Kasha, 1997; Broughton,
2008; Castillo et al., 2015). Alinclusdo dessas estru-
turas maternas no meio de indugao contendo as cé-
lulas purificadas (Figura 4) mostrou-se decisiva para
a resposta embriogénica, atuando como um sistema
de suporte bioldgico (nurse culture). Os ovarios libe-
ram no meio de cultura fatores condicionantes es-
senciais, como proteinas arabinogalactanas (AGPs)
que sustentam a viabilidade dos micrésporos e si-
nalizam o inicio das divisbes celulares, superando
limitagdes que meios puramente sintéticos muitas
vezes nao conseguem suprir. Resultados anterior-
mente obtidos (Scagliusi, 2014) indicaram que o
desenvolvimento celular na auséncia do co-cultivo
com ovarios resultou em baixa ou nula eficiéncia de
regeneracgao, reforcando a dependéncia critica des-
sas estruturas para a embriogénese in vitro.

Por ser uma espécie hexaploide, com longa his-
téria de evolucao e cultivo (Charmet, 2011; Venske
et al., 2019; Gohar et al., 2022) e ampla diversida-
de genética (Balfourier et al., 2019; Mellers et al.,
2020; Tehseen et al., 2022), o trigo demanda pro-
tocolos mais abrangentes, que possam ser ampla-
mente aplicaveis a diferentes germoplasmas. Con-
siderando que o gendtipo € um fator intrinseco aos
cruzamentos estabelecidos pelos programas de
melhoramento e, portanto, ndo passivel de mani-
pulacao direta, as melhorias implementadas neste
estudo, concentraram-se na otimizagdo de etapas
criticas do protocolo, especialmente na composi-
¢ao do meio de inducgdo. A adicdo de Trichostatin
A (TSA) resultou em uma alteragdo marcante no pa-
drdo de resposta embriogénica entre os gendtipos
avaliados, refletindo-se na regeneracdo de embri-
0es homozigoticos em todos os gendtipos testados
(Tabela 2). Esse efeito pode estar associado a acao
epigenética do TSA (Trichostatin A), como inibidor
das desacetilases de histonas (HDAC), promoven-
do maior acessibilidade da cromatina e reativando
as vias transcricionais relacionadas a aquisi¢cdo da
competéncia embriogénica dos micrésporos, an-
teriormente silenciadas (Li et al., 2014; Bie et al.,
2020; Castillo et al., 2020). O TSA atua bloquean-
do a fungao das Histonas Desacetilases (HDACSs),
que, em condi¢cdes normais, removem 0S grupos
“Acetil” das caudas das histonas. A remocéao desses
grupos acetil (desacetilagdo) intensifica a interagédo
entre o DNA e as histonas, resultando em uma cro-
matina mais condensada e inacessivel as enzimas
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de transcrigao, levando a repressao da expressao
génica. Ao inibir esse processo, o TSA mantém ou
eleva os niveis de acetilagao das histonas, relaxan-
do a estrutura da cromatina, permitindo que genes
cruciais para a reprogramacéo celular sejam aces-
sados, dando inicio a embriogénese esporofitica,
superando o silenciamento epigenético que normal-
mente manteria o micrédsporo na rota gametofitica
(Hollender; Liu, 2008; Us-Camas et al., 2014; Mar-
tinez et al., 2021). Ensaios conduzidos na ausén-
cia de TSA (dados n&o apresentados) evidenciaram
diferencas marcantes na baixa eficiéncia da repro-
gramagcao celular e na regeneracao de plantas DHs,
reforcando o papel determinante desse modulador
epigenético no sucesso da embriogénese via mi-
crosporos em trigo. Além da adigdo de TSA, a remo-
¢ao das auxinas do meio de indugao, como o 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético) e o PAA (acido fe-
nilacético), foi também considerada decisiva para a
otimizagao do protocolo, uma vez que esses regula-
dores de crescimento apresentam efeitos negativos
quando combinados com o inibidor de desacetilases
de histonas (TSA). A retirada das auxinas do meio
de indugao garante que o sinal quimico para desdi-
ferenciar e reprogramar as células de micrésporos
seja mais consistente, evitando a sobreposicédo de
estimulos que podem interferir negativamente na
coordenagao dos processos celulares e resultar em
regeneragao sub-6tima ou com falhas no desenvol-
vimento embrionario. Esses efeitos sugerem a exis-
téncia de um mecanismo de agéo interligado e po-
tencialmente antagénico entre auxinas e o inibidor
de histona desacetilase TSA (Wojcikowska et al.,
2018, 2024). Uma possivel explicagao para essa in-
teracao € que o préprio TSA pode estimular a bios-
sintese enddgena de auxinas nas células vegetais,
tornando a adigao de auxinas exégenas desneces-
saria, redundante ou até mesmo prejudicial para o
correto desenvolvimento embrionario (Wojcikowska
et al., 2018).

