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Resumo

Neste trabalho sdo apresentados dados citolégicos e de cultura in vitro relativos
ao processo androgenético em soja. Andlises citolégicas de anteras in sifu confirmaram
o dimorfismo dos grios de pélen em alguns cultivares de soja. Diferentes tratamentos de
estresse (colchicina, choque térmico e caréncia de agicar) foram investigados como
possiveis promotores da androgénese. As analises das anteras cultivadas in vitro
evidenciaram que a maior parte dos micrésporos sofre uma mitose assimétrica e segue a
via gametofitica normal, porém alguns deles dividem simetricamente originando duas
células idénticas, tomando uma rota androgenética. Foi observada também, a ocorréncia

micrésporos que passam por sucessivas mitoses formando estruturas multinucleadas ou

multicelulares.

Os tratamentos de estresse lestados ndo mostraram nenhuma clara evidéncia
como promotores da embriogénese do micrasporo. A droga antimitética colchicina ndo
afetou a fregiiéncia de grios de pdlen multinucleados, porém, foi notada diferenga
significativa na presenca de divisdes simétricas em gridos de pdlen incubados por dez
dias em meio com esta droga. Os tratamentos de frio e calor ndo mostraram efeitos
positivos na promogdo de estruturas embriogénicas, secndo que nos diferentes
tratamentos a freqiiéncia destas estruturas foi semelhante. O segundo experimento de
choque térmico, que testou o efcito benéfico da incubag¢do a 38°C por 3 ou 7 dias,
mostrou que a temperatura de 25°C é a melhor para a indugdo androgenética. No
tratamento de estresse por caréncia de carboidrato a indugdo de estruturas
embriogénicas foi significativamente menor do que nos meios com carboidrato. Em

todos os experimentos realizados foi possivel verificar diferengas entre os cultivares

utilizados, caracterizando a resposta genétipo-dependente da soja.
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Capitulo I: Introdugio

1.1 Considera¢des gerais

A soja cultivada, Glycine max (L.) Merrill (2n=40), pertence ao subgénero Soja,

da familia das Leguminosas, subfamilia Papilionoideae.

A partir da semente da soja sdo extraidos dois produtos primdrios: o dleo € a
farinha. Ambos os produtos sfo extensivamente utilizados para consumo humano e, o

ultimo, também na alimentagdo animal (Christou ef al., 1990).

Segundo os dados referentes a safra de 1999/2000, o Brasil é o segundo maior
produtor de soja do mundo, produzindo 20,3% da soja mundial, o que representa 32,7
milhdes de toneladas de grios (FAO,2001). O estado do Rio Grande do Sul €
responsével por 5,36 milhdes de toneladas de gréos, sendo o terceiro estado produtor de

soja do pais (SECEX/MDIC; CONAB/MA, 2001).
1.2 Importincia e uso da Haploidia

A haploidia refere-se a condi¢do de uma célula ou organismo que possui um
inico conjunto de cromossomos, apresentando, portanto, a mesma constituigdo
cromossdmica dos gametas normais da espécie envolvida. A ocorréncia de haploides
esponténcos ja foi verificada na natureza, embora em freqiiéncias bastante baixas

(Keller ¢ Armstrong, 1979).

A produgdo de plantas haploides é interessante para estudos bdsicos e aplicados
em genética, melhoramento, evolugdo e biologia floral. Também no melhoramento
genético de plantas cultivadas, a haploidia auxilia diminuindo o tempo e os gastos na

obtengdo de linhagens homozigotas.

No sistema convencional sdo necessarios de 7 a 8 ciclos de autofecundagéo para
estabilizar o gendtipo pela fixagdo de genes em homozigose, com o uso de hapldides
reduz-se o tempo para apenas uma geragdo. A planta hapldide & estéril, ja que possui
apenas metade do patrimdnio genético da espécie; logo, € necessaria a duplicagdo do
seu numero cromossdmico, espontaneamente (por endomitose, fusdo nuclear ou
somdltica) ou, de¢ [lorma induzida, pela aplicagdo de agentes antimitéticos como a

colchicina. A planta originada, chamada de duplo-haploide, ¢ totalmente homozigota.



Ao eliminar o mascaramento causado pela heterozigose, a produgéo do duplo-
hapléide traz outra vantagem: amplia a eliciéncia de sclegdo, tanlo para caracleres
qualitativos como quantitativos, facilitando a identificacdo de gendtipos superiores. A
geragdo de hapléides pode auxiliar na detecg@o de genes ligados a caracteres de heranga
quantitativa, selecionar tragos recessivos e dominantes e possibilitar a construg@io de
mapas génicos baseados em marcadores moleculares ¢ andlise por RFLP (Fig. 1)

(Atanassov ef al., 1995).

Mapeamento Cultivares novos ;
iti Linhas
genético e RFLP
puras
Linhas homozigotas / Combinagdo
Linhas isogénicas dihaploides de hibridos
superiores
(heterose)
Genes Fusd v
Dominantes/Recessivos - usao somatica
Haploides
T
In vitro screening Hibridos intra- e interespecificos
e mutagénese
Mecanismo de varia¢do Plantas transgénicas
gametoclonal
Fig.1: Aplicagdes de hapléides e duplo-hapléides (Atanassov ef al., 1995).
Entre os mélodos ulilizados para a produgéo de haploides estao:
@  gimnogénese — fendmeno na qual, apds cruzamento interespecifico, ha

eliminacio de todo o conjunto cromossdémico de uma das espécies envolvidas.
Resultados relevantes estdo descritos para trigo, cevada e tabaco (Atanassov ef al.,
1995);

@ cultura de oosferas ou rudimentos seminais - ja realizada em arroz, milho, cana-

de-agucar, girassol, pettnia e batata doce (Peters et al., 1999);

@ cultura de anteras ou microsporos — bem mais eficiente do que o método
anterior, uma vez que o nimero de oosferas em um rudimento seminal € muito menor
do que o nimero de micrésporos em uma antcra. A obtengdo de hapléides a partir de

microsporos sc deve a possibilidade de alterar o seu desenvolvimento normal.



1.3 A cultura de anteras na produgdo de haplides

A cultura de anteras foi descoberta ocasionalmente por Guha ¢ Maheshwari em
1964 durante estudos de fisiologia da meiose em Datura innoxia. Desde entéo vém
sendo extensivamente utilizada, com sucesso, em programas de melhoramento de
tabaco, cevada, trigo, triticale, arroz, milho, colza, couve e batata. A cultura de anteras €
empregada para a obtengdio de plantas hapléides em 247 espécies, 88 géneros e 34

familias (Peters ef al., 1999).

A metodologia da cultura de anteras compreende basicamente os seguintes

passos:

@ coleta e esterilizagio de botdes florais em estadio ideal para a produgfio de

haploides, o que varia de uma espceic para outra;

@ remo¢iio cuidadosa das anteras e inoculagdio em meio de cultura contendo os

nutrientes ¢ os reguladores de crescimento necessarios para a espécie em estudo;

@ incubacio das anteras em camara de crescimento com temperatura e

luminosidade controladas.

A eficiéncia da cultura de anteras depende de fatores fisicos, quimicos e
genéticos determinando, muitas vezes, [alta de reprodutibilidade dos resultados. Os

fatores mais importantes na cultura de anteras podem ser resumidos em:

Ll Fisiologia da planta doadora: a interagdo de fatores ambientais, como
temperatura, luminosidade, fotoperiodo ¢ nutrigdo, influcncia na resposta androgenética
do material. Algumas espécics apresentam uma melhor resposta quando a planta
doadora é cultivada em baixa temperatura; em outras espécies, em alta temperatura. O
desenvolvimento da planta doadora sob condigdes adversas tem também mostrado, em
algumas espécies, um incremento na eficiéncia androgenética dos micrésporos. O
suprimento de nitrogénio ¢ a quantidade de etileno também parecem ser importantes

(Peters ef al., 1999).