A conversao dos embrides haploides em plantas
€ amplamente reconhecida como uma etapa critica
na producao de duplo-haploides em cereais (Dziurka
et al., 2022), o que justificaria um foco ainda maior
no aprimoramento desta fase. A baixa conversao
dos embrides em plantas pode estar associada ain-
da a complexa natureza do processo, que envolve
uma interagdo dindmica de eventos bioquimicos,
fisiologicos e epigenéticos (Valero-Rubira et al.,
2024), os quais podem limitar a progressao do de-
senvolvimento embrionario e a formagéo de plantas
verdes. Como consequéncia, genotipos altamente
responsivos na fase inicial da indugcdo embrionaria,
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podem apresentar restricdes significativas nas eta-
pas subsequentes.

Além dos mecanismos endégenos (bioquimi-
cos/epigenéticos) previamente abordados, a efici-
éncia da conversdo embrionaria depende também
de fatores extrinsecos e operacionais do sistema
experimental, possivelmente controlaveis. Tais fa-
tores assumem um papel importante na eficiéncia
da conversdao embrionaria em plantas verdes, e
incluem: as condigdes ambientais de crescimen-
to das plantas doadoras, os métodos de pré-trata-
mento das espigas e principalmente, a composicao
dos meios de indugao e regeneragao (Zheng, 2003;
Eliby et al., 2022). No entanto, € extremamente de-
safiador identificar o ponto exato de falha que resul-
ta no baixo numero de plantas verdes recuperadas,
mesmo em genotipos que produzam expressiva
resposta embriogénica. Os mecanismos biolégicos
envolvidos nesse processo, abrangem etapas inter-
conectadas, desde a aquisi¢cao da totipoténcia pelo
microsporo (reprogramagcao celular), passando por
profundas mudancas fisiolégicas, dependentes da
modulagdo de vias hormonais (auxina, citocinina),
e de dinamicas epigenéticas (acetilagcdo de histo-
nas, influenciada por TSA), até a conformagéo de
divisbes celulares organizadas que culminam na for-
macéao do embrido. Dada essa cascata de eventos,
torna-se dificil pontuar em qual momento a interven-
¢ao seletiva deveria ser realizada para aumentar o
numero de plantas verdes. Uma probabilidade le-
vantada para essa baixa eficiéncia de conversédo é
a imaturidade dos embrides haploides no momento
da transferéncia para o meio de regeneragéo. Esse
mecanismo de falha, que impede a conversdao em
plantas verdes, foi sugerido em estudos com embri-
Oes haploides de aveia (Dziurka et al., 2022) e pode
representar uma barreira equivalente no processo
de regeneragéo do trigo.

Um outro fator limitante e decisivo no processo
de geracao de plantas DHSs, via androgénese, € a
elevada incidéncia de plantas albinas (Kumari et al.,
2009; Zur et al.,, 2021). Conforme observado na
Tabela 2, o numero de plantas albinas formadas foi,
em média, quatro vezes superior ao de plantas ver-
des, manifestando-se de forma acentuada em geno-
tipos como o 536357 (TBIO Ponteiro / PF 220180).
Nesse gendtipo, a eficiéncia de plantas albinas che-
gou a 10,25%, valor quase vinte vezes superior a
taxa de plantas verdes (0,54%), o que corrobora a
literatura sobre a complexidade da diferenciacao
plastidial em cereais sob estresse in vitro. Este fend-
meno esta diretamente ligado a falhas no desenvol-
vimento de cloroplastos funcionais, frequentemente
associadas a incompatibilidade entre o plastoma e o

genoma nuclear ou a delegdes irreversiveis no DNA
plastidial durante a reprogramacao celular (Kumari
et al., 2009; Canonge et al., 2021). O sucesso da
conversado depende de uma transi¢do coordenada
da atividade de polimerases de RNA, sem a qual
a regeneracao de plantulas verdes é inviabilizada.
Assim, evidencia-se que a principal barreira rema-
nescente no protocolo — apds a superagao da re-
calcitrancia inicial pelo uso de TSA — é de natureza
predominantemente fisiolégica e associada a biogé-
nese do cloroplasto. A eficiéncia da conversédo dos
embrides em plantas verdes, ainda depende, em al-
gum nivel, de fatores adicionais, possivelmente as-
sociados a diferenciagéo plastidial. A sinergia entre
a supressao de auxinas e a modulagao epigenética
via TSA, embora eficaz na indugao embrionaria, nao
foi suficiente para eliminar completamente as limita-
¢des para a obtencdo de plantas DHs plenamente
funcionais. Tais evidéncias sugerem que a discre-
pancia entre a alta indugdo embrionaria e a baixa
regeneracao final ndo decorre de limitagcdes da téc-
nica de purificagdo ou do processo de extracdo, mas
provavelmente de restricbes biolégicas intrinsecas
ao desenvolvimento do plastidio sob condigbes de
estresse relacionados a androgénese.

Um outro mecanismo que poderia estar dificul-
tando a conversdo de embrides em plantas foi re-
centemente elucidado no trigo. O manitol, usado
como estresse osmatico para induzir a embriogé-
nese de micrésporos, estimula um intenso acumulo
de auxinas enddgenas nas células. Esse excesso
de auxinas rompe a homeostase hormonal e pode
levar a perturbacdes significativas nas etapas pos-
teriores do desenvolvimento embriogénico, como a
maturagéo e a diferenciagdo em plantas (Springer
et al., 2025). Considerando que o protocolo aqui
adotado inclui manitol no tampao de extragdo, é
plausivel inferir que o desequilibrio hormonal por ele
induzido, ocorra ja nas primeiras horas de cultivo.
Essa desregulagdo precoce pode comprometer a
qualidade e a maturagdo dos embrides formados,
tornando-os menos aptos a prosseguir para a fase
de regeneracao, o que explicaria a massiva produ-
¢ao de embrides seguida pela baixa conversdo em
plantas verdes.

Aliado ao ajuste fisiolégico e hormonal, é impor-
tante destacar que, o expressivo numero de embri-
Oes observado em cada placa de Petri reflete, ndo
apenas as melhorias do protocolo, mas também
as vantagens do método de haploidizacado esco-
Ihido — a cultura de micrésporos isolados (via an-
drogénese). Isso se deve ao fato de que, em cada
placa, sédo cultivadas pelo menos 200.000 células
de micrésporos, das quais uma fragao significativa
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apresenta competéncia para desviar sua rota de
desenvolvimento original, gametofitica, e assumir a
rota alternativa, esporofitica, culminando na embrio-
génese e na formacao de embrides haploides. Es-
ses resultados podem ser observados na Figura 4
e na Tabela 2, que ilustram a elevada capacidade
embriogénica do gendtipo 536562 (ORS Feroz / PF
220180). Outros gendtipos também apresentaram
alta formacéo de embrides: 536408 (TBIO Calibre /
PF 220180), 536510 (ORS Guardigo / PF 220180),
536357 (TBIO Ponteiro / PF 220180), 536794 (PF
220069 / BRS TR209), 510232/233 (BRS TR733 /
FPS Regente), 536801 (PF 220069 / BRS 179) e
537720 (BRS 374 / TBIO Audaz // TBIO Ponteiro /3/
BRS TR733 /4/ TBIO Trunfo /5/ BRS 179). E rele-
vante notar que, os quatro gendtipos com maior pro-
ducdo de embrides, compartilham o mesmo paren-
tal masculino (PF 220180). Essa observagao sugere
que o background genético deste progenitor pode
conter alelos favoraveis a androgénese, exercendo
uma influéncia positiva na competéncia embriogé-
nica das progénies resultantes. Tal achado, se con-
firmado em outros estudos, reforca a importancia
da selegao estratégica de parentais doadores para
aumentar a eficiéncia de protocolos de producao de
duplo-haploides em trigo.