Ll Estadio de desenvolvimento do micrdsporo: numerosos estudos tém mostrado
que os micrésporos uninucleados sdo os mais responsivos para a maioria das espécies
(Peters et al., 1999). A eliminagio de determinantes esporofiticos, necessaria para o

desvio da rota gamelofitica, ocorre em duas fases: no inicio da meiose e antes da
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primeira mitose do micrésporo (Grando et al., 1997). Uma vez determinado o estadio
ideal de desenvolvimento do micrésporo para indugdo da androgénese, a colela
adequada de botdes florais pode ser auxiliada pelo uso de marcadores morfoldgicos,

como por exemplo, o tamanho do botéo.

Ll Pré-tratamentos: o pré-tratamento da planta doadora ou das inflorescéncias,
donde serdo excisadas as anteras, pode levar a acréscimos substanciais nas taxas de
indugdo androgenética. Incubagdes a baixas e altas temperaturas sdo utilizadas em
diferentes plantas aumentando a capacidade embriogénica dos micrésporos, embora seja
aletada pelos horménios enddgenos nos tecidos da planta doadora (Atanassov et al.,
1995). O pré-tratamento aumenta a capacidade de sobrevivéncia dos graos de pélen ao
estresse, além de sincronizar a divisdo celular, permitindo a formacgéo de gréos de polen

binucleados simétricos com potencial embriogénico (Bobrowski e Peters, 2000).

vl Composi¢do nutricional e hormonal do meio de cultura: as concentragoes de
sais minerais, fonte de carbono, vitaminas, substiancias reguladoras de crescimento e o
tipo e concentragdo do agente gelificante sao espécie-especificas. Portanto, o melhor

meio de cultura deve ser definido para cada espécie testada.

4l Gendtipo: o gendtipo da planta doadora é um fator determinante na resposta
androgenética in vitro (Atanassov et al., 1995). Cultivares de uma mesma espécie
podem possuir capacidades de indug@o e regeneragdo diferentes. Os requerimentos
quanto ao pré-tratamento, a composi¢do do meio de cultura e as condigdes fisicas de
crescimento, podem também variar enormemente de um cultivar para outro, sendo,

portanto, necessario adequar os protocolos para cada caso.

Ll Condigdes de cultura: fatores como luz, fotoperiodo, temperatura, meio
sélido/liquido e quantidade de anteras/micrésporos por placa, entre outros, influenciam
na resposta i vitro.

Dados os efeitos que cada um dos fatores acima listados pode exercer na
resposta androgenélica, se fuz necessdrio o estabelecimento das condigées ideais para

cada espéeic a ser estudada e, até mesmo, para cada cultivar de uma mesma espécic.



1.4 Estratégias de desenvolvimento do micrésporo

O desenvolvimento do micrésporo segue uma seqiiéncia regulada de eventos que
pode ser dividida em dois distintos processos: a microsporogénese € a
microgametogénese. A microsporogénese inicia com a meiose da célula-mae-de-
micréosporo (CMM) e termina com a formagdo do micrésporo uninucleado. A
microgametogénese inicia com quando o micrésporo sofre a primeira divisio mitética,
dando origem a duas células (vegetativa e generativa) dentro da parede celular original

(Raven, 1999).

O micrésporo possui um conjunto completo de informagdes genéticas que, sob
determinados microambientes, pode ser estimulado a expressar-se de diferentes
maneiras, seguindo ou uma via gametofitica (caminho normal) ou a via esporofitica

(caminho ndo usual).

1.4.1 A rota normal:

A primeira fase do desenvolvimento, conhecida como microsporogénese,
consiste na formacio do micrésporo (o microgametdfito) dentro do saco polinico da
antera (o microsporangio); inicia com a meiose da CMM dando origem a quatro
micrésporos que se liberam da tétrade, apds a dissolugio da calose que a envolve. Esta

fase termina com a formagdo do microgametofito hapléide polarizado.

Os micrésporos desenvolvem uma parede interna conhecida como intina € uma
parede externa resistente chamada de exina. Esta é composta por esporopolenina, que

aparentemente é derivada do tapete (Raven, 1999).

O micrésporo liberado da tétrade possui nicleo grande, citoplasma denso, rico
em ribossomos e com varios pequenos vacuolos. Os pequenos vacliolos fusionam-se
formando um tnico grande vaciolo, que desloca o nucleo do micrésporo para a
periferia. Fazendo, assim, com que a primeira divisio mitdtica seja assimétrica (Fig. 2).
Segundo Sax (1935), a diferenciagdo celular é inteiramente dependente da orientagéo do
fuso mitético e da posigio do nucleo em relagdo & massa citoplasmatica, estando

indiretamente relacionada com a formagao do vactiolo.

A divisio assimétrica faz com que a distribui¢do citoplasmatica seja desigual
entre as células-filhas fazendo com que tais células sejam estrutural e funcionalmente

diferentes, apesar de possuirem o mesmo genotipo.
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Microsporogénese

Eliminag¢do parcial de determinantes
esporofiticos - (Pontol)

Micrésporo Vacuolacao
CMM
Microgametogénese
I° Mitose Grao de polen 2° Mitose Formagao de tubo polinico

Fig. 2: Rota normal do desenvolvimento do micrésporo. A partir da meiose de uma célula-mie-de-
micrésporo (CMM) forma-se a tétrade, que libera quatro micrésporos. A fusdo dos vactolos de um
micrésporo direciona o nticleo deste para a periferia, ocorrendo entdo, a primeira mitose do tipo
assimétrica.

As c€lulas originadas apresentam, também, tamanhos diferentes, uma maior e
outra menor (célula vegetativa e generativa, respectivamente). Em uma segunda mitose,

a célula generativa divide-se, dando origem aos dois gametas masculinos (células

espermaticas).
1.4.2 Rota Alternativa: androgénese

A capacidade androgenética refere-se a capacidade do micr6sporo em alterar sua
via de desenvolvimento em dire¢o a uma rota esporofitica, na qual o micrésporo passa
por sucessivas divisdes mitdticas formando uma estrutura multicelular que resultara

num embrioide.

Normalmente, o programa genético gametofitico é estabelecido pela célula
vegelativa, resultando em uma intensa sintese de RNA e protéinas (Moraes-Fernandes ef
al, 1999). Para que ocorra o estabelecimento do programa esporofitico é necessario que

0s determinantes esporofiticos (RNA e ribossomos) ndo sejam eliminados. Durante o



desenvolvimento do micrésporo hid dois pontos possiveis para a elimina¢do destes
determinantes, na profase da meiose I e na vacuolagdo do micrésporo inicial (Grando ef

al., 1997).

Andlises citologicas da segmenta¢do inicial do micrésporo em diferentes
espécies mostram a existéncia de cinco possiveis rotas para o desenvolvimento
esporofitico-(Goralski et al, 1999). A primeira divisdo mitética pode ser simétrica ou
assimétrica, sendo que das cinco rotas descritas a seguir, as quatro primeiras iniciam

com divisdo assimétrica (Fig. 3):

Rota I: a célula vegetativa sofre divisbes mitoticas dando origem ao embridide,
enquanto que a célula generativa degenera. Esta rota €, provavelmente, a mais comum

em D). innoxia, cevada, trigo, soja e milho.

Rota II: apenas a célula generativa sofre sucessivas divisdes mitoticas. Foi observada

em Hyoscyamus niger, milho, arroz, cevada, tabaco, soja e trigo.

Rota III: tanto a célula vegetativa quanto a generativa sofrem divisdes mitdticas
contribuindo para a formacéo do embridide. Foi verificada em /. niger, soja, tabaco e

varios cereais.

Rota IV: ocorre fusdo das células vegetativa e generativa e o ntcleo formado divide

formando o embridide. Foi descrita para Datura e cevada.

Rota V: no lugar da divisio assimétrica, o microsporo sofre uma divisdo simétrica
originando duas células iguais. Ambas as células (ou nicleos, caso nio ocorra
citocinese) passam por varios ciclos mit6ticos e formam o embridide. Foi observada em

Datura, Nicotiana sylvestris, tabaco, arroz, soja, trigo e cevada.

Independentemente do padrz'io inicial de segmenta¢do, o podlen sofre divisdes
tornando-se multicelular, o que leva a0 rompimento de sua parede. Este tecido de forma
irregular pode tomar duas possiveis diregdes: (1) formar um embrido globular que passa
pelos estadios normais da embriogénese pos-globular; (2) proliferar e formar um calo
que mais tarde se diferencia em plintula, via embriogénese ou organogénese (Bhojwani

& Razdan,1983).
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Eliminacgado final de
determinantes esporofiticos -

—— ESTRESSE

@ Nao vacuolado
Divisdo Simétrica
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Divisdo Assimétrica
Fusdo dos nucleos
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@
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rwd

Embrido androgenético

Tipos de niicleos e o produto de suas divisoes:

Nucleo do micrésporo
Nucleo da célula vegetativa
Nicleo da célula generativa

Nucleo formado a parrir da fusio dos nicleos das eélulas vegetativa e generativa

Nuicleo formado apds divisio simétrica do microsporo

Fig. 3:Possiveis rotas androgenéticas. Tratamentos de estresses no ponto 2 podem atuar na mudanga de rota de

desenvolvimento. Modificado a partir de Atanassov, 19935.
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1.5 Divisdo simétrica

As primeiras investigagdes quanto a origem dos embrides haploides mostravam
que o pélen que passa por mitose simétrica apresenta potencial androgenético, sendo
ele, muitas vezes, responsavel pela produgdo de embrides (Norrel, 1970). Estudos
posteriores (para revisdao ver Grando e Moraes-Fernandes, 1997) evidenciaram uma

correlagdo entre divisdoes simétricas e producao de embrides haploides.

Este polen tem sua origem a partir da ndo formagdo do vactiolo ou da
modificagdo no eixo de divisdo da célula. Nesta mudanga da ontogenia normal para uma
via esporolitica os microtiibulos possuem papel fundamental, sendo que a reorganizacio
destes € considerada necessaria para que ocorra a alteragdo do desenvolvimento do

micrdésporo.
1.6 Pblen P

A partir de andlises citolégicas de anteras tem sido observada a existéncia de
duas classes distintas de microsporos quando corados com carmim. Os microsporos
normais que coram fortemente € um segundo tipo que € fracamente corado, menor
(aproximadamente % do tamanho normal), possui um ou dois nicleos sendo
considerado embriogénico. Esta segunda classe especial de micrésporos € conhecida
como “pélen E” (Sunderland & Wicks, 1969), “pélen S” (Horner & Street, 1978), ou
ainda, “polen P (Heberle-Bors & Reinert, 1979).

A presenga deste polen P (pélen pré-mitético) foi verificada em varias espécies
como labaco ¢ trigo (Moraes-Fernandes e/ al.,, 1999), além da soja (Kaltchuk-Santos ef
al., 1993). O pélen P tem sido considerado um gametéfito ndo funcional, caracterizando

um tipo de macho esterilidade (Heberle-Bors, 1982).

A formagdo deste polen P se dd durante a meiose da CMM quando ndo sdo
eliminados os determinantes esporofiticos (particulas informacionais) que garantem a
capacidade embriogénica do micrésporo, bloqueando o programa gametofitico. Essa
capacidade seria adquirida somente durante a meiose, ou seja, 0S microsporos seriam
predeterminados a androgénese quando cultivados in vitro (Moraes-Fernandes et al.,

1999).
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1.7 Tratamentos de estresse

O estresse tem sido considerado um sinal que pode levar & mudanga na rota de
desenvolvimento do micrésporo (Touraev ef al., 1996b), o que € possibilitado a partir de
alteragbes no citoplasma causando uma reorganizagdo estrutural. Alguns agentes de
estresse comumente utilizados como promotores da androgénese sdo a colchicina,
choque térmico (calor ou frio), caréncia de sacarose ou nitrogénio, irradiagdo e
incubagéo em solug¢do de manitol (Reynolds, 1997; Mardhorst ef al., 1997). O aumento
na freqiiéncia de embrides apds tratamentos de estresse ja foi verificado em D. innoxia
(Nitsch & Norreel, 1973), Brassica napus (Telmer et al,, 1993), tabaco (Touraev,
1996b), trigo (Touraev ef al., 1996) e batata (Bobrowski & Peters, 2000).

Durante o desenvolvimento do micrésporo ha, pelo menos, dois grupos de genes
transcritos: um primeiro grupo, que se expressa logo apos a meiose e, um segundo
grupo ativado na mitose. A mudanga da transcrigdo do primeiro para o segundo grupo
de genes representa uma fase critica da microgametogénese € pode ser uma importante

fase na indugéo da androgénese (Reynolds,1997).

O modelo proposto para explicar o papel dos tratamentos de estresse na
embriogénese do microsporo sugere que a unido reversivel de proteinas de choque
térmico com RNA citoplasmatico forma agregados de proteina de choque térmico com
mRNAs ¢ elementos do citoesqueleto proximo da regido do nicleo, protegendo o
MRNA da tradugao. Desta forma, o RNA mensageiro necessdrio para a diferenciagdo do
grido de pdlen é “seqiiestrado”, fazendo com que o desenvolvimento gametofitico seja

evitado e possibilitando o desvio para a rota esporofitica (Telmer ef al., 1995).

Pré-tratamentos com baixas temperaturas em anteras in vitro resultam na
desestruturacdo dos microtibulos dos micrésporos, o que leva & alleragdo na
organizagdo do fuso gerando grdos de polen binucleados simétricos. A colchicina
também induz divisGes siméiricas nos microsporos a partic de alteragbes nos
microtibulos. Este composto se liga a heterodimeros (o-B-tubulinas) causando a

despolimerizagdo dos microtiibulos e impedindo o desenvolvimento do micrésporo.

Tem sido verificada a presenga de proteinas de estresse em tratamentos de
choque térmico. Microsporos e grios de polen competentes para embriogénese mostram
um aumento na sintese de HSP70 (Binavora et al., 1997). Grianulos eletro-densos na

interface da membrana plasmatica/parede celular também (ém sido verificados em
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micrésporos potencialmente embriogénicos em B. napus submetidos a choque térmico
(Telmer er al., 1995). O aparecimento de transcritos de HSPs pode ser usado como um
marcador para estimar o nivel de estresse necessdrio para induzir graos de pélen jovens
a alterar sua via de desenvolvimento, uma vez que a indug@o de androgénese ndo ocorre

sem que haja a transcrigdo de genes de HSPs (Smykal & Pechan, 2000).

Todavia, em espécies recalcitrantes na cultura de anteras os tratamentos de

estresse, algumas vezes, ndo conseguem induzir a rota androgenética.
1.8 Cultura de anteras em soja

De acordo com estudos realizados por Matsubayashi e Kuranuki, 1975, a soja
tem sido considerada ndo responsiva a cultura de anteras; todavia, alguns trabalhos
registram a obtencgdo de calos, plantulas e plantas regeneradas (Tang, 1973; Yao ef al,
1996; Kaltchuk-Santos, 1997, 1999). Os primeiros calos embriogénicos obtidos pela
cultura de anteras foram registrados pelo grupo do Dr. Yin, do Laboratério de Genética
do Soybean Reserch Institute, sem, contudo, conseguir plantulas maduras (Yin ef al.,

1980).

Devido a importante interacdo genotipo X meio de cultura (Jian ef al., 1968), é
necessdrio que se estabelega o meio mais adequado para cada cultivar. Fatores como
pré-tratamento a frio e reguladores de crescimento (2,4-D e BAP) ja foram testados
mostrando que, para a soja, o pré-tratamento de frio ndo exerce influéncia e que €
necessaria a presenga de reguladores de crescimento no meio de indugdo (2.0 mg/L de

2,4-D ¢ 0.5 mg/L. de BAP) (Kaltchuk-Santos ef al., 1997).

Diferentes concentragdes de sacarose no meio (9% e 12%) foram testadas,
mostrando que 9% de sacarose induz uma melhor resposta (E. Kaltchuk-Santos,
comunicagdo pessoal). O tipo de meio de indugdo também foi testado: anteras foram
inoculadas em meio B5 e BS longo (Carolina Biological Supply Co.), ambos sélidos e
suplementados com aminoacidos de Yeung ( Yeung & Sussex, 1979), 2.0mg/L de 2,4-D,
0.5mg/L. de BAP, 9% de sacarose e 0.25% de Phytagel®. No foi observada nenhuma
diferenga na taxa de indugdo de divisdes simétricas e formagdo de estruturas

multinucleadas (Cardoso, 2002).