Apesar das inerentes dificuldades na conversao
de embrides em plantas verdes e da complexidade
biolégica que sustenta a discrepancia entre a alta
inducao (formacdo de embribes) e a baixa regene-
racgao final, o processo de haploidizagdo permane-
ce relevante. Embora as limitagdes descritas ainda
representem gargalos importantes, o método de
producéo de plantas DHs via micrésporos isolados
em trigo apresenta uma vantagem competitiva de-
terminante: a elevada taxa de duplicagdo cromosso-
mica espontanea. No presente estudo, observou-se
que aproximadamente 60% das plantas regenera-
das apresentaram-se naturalmente diploides (2n),
valores similares (Liu et al., 2002; Barnabds, 2003)
ou até superiores observados em outros estudos
(Oleszczuk et al., 2025). Essa duplicagdo cromos-
sObmica espontdnea dispensa a necessidade de
intervencdo com agentes poliploidizantes, como a
colchicina, simplificando significativamente o fluxo
de producao de linhagens homozigotas. Este feno-
meno, embora ainda nao totalmente compreendido
em suas bases moleculares, sugere que o estresse
de indugéo e as condigdes de cultivo in vitro podem
favorecer mecanismos de endorreduplicacao ou fu-
sdo nuclear precoce durante as primeiras divisdes
do micrésporo (Kasha et al., 2001; Griggs; Zheng,
2016). A ocorréncia dessa duplicagao natural sim-
plifica significativamente o fluxo de trabalho em
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programas de melhoramento, reduzindo custos ope-
racionais, riscos de toxicidade e o tempo de manejo
em casa de vegetacao. A alta eficiéncia na obtencao
de plantas diploides férteis compensa, em grande
medida, as perdas decorrentes do albinismo, con-
solidando o protocolo de micrésporos isolados como
uma estratégia robusta para a rapida geracéo de
linhagens homozigotas. Esta viabilidade técnica é
potencializada pelo elevado valor agrondmico dos
gendtipos parentais utilizados, que possuem ba-
ckgrounds genéticos superiores para resisténcia a
doencas e produtividade. Assim, a aplicacéo desta
ferramenta justifica-se mesmo diante de taxas de
conversdo moderadas, uma vez que acelera a fi-
xagéo de linhagens de elite e maximiza o potencial
genético do programa de melhoramento. Além dos
impactos praticos, este trabalho fornece informa-
¢bes fundamentais para o continuo refinamento dos
protocolos de androgénese em trigo.

Conclusoes

1) O uso de TSA e aremogéao de auxinas exdégenas
consolidam uma estratégia robusta para superar
a recalcitrancia e o silenciamento epigenético e
induzir a embriogénese em diversos germoplas-
mas de trigo.

2) O principal gargalo para a eficiéncia do sistema
reside na conversao de embrides em plantas ver-
des, limitada pela elevada incidéncia de albinis-
mo e por restricdes na maturagdo embrionaria,
fatores de natureza predominantemente fisiol6-
gica e associados a biogénese do cloroplasto.
O foco de pesquisas futuras deve ser o aprimo-
ramento dos meios de regeneragdo para mitigar
o albinismo e aumentar a taxa de converséao de
embrides em plantas verdes.

3) N&o se observa correlagdo significativa entre a
concentracao celular inicial e a eficiéncia final de
regeneracgao, indicando que a resposta ao pro-
tocolo é governada majoritariamente pela intera-
¢ao gendtipo-ambiente in vitro e pela eficacia da
reprogramacao epigenética.

4) A baixa produgéo de plantas verdes observada
para alguns gendtipos pode ser superada pelo
aumento do numero de extracbes de micros-
poros, ja que os dados sdo normalizados por
100.000 células cultivadas. Dessa forma, mesmo
gendtipos menos responsivos tornam-se viaveis
tanto para o desenvolvimento de populagdes vol-
tadas para estudo de caracteristicas-alvo com-
plexas, quanto para a obtencdo de linhagens
DHs com alto valor agronémico (resisténcia a
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doencas e produtividade), permitindo ganhos ge-
néticos em programas de melhoramento.
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