Estudos de citologia realizados em nosso laboratorio verificaram a presenca de

polen P em anteras de soja (Kaltuchuk-Santos et al., 1993).
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A formago de grios de polen embriogénicos pode ocorrer a partir de mitose
assimétrica ou simétrica. Cortes histologicos das anteras in vitro mostraram o
desenvolvimento de tecido androgenético a partir do léculo da antera (Kaltchuk-Santos

et al., 1997).

O estadio de desenvolvimento do micrdésporo € outra caracteristica importante na
cultura de anteras. Em trabalho desenvolvido pelo nosso grupo foi verificado que o
tamanho do botdo floral esta relacionado com a fase de desenvolvimento do micrésporo,
sendo que a relagio tamanho do botdo X estddio de desenvolvimento do micrésporo
varia entre os cultivares. Foi observado também que as dez anteras de um mesmo botdo
floral ndo estdo no mesmo estadio de desenvolvimento (Lauxen er al. 1998). Anilise
citolégica de botdes de diferentes tamanhos ndo mostrou diferenga significativa quanto

& quantidade de grdos de pdlen com divisdo simétrica e multinucleados (Cardoso, 2002).



Capitulo 11: Objetivos

O presente trabalho visa contribuir para o entendimento da androgénese em

cultivares de Glycine max (L.) Merrill.
Este estudo teve como objetivos:
1. Estudar o polimorfismo na populagdo de micrésporos de alguns cultivares;

2. Analisar o efeito de alguns tratamentos de estresse — colchicina, frio, calor e

caréncia de sacarose — na promogio da embriogénese do micrésporo;

3. Investigar o efeito do gendtipo na resposta androgenética mediante o uso de

diferentes cultivares de soja.
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Capitulo 111: Polimorfismo de polen em quatro cultivares de soja

1. Introducdo

Andlises citologicas feitas em vérias espécies vegetais t€m mostrado uma
diversidade de classes de grdos de pélen formados pela microsporogénese. Destaca-se a
presenca de pélen P, importante para o processo androgenético, e de micropdlen. O polen P
€ pequeno, fracamente corado e com desenvolvimento atrasado em relagdo aos normais,
sendo que j4 foi descrito em soja (Kaltchuk-Santos ef al., 1993). Este pdlen € considerado
uma das possiveis rotas da embriogénese do micrésporo, assim como uma das principais
rotas na formagdio de embriGes haploides. O micropdlen ¢ bem menor que o pélen P e
resulta, provavelmente, de erro na meiose, sendo portanto, invidvel. Acredita-se que algum
cromossomo ou pedago de cromossomo que ndo migre corretamente para nenhum dos polos
forme um micropélen. Eles podem ser observados dentro das tétrades junto aos quatro

micrésporos, sendo conhecidos, neste estadio, com micronticleo.
2. Material e Métodos

Neste trabalho foram analisados quatro cultivares de Glycine max (L.) Merrill (IAS
5, BRS 133, Bragg, MG\BR-46) quanto aos produtos da microsporogénese. Os botdes
florais foram coletados de plantas crescidas a campo e fixados em 3:1 (etanol

absoluto:icido acético glacial).

As anteras retiradas dos botdes florais foram esmagadas em carmim propri6nico,
cobertas com laminulas e seladas com cera de abelha e breu (1:4). Foram analisados oito
botdes de cada cultivar em fotomicroscopio Zeiss Axioplan Universal com lente objetiva de

40X, sendo que as medigdes foram realizadas com lente objetiva de 100X.

A anilise estatistica dos dados referentes a quantidades de grdos de pdlen utilizou
testec de Chi-quadrado ¢ para tamanho, ANOV A. As médias foram diferenciadas pelo teste

de Duncan.
3. Resultados & Discussio

A anilise citolégica das anteras in situ detectou a presenca de duas classes de grios

de pdlen:
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(a) Griios de pdlen normais: representam a maior parte dos grios de pdlen encontrados.
Possuem coloragdo intensa e duas células de tamanhos diferentes.
(b) Griios de pdlen anormais: nesta classe encontra-se o pélen P (Fig.1) ¢ o micropdlen
(Fig. 2 e 3).

A andlise da quantidade de griios de pdlen mostrou que os cultivares diferem entre si
(X*=153.654, p<0.001), estando distribuidos em trés grupos (Tabela 1):
Grupo 1' cultivares BRS 133 ¢ IAS 5. Estes cultivares apresentaram mais grdos de p6len
normais ¢ menos anormais do que o esperado.
Grupo 2 cultivar Bragg. Este cultivar apresentou quantidade de graos de pdlen normais e

anormais de acordo com o esperado.

Grupo & cultivar Conquista. Este cultivar apresentou menos grios de pélen normais e mais

anormais do que o esperado.

Tabela 1: Anélise dos desvios ajustados (desvios dos valores esperados) da quantidade de

grios de polen nos quatro cultivares analisados.

CULTIVAR| POLEN NORMAL | POLEN P| MICROPOLEN
Bragg 0.87 0.64 “ [).;’%7. |
Conquista -11.6 4.40 5.78
BRS 133 4.06 2.0 3,20
IAS 5 5.52 -2.47 -2.49

p<0.05 se o residuo >1.96 ou <-1.96; p<0.01 se o residuo >2.58 ou <-2.58.

A andlise do tamanho dos grdos de pdlen foi feita tomando-se como medidas o
didmetro do pdlen -@- e a distincia entre poros -DEP- (Fig.4). Os cultivares IAS 5 e
Conquista ndo diferiram em nenhuma das medidas e apresentaram grios de pdlen
binucleados maiores que os demais cultivares (Tabela 2). Os grdos de pdlen do cultivar

BRS 133 foram intermedidrios em tamanho ¢ os do cultivar Bragg foram os menores.

A andlise do tamanho dos grdos de pdlen anormais mostrou que, para pélen P,
apenas o didmetro do cultivar BRS 133 diferiu ¢, para micropdlens, apenas a medida de
DEP do cultivar Bragg diferiu das demais. A cultivar BRS 133 ndo apresentou esta classe

de polen.



Tabela 2: Tamanho, em micrémetros, de grios de pdlen normais e anormais (tipo P e
micropolen) de quatro cultivares de soja.

POLEN NORMAL POLEN P | MICROPOLEN
DEP (um)| @ (um) | DEP (um) | @ (um) | DEP (um)| @ (um)
Bragg 2085C | 2334C | 1930A | 2050A | 1383A | 1333A
BRS 133 | 2153B | 2423B | 1750A | 1300B | - | -
Conquista| 2221A | 2475A | 1948 A 2110 A 1478 | 1329A
. IAS 5 232 A | 2508A | 1914A | 2100A | 1133B | 1256A

|
i

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncam (p=5%).

A teoria do “pdlen P” foi desenvolvida por Herbele-Bors e Reinert (1979) em
tabaco, e desde entdo, este tipo de polen ja foi descrito para uma série de espécies, entre
elas a soja (Kaltchuk, 1993). Os resultados encontrados neste trabalho reforcam a
presenga do polen P em soja ¢ verificando a sua presenga nos quatro cultivares
analisados. Os micropélens observados representam um tipo de macho-esterilidade
resultante de erros na meiose. O cultivar BRS 133 néo apresenta micropolen indicando

que este cultivar apresenta uma maior estabilidade meidtica que os demais cultivares e,

provavelmente, uma fertilidade mais alta.



Fig. 2: Micropoélen (seta).
Barra= 10 pm.

Fig. 1: Polen P (seta).
Barra= 10 pm.

AR
s

A

Fig. 4:Medidas do grio de pélen a- didmetro.
b: distancia entre poros (DEP).

Fig. 3: Dois micrdcitos dentro de uma
tétrade (setas). Barra = 10 pm.
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Capitulo 1V: Efeito da colchicina no desenvolvimento de micrésporos de

soja (Glycine max (L.) Merrill)

1. Introducdo

A ontogenia normal do micrésporo depende da manutengdo da morfogénese
celular. Alteragdes na estrutura dos microtibulos da célula comprometem a localizagéo
das organelas e resultam em mudangas morfogenéticas. O agente antimitético
colchicina age diretamente na estrutura dos microtiibulos impedindo a adigdo de
dimeros aos microttibulos resultando na sua despolimerizagdo, acarretando, assim, o
desenvolvimento anormal do micrésporo (Zhao ef al, 1996; Kaltchuk-Santos ef al.,
2002). Desta forma, a colchicina ¢ considerada promotora da embriogénese dos
microsporos através da reorganizagdo do citoesqueleto e aumentando o nimero de
divisdes siméfricas, assim como a formagdo de embrides. Alguns autores ja
comprovaram o efeito benéfico da colchicina na androgénese (Tanaka & Ito, 1981; Wan
et al., 1989; Barnabds et al., 1991; Zaki & Dickinson, 1991, 1995; Igbal ef al., 1994;
Szackacs & Barnabas et al., 1995; Zhao et al., 1996).

O objetivo deste estudo foi observar possiveis mudangas no desenvolvimento

dos micrésporos de anteras incubadas com colchicina.
2. Material e Métodos

A cultura in vitro das anteras com tratamento de colchicina foi realizada durante

o doutorado da Dra. Eliane Kaltchuk dos Santos, conforme descrito abaixo:

g Botdes [lorais do cultivar TAS 5 crescido em campo, foram coletados ¢

submetidos ao pré-tratamento de frio (4°C) durante cinco dias;

Itq Os botdes com 3.0-3.5 mm de comprimento foram desinfestados (de acordo com
Kaltchuk-Santos ef al., 1997) sendo as dez anteras dos bot&es excisadas e inoculadas em

meio de indugéo;

& Foram inoculadas 100 anteras por placa de petri em meio de indugdo (Kaltchuk-
Santos ef al., 1997). Ao meio foi adicionada colchicina nas seguintes concentragdes: 0,
100, 200 e 400 mg/L.. As anteras permaneceram em contato com este meio durante 24
ou 72 horas. Foram preparadas quatro placas por tratamento. Apés o periodo do

tratamento, as anteras [oram transleridas para meio [resco sem colchicina;



e 4 Nos dias 0, 5, 10 e 15 foram coletadas seis anteras de cada placa e fixadas em

etanol absoluto:ac. acético glacial (3:1) para andlises citologicas.

Para a realizacdo do presente estudo foram usadas as anteras coletadas, conforme
descrito acima, a partir das quais foram confeccionadas as laminas para analise

citologica.

As anteras fixadas foram esmagadas em carmim propridnico, cobertas com
laminula e seladas com luto (breu e cera de abelha). As ldminas foram analisadas e os

microsporos classificados em fotomicroscopio Zeiss Axioplan Universal.

A anilise estatistica dos dados foi realizada ao término do experimento. Para a
variavel grdos de pdlen binucleados simétricos foi realizada analise de varidncia, sendo
necessario transformar os dados (log(y+0.01)). As médias foram comparadas através do
teste de Tukey (cc=0.05). Para a variavel grdos de polen multinucleados nédo foi possivel
realizar analise de varidncia, sendo entdo realizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-

Wallis.
3. Resultados & Discussio

As andlises citologicas mostraram que gréos de pdlen binucleados simétricos -
PlIsym- (Fig. 1) podem ser observados no momento da inoculagdo. A ocorréncia deste
tipo de pdlen em soja foi descrita em estudo anterior em nosso laboratorio (Kaltchuk-
Santos ef al, 1993). A quantidade de griaos de polen binucleados simétricos aumentou
durante o periodo de cultura, sendo verificada diferenca entre o décimo dia de coleta e
os demais (= 892, p>0.0001). Todavia, grdos de polen
multinucleados/multicelulares (Fig. 2) ndo foram observados no momento da
inoculagdo, sendo detectados a partir da coleta do quinto dia. Para esta variavel néo foi
detectada nenhuma diferenga, seja entre datas de coletas, seja quanto & concentragéo de

colchicina no meio (Tabela 1).

A partir destes resultados ndo foi possivel detectar nenhuma evidéncia quanto ao

papel promotor da colchicina na androgénese.

Dados obtidos em Brassica (Zaki & Dickinson, 1991, 1995; Iqbal e al., 1994)
também nfio mostraram efeito promotor da colchicina, assim como em trigo (Ghaemi ef
al., 1994). Os autores Zaki & Dickinson (1995) verificaram a dependéncia do gendtipo

na resposta ao tratamento com colchicina. Em cultivares recalcitrantes, o aumento na
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propor¢do de estruturas derivado do micrésporo foi muito baixo. No presente estudo foi
testado um unico cultivar, IAS 5, que talvez nido seja sensivel ao eleito da colchicina.
Além do cultivar, a resposta a colchicina também é dependente do estddio de
desenvolvimento do micrésporo. No nosso trabalho, o tamanho do botéo foi utilizado
como indicador da fase de desenvolvimento, mas as diferentes anteras de um mesmo
botdo diferem no estddio de desenvolvimento de seus microsporos. Assim, a baixa
resposta embriogénica do cultivar TAS 5 pode ser parcialmente atribuida a

heterogencidade da populag¢do de micrésporos de seus botdes florais.

Considerando que muitos dos trabalhos que empregaram a colchicina utilizaram
a cultura de micrésporos, é possivel que o uso da metodologia de cultura de anteras
tenha dificultado o contato dos micrésporos com o referido agente antimitotico,

dificultando, portanto, a avaliagdo de scu eleito.

Obs.: Este capitulo faz parte do artigo Microspore embryogenesis in soybean: the
effects of colchicine treatment. Kaltchuk-Santos, E., Moraes, A.P., Mundstock, E.,
Bodanese-Zanettini, M.H., enviado para a revista In Vitro Cellular and Developmental

Biology - Plant, com cépia ao final deste relatério (anexo 1).
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Fig. 4.1: Polen bi-nucleado siméirico,
Barra= 10pm.

M.

Fig. 4.2: Pélen multinucleado. Barra= 10pm.
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Tabela 1: Efeito da colchicina na cultura de anteras em soja.

Tratamentos Controle 5 dias
A B N® Plisym®  Pmult.® N°® Plisym®  Pmult.® N®
0 24 7395 0.3 0 7980 0.65 0.18 10333
100 24 9570 0.7 0 8711 0.26 0.02 8470
200 24 9329 0.45 0 8030 0.55 0.16 8974
400 24 9940 0.13 0 8829 0.22 0.01 8694
0 72 3341 0.06 0 7417 0.59 0.01 9292
100 72 5574 0.02 0 9363 0.14 0 10012
200 72 4659 0.82 0 7409 0.07 0.01 7562
400 72 5572 0.02 0 5896 0.31 0.02 5697

Tratamentos: A-concentragdio de colchicina (mg/L), B-duragiio da exposigiio (hrs.): @=total de micrésporos; @= porcentagem de Pllsym; @= porcentagem de grio de pdlen

multinucleado

10 dias
Plisym®
0.82
0.18
0.38
0.87
0.88

0.55

0.71
1.21

Pmult.®
0.05
0.02
0.04
0.21
0.36
0.51
0.19
0.53

N®
9805
7188
8865
8917
7660
7551
8413
5881

15 dias

Pllsym®
0.14
0.32
0.54
0.09
0.14
0.26
0.36
0.1
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Pmult.®
0.04
0.08
0.08
0.02
0.07
0.05
0.08
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Capitulo V: Estudos dos efeitos do choque térmico no processo

androgenético

V.1 - Trabalho 3 ser submetido para a revista In Vitro Cellular and

Developmental Biology - Plant

V.2 - Efeito do choquc térmico (38°C) na cultura de anteras em soja



Effect of temperature shock on soybean microspore embryogenesis
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3.2 Citological analysis

This experiment investigated whether a heat or a cold shock treatment, would be
effective to induce the formation of bi-nucleated symmetrical and multinucleate pollen
grains (Fig. 4a,b,c,d,c) in soybean, both of them with androgenetic potential. Indeed, the
statistical analysis showed that is not possible differ the treatments without consider
cultivars and days of culture (Table 1).

The differences were detected at 15 days of culture for symmetrical bi-nucleated
and multinucleate pollen. Cultivar RS 7 incubated at 25 and 33°C showed more
symmetrical bi-nucleate pollen than Década incubated at 4°C. For multinucleated
pollen, RS 7 incubated at 25°C showed higher frequencies than Bragg/Década
incubated at 4°C and IAS 5/Década/BR 4 incubated at 25°C.

Our results did not provide any evidence to conclude what is the best
temperature to induce symmetrical divisions and/or multinucleate pollen formation in
soybean. In the present analysis it was observed that multicellular structures can be

formed not only by symmetrical division of microspore, but also from vegetative cell

afler assymetric mitosis (Fig. 4f).

2



Discussion

Data obtained in the present study shows that treatments at 4 and 33°C for four
days had decrease embryo yield. Keller & Armstrong (1979) tested treatment at 30 and
35°C to Brassica campestris. The first treatment decrease embryo yield, but the second
stimulated the frequency of embryogenesis.

Smykal (2000) showed that, in B. napus, two conditions are important to trigger
embryogenesis: a) in vilro temperature must be near to the physiological limit of the
plant and, b) temperature of microspores in vifro should be 10 - 12°C higher than the
temperature of donor plant growth. In the present study it was tested only one high
temperature, 33°C, which might not be sufficiently clevated and, probably a higher
temperature would increase the frequency of embryogenesis.

According to some authors, induction of cell division is an independent process
from the determination of embryogenesis. In Tulipa microspores exposed to colchicina
trcatment the asymmetry of the first mitosis was lost and division continued but
embryos were not formed (Telmer et al., 1995). Touraev (1996A) showed that
multicellular  structures could be formed after assymetric mitosis indicating that

symmetry of microspore in vitro is not essential for embryogenic induction.
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Tables
Table 1: Statistical analysis of symmetrical and multinucleate pollen.
DF F value| Pr > F

Pollen symmetrical | 45.002/78.7298b 491 <0.0001

Pollen multinucleate| 34.002/60.4207v 1.91 <0.0139

DF- degrees of freedom (a-model, b-error), F value- value of Welch’s. ANOVA tesi‘. Both tésl was for

cultivars*temperature*collection.
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Figure legends
Fig. 1: Mecan of total calli produced per cultivar, independent of the treatment, at 60"

day in culture. Cultivar with same letter do not differ to a=0,05.

Fig. 2: Structures formed in culture afier 60 days. a - trumpet-like appearance, b, ¢, and
f- fused cotyledonous, e- many forms in one calli (trumpet-likc appcarancc and

cotyledonous). Barr = | mm.
Fig. 3: Plantlet with leaves formed in culture. Cultivar IAS 5. Barr = 1 mm.

Fig. 4: Symmetrical and multinucleated pollen. a- symmetrical pollen; b, ¢, d and e-
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V.2 Efeito do choque té&rmico (38°C) na cultura de anteras em soja

1. Introducdo

Conforme descrito anteriormente, o tratamento de estresse por choque térmico ¢
comumente utilizado para favorecer o desvio da rota normal de desenvolvimento do
micr6sporo no sentido da rota androgenética. Todavia, o tratamento de estresse térmico
pode ndo resultar em incrementos na produgdo de estruturas embriogénicas in vitro se
este ndo for severo o suficiente para desviar o desenvolvimento do microsporo.
Considerando que os tratamentos com 4 e 33°C, acima relatados, ndo foram capazes de
induzir a rota esporofitica nos micrésporos de soja, foi realizado um novo teste de
choque térmico. Neste estudo, o objetivo foi investigado o efeito de uma temperatura
mais elevada do que a utilizada no experimento anterior. As plantas cultivadas no
campo, crescem sob temperaturas que oscilam ao logo do dia e do periodo de cultivo.
Em cdmara de crescimento, as plantas de soja normalmente sdo cultivadas a temperatura
constante de 28°C, por esta razdo, foi utilizada no presente estudo a temperatura de

38°C por 3 e 7 dias em seis cultivares de soja.
2. Material & Métodos

I. Material
Os cultivares dec soja (Glycine max (L.) Merrill, 2n=40) TAS 5, RS 7. Bragg,
Conquista, BR 4 ¢ BRS-MT Uirapuru [oram crescidos a campo na estagdo experimental

da Faculdade de Agronomia, Departamento de Plantas de Lavoura.

1l. Cultura de anteras

Os botdes com 2,5mm foram selecionados ¢ desinfestados dos de acordo com
Kaltchuk-Santos et al. (1997) e as anteras excisadas foram inoculadas em meio de
inducdo (BS suplementado com aminoacidos de Yeung (Yeung & Sussex, 1979), 9% de
sacarose, 0.25% de Phytagel®, 2.0mg/L. de 2,4-D, 0.5mg/l. de BAP, pH 6.4). Foram
inoculadas 12 placas de Petri pequenas com 55 anteras para cada cultivar, sendo
incubadas quatro placas por tratamento - 25°C, 38°C por 3 dias e 38°C por 7 dias. Ao
sétimo dia todas as placas foram transferidas para 25°C com fotoperiodo de 16 horas

- 5 o . . .
sob 22,5 pEmol m™ s de luz fornecida por lampadas florescentes.
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A cada quatro semanas o material foi subcultivado em meio fresco e as estruturas
formadas foram classificadas. Na 8° semana o material foi transferido para meio de

indugiio com 1.0mg/L de 2,4-D e 1.0mg/L de BAP.

1II. Analise citologica

Aos 0, 15 e 30 dias de cultivo in vitro, cinco anteras por placa foram fixadas em 3:1
(etanol absoluto: &dcido acético glacial) para andlise citoldogica do material. Foram

quantificados os gréos de pélen binucleados simétricos e multinucleados.

1V. Analise Estatistica

Os dados de cultura in vitro foram analisados aos 30 e 60 dias de cultivo. Foi
realizada andlise de varidncia (ANOVA) para estruturas embriogénicas € quantidade
total de calos aos 60 dias de cultivo. Para as varidveis calos embriogénicos aos 30 dias
e, quantidade total de calos aos 60 dias, os dados foram transformados por (Vx+0,5);
para a variavel calos embriogénicos aos 60 dias, os dados foram transformados por log

(x+1). As médias foram diferenciadas pelo teste Stundent-Newman-Keuls, com a=0.05.

A andlise citolégica das anteras em cultura incluiu os grdos de pélen binucleados
simétricos e multinucleados quanto ao tratamento e ao tempo de cultivo. Foi realizada
andlise de varidncia com uma entrada (ANOVA Onecway) e os dados foram
transformados por log (x+1). As médias foram diferenciadas pelo teste Stundent-

Newman-Keuls, com a=0.05.
3. Resultados

I. Andlise da cultura in vitro

O material analisado aos 30 dias de cultivo apresentou diferengas entre os
tratamentos (I'=19,245, p<0,00) e os cultivares (F=12,818, p<0,00) testados. Os
cultivares estudados dividiram-se em trés grupos de acordo com a taxa de indugio de
calos. O cultivar IAS 5 foi o que apresentou o menor nimero de calos, seguido pelo

cultivar RS 7. Os demais cultivares ndo diferiram entre si (Fig. 1).

50



Fig.1: Média de calos por cultivar aos 30 dias de cultura in vitro.
Os cultivares indicados com a mesma leira néo diferem pelo teste de SNK, o<=0,05.

Os tratamentos estudados dividiram-se em dois grupos. As anteras incubadas a
25°C (controle) ndo diferiram das anteras incubadas a 38°C por 3 dias, produzindo mais

calos em relacéio as anteras incubadas a 38°C por 7 dias (Tabela 1).

Tabela 1: Média de calos por tratamento estudado.

Grupo
Tratamento N
1 2
| 25°C 24 3,64562
- 38°C por 3 dias 24 3,41062
38°C por 7 dias 24 2,38500
Sig. 1,000 0,282

As médias de um mesmo grupo nio diferem entre si. Diferenciagio de médias por SNK, oc=0,05.

As analises realizadas aos 60 dias in vitro normalmente indicam melhor a resposta
do material aos tratamentos. Quanto & quantidade total de calo (calos rugosos e
embriogénicos — mistos ou néo) a resposta foi idéntica a encontrada para calos aos 30
dias de cultivo, tanto para cultivares quanto para tratamentos. Todavia, quando se

considera apenas os calos embriogénicos formados aos 60 dias, o resultado € um pouco
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diferente. Foram observadas diferengas entre os cultivares estudados e quanto aos

tratamentos.

Entre os cultivares a andlise mostrou que o cultivar RS 7 apresentou a menor
indugdo de calos embriogénicos, diferindo dos cultivares BRSMT e BR 4. O cultivar
IAS 5 também teve baixa indu¢éo de estruturas embriogénicas, porém produziu mais

calos do que o cultivar RS 7, diferenciando-se apenas do cultivar BR 4 (Fig. 2).

Figura 2: Média de calos embriogénicos por cultivar.
Cultivares indicados com as mesmas letras ndo diferem entre si.Diferenciagio de médias por SNK com

ac=0,05.

A analise mostrou diferengas entre os tratamentos realizados, sendo que a
temperatura de 25°C foi a que mais induziu calos embriogénicos, seguida pela
temperatura de 38°C por 3 dias e o tratamento de 38°C por 7 dias foi o que menos

induziu a formacdo de calos embriogénicos (Tabela 2).

UI
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Tabela 2: Médias de calos embriogénicos por tratamento.

Grupo
Temperatura N
1 2 3
25°C 24 0,5717
38°C por 3 dias 24 0,3856"
38°C por 7 dias 24 0,2129¢
Sig. 1,000 1,000 1,000

As médias separadas por grupos diferem entre si. Diferenciagdo de médias por SNK, «c=0,05.
I1. Anilise citolégica

Nas andlises citoldgicas procurou-se verificar a presenga de grdos de pélen binucleados
simétricos (PIlsym) e multinucleados (Pmulti) dentre os diferentes tratamentos. Os
dados aqui apresentados referem-se apenas ao cultivar TAS 5, sendo que os demais
cultivares estdo sendo analisados. A andlise estatistica mostrou que a data de coleta das
anteras das placas e a temperatura em que a placa foi incubada ndo influenciaram na

freqiiéncia destes graos de pdlen (Tabela 3).

Tabela 3: Resultado da ANOV A Oneway para Pllsym ¢ Pmulti.

Categoria | Temperatura Coleta

Pllsym | F=1.679, p<0.202 (| F=0.384, p<0.684

Pmulti | F=0.534, p<0.591 | F=0.534, p<0.591

4.. Discussjo

Os dados obtidos neste experimento reforgam os resultados encontrados no
experimento de choque térmico anterior, tanto para cultivares, quanto para os

tratamentos.

O cultivar BR 4 foi o que produziu a maior quantidade de calos nos dois
experimentos e, neste segundo experimento, produziu também a maior quantidade de
calos embriogénicos aos 60 dias. O cultivar que teve. a menor indugio de calos

embriogénicos no estudo anterior ja foi descartado para este segundo experimento. O
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cultivar TAS 5, nos dois experimentos, apresentou a menor quantidade de calos

formados aos 60 dias.

Quanto a resposla aos tratamentos realizados, a andlise estatistica mostrou, para
os dois experimentos, que o tratamento de choque térmico, seja com frio ou calor (tanto
33 ¢ 38°C — 3 ¢ 7 dias) induziu menos, ou no maximo, igual quantidade de calos
embriogénicos que o controle (25°C). Os resultados de ambos os estudos, indicam que a
soja ndo ¢ sensivel aos tratamentos de choque térmico reforgando a caracteristica

recalcitrante desta espécie.
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Capitulo VI: Efeito da sacarose na inducio da androgénese em sofa

1. Introducdo

A sacarose € importante componente do meio de cultura vegetal servindo como
fonte de carbono ¢ regulador da pressio osmética do meio. A sacarose em altas
concentragdes (6% a 12%) ¢ crucial na inducéo da androgénese (Atanassov ef al,, 1995)
e alguns estudos tém mostrado que hda uma concentragiio 6tima de sacarose para cada
espécie (Peters ef al., 1999). Contudo, o estresse por caréncia de agiicar no meio de
cultura, pode exercer efeito benéfico da na promogio da androgénese de algumas
espécies, como por exemplo, em tabaco (Touraev ef al., 1996). Nesta planta, a caréncia
de sacarose foi mais eficiente do que o tratamento de choque térmico (Touraev ef al.,
1996B), sendo que apos a transferéncia para meio rico foi observada a formagdo de

células embriogénicas.

A célula sobrevive ao periodo de caréncia convertendo nutrientes estocados em
energia. A sintese protéica, que necessita de altos niveis de sacarose, faz com que
durante a auséncia de sacarose no meio, 0 micrésporo ative mecanismos inibidores da
tradu¢do de mRNAs desnecessarios para a sobrevivéncia imediata, inclusive os mRNAs
especificos para o desenvolvimento gametofitico normal. A diminui¢do geral no nivel e
na sintese total de RNAs e proteinas levam a mudangas citologicas e a alteragdo da rota

de desenvolvimento do micrésporo (Garrido er al., 1993).

A caréncia de sacarose por trés dias em arroz, no inicio da cultura, afeta
consideravelmente a indugdo da divisdo celular em micrésporos isolados sem nenhum
pré-tratamento (Ogawa et al., 1994). No ciclo celular, a caréncia de sacarose faz com
que o nucleo vegelativo saia de GO e entre em G1 havendo a replicagdo do DNA apenas
quando o matcrial ¢ translerido para meio rico em sacarose. O niicleo vegetativo entra

em mitose e segue dividindo para formar um embrido haploide (Zarsky et al., 1992).
2. Material & Métodos

I. Material

Os cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill, 2n=40) 1AS 5, RS 7, Bragg e Fi-

Abiara foram crescidos em casa de vegetagéo.
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Il Cultura de anteras

Os botdes com tamanho entre 3.0-3.5mm foram selecionados ¢ desinfestados de
acordo com Kaltchuk-Santos et al., 1997. As anteras excisadas foram inoculadas em
meio de indugiio (B5 longo suplementado com aminodcidos de Yeung (Yeung &
Sussex, 1979), 0.25% de Phytagel®, 2.0mg/L de 2,4-D, 0.5mg/L de BAP, pH 6.4) com
quatro diferentes concentragdes de sacarose: 0, 6, 9 e 12%. Foram inoculadas quatro
placas de Petri pequenas com 55 anteras para cada tratamento. As anteras inoculadas em
meio com 0% de sacarose foram transferidas para meio rico (9% de sacarose) apos 8
dias. As placas foram incubadas a 25°C com fotoperiodo de 16 horas sob 22,5 pEmol

m™ s™' de luz fornecida por lampadas florescentes.

A cada quatro semanas o material foi subcultivado em meio fresco e as
estruturas (ormadas [oram classificadas. Na 12° semana o material foi transferido para
meio de indugdo com 1.0mg/LL de 2,4-D ¢ 1.0mg/L de BAP e na 14° semana as

estruturas embriogénicas [oram transleridas para meio de maturagio dc cmbrides —

MSM6 (Finer ¢ McMuller, 1991).
III. Andlise Estatistica

Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) para estruturas embriogénicas
formadas aos 60 dias de cultivo in vitro. Os dados foram transformados por arcoseno
(Vorop.x) € as médias foram diferenciadas pelo teste Stundent-Newman-Keuls, com

a=0.05.
3. Resultados & Discussio

A andlise do material in vitro aos 60 dias de cultura mostrou que ha diferengas
entre os cultivares (F= 19,529, p<0,000) e os tratamenios realizados (F= 18,536,
p<0,000). Os cultivares dividiram-se em trés grupos (Tabela 1), sendo que Bragg
produziu mais estruturas embriogénicas do que os demais cultivares e IAS 5 [oi aquela

que produziu menos.
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Tabela 1: Média de calos embriogénicos produzidos por cultivares.

Grupos
Cultivar N ] 7 3
IAS 5 16 0,1547+
RS 7 16 0,2280ab 0,0228ab
Ft-Abiara 16 0,28810b
Bragg 16 0,4949¢
Sig. 0,124 0,205 1,000

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste Stundent-Newman-Keuls
(b= 5%).

O estresse por caréncia de sacarose mostrou ndo ter efeito promotor da
androgénese em soja, tendo produzido menos estruturas embriogénicas em relagdo ao

controle (Fig. 1). Os demais tratamentos ndo diferiram.

0,5

0,4- b

0,37

0,27

0,11

0_/

0% 6% 9% 12%

Fig. 1: Média de estruturas embriogénicas formadas em cada tratamentos os 60 dias de

cultura in vitro. Tratamentos com a mesma letra ndo diferem pelo teste SNK (p=5%).

Este experimento mostrou que a resposta androgenética em meio com 9% de
sacarose, regularmente utilizada no nosso laboratério, ndo difere das respostas obtidas
com 6 e 12% de sacarose no meio. A presenga de sacarose no meio é melhor do que a
auséncia, mesmo que durante um curto espago de tempo. As respostas dos cullivarcs se
mantiveram dentro do mesmo padrio dos experimentos anteriores, sendo que o cultivar

IAS 5 apresentou baixa laxa de indugéo e o cultivar Bragg uma alta taxa.
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Capitulo VII: Conclusio e discussio geral

A possibilidade de alterar a rota de desenvolvimento dos micrésporos chegando
a produzir plantas hapléides € fascinante e possibilita uma série de estudos genéticos,
além de ser uma ferramenta no melhoramento de plantas de lavoura. Todavia, esse
processo depende de varios fatores como estddio de desenvolvimento, meio e condigdes

de cultura e, principalmente, do gendtipo.

Apesar de, em algumas espécies, o processo androgenético ser [acilmente
induzido, em oulras, como as leguminosas, o desvio da rota de desenvolvimento ¢ mais
raro, sendo dilicil regenerar plantas a partir de microsporos.

O desvio da rota pode ser facilitado pelo uso de tratamentos de estresse. Esses
tratamentos agem a partir de alteragdes estruturais do citoplasma, agdo das HSPs que se
associam ao mRNA, evitando a tradugdo dos mesmos e ativando genes especificos.
Estudos moleculares em Arabidopsis mostraram que genes como STUD e
TETRASPORE ativam a rota androgenética, sendo estimulados por tratamentos de

estresses (Twell ef al., 1998).

Com base nos nossos experimentos na cultura de anteras em soja, temos
confirmado a resposta recalcitrante desta planta, ja verificada por outros pesquisadores
(Matsubayashi e Kuranuki, 1975). Nossos testes com colchicina, auséncia de sacarose e
choque térmico mostram que esses tratamentos néo resultam no aumento do indice de
indugdio da rota esporofitica em soja e demonstram o forte efeito do genétipo nesta
espécie. Todavia, a presenga de pélen p, bem como, a resposta dos cultivares ao

processo androgenético parecem manter um padrio ao longo dos experimentos.

O cultivar Conquista apresentou alta quantidade de polen p e alta taxa de
indugdo de estruturas embriogénicas no experimento de choque térmico/38°C. O
cultivar Bragg apresentou uma quantidade intermedidria de polen p e sempre esteve
entre os cultivares com maior taxa de indugéio de calos embriogénicos em todos os
experimentos realizados. Os cultivares BRS 133 e TAS 5 apresentaram a menor
quantidade de pélen p. O cultivar BRS 133 teve a menor taxa de indugdo embriogénica
no experimento de choque térmico/4 e 33°C. O cultivar IAS 5, empregado em todos os

experimentos, apresentou sempre [reqiiéncias baixas de calos embriogénicos.
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Ao longo de todos os estudos foram realizadas andlises no namero
cromossdmico das estruturas obtidas na cultura in vitro. A metodologia empregada foi a
mesma utilizada por Kalichuk, 1999. Foram analisadas por volta de 40 laminas de ponta
de raiz de calo, sendo que na maioria dos casos foram contados 40 cromossomos.
Todavia, somente em um caso foram observados 20 cromossomos em uma célula menor
que o normal, indicando que realmente ndo poderia haver 40 cromossomos nesta célula
(Fig. 7.1). O fato das células terem, na sua maioria, 40 cromossomos deixa dividas
sobre a origem destas estruturas, uma vez que ja foi determinado que estruturas podem
ser formadas a partir da parede da antera (Kaltchuk-Santos ef al., 1997). Todavia, o
processo de duplicagdo de cromossomos em plantas hapléides pode ser feito com o uso
da droga colchicina ou, também, pode ocorrer espontaneamente por endomitose gerando
mosaicos. Em alguns casos a duplicagdo pode ter origem no processo de divisdo
mitética do micrésporo, ja que no nosso grupo ja foram observados micrésporos com

niimero duplicado de cromossomos (Kaltchuk-Santos, 1999, Cardoso, 2002).

A androgénese ¢ considerada, por alguns pesquisadores, um exemplo de
totipoténcia vegetal; todavia, segundo Bonet ef al., 1998, a androgénese € um exemplo
de atavismo, ou seja, o reaparecimento de uma caracteristica (morfolégica ou
comportamental) de um ancestral remoto. Algas primitivas, das quais derivaram as
plantas terrestres, apresentavam meiésporos com uma alta capacidade de proliferagdo, o
que resultava na formagéo de uma estrutura multicelular a partir de uma unica célula
hapléide. Esta caracteristica é observada, ainda hoje no ciclo de vida das pteridofitas.
Bonet ef al.(1998) sugerem que as angiospermas teriam herdado estes genes arcaicos
responsaveis pelo desenvolvimento organogénico dos meiésporos os quais poderiam ser
ativados em condicdes de estresse, tais como, choque térmico e privagdo nutricional.
Portanto, a manutengéio e expressio destes genes ancestrais facilitariam a indugéo da
rota androgenética, explicando porque algumas espécies, e até alguns gendtipos da
mesma espécie, conseguiriam induzir o processo androgenético e regenerar plantas
verdes mais facilmente do que outras. E possivel que a soja, ao longo da sua evolugéo,
tenha perdido tais genes e, consegiientemente, a capacidade de regenerar plantas a partir

de um micrésporo, sendo, entdo, classificada como uma espécie recalcitrante.
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Fig. 1: Células de ponta de raiz de calos de soja. a) célula com 20 cromossomos, b)
célula 40 cromossomos. Aumento 100X.

60



Capitulo VIII: Referéncias Bibliogrificas

ATANASSOV, A.; ZAGORSKA, N.; BOYADIJIEV, P.; DJILIANOV, D. In vitro
production o[ haploid plants. World Journal of Microbiology & Biotechnology. v.11,

p. 400-408, 1995.

BARNABAS, B.; PFAHLER, P.L.; KOVACKS, G. Direct effect of colchicine on the
microspore embryogenesis to produce dihaploid plants in wheat (Triticum aestivum 1.).

Theor. Appl. Genet. v.81, p.675-678, 1991.

BHOJWANI, S. S.; RAZDAN, M. K. Plant tissuc culture: theory and practice.
Amsterdam: Elsevier, p.502, 1983.

BINAVORA, P.; HAUSE, G.; CENKLOVA, V. CORDEWENER, J. H. G;
CAMPAGNE, M. M. L. A short severe heat shock is required to induce embryogenesis
in late bicellular pollen of Brassica napus 1.. Sexual Plant Reproduction. v.10, p.200-

208, 1997.

BOBROWSKI, V.; PETERS, J.A. Fatores afctando a formagdo de embriédes/calos de
células gametofiticas. ABCTP Noticias, 2000.

BONET, F. J.; AZBAID, L.; OLMEDILLA, A. New ideas in cell biology — Pollen

embryogenesis: atavism or totipotency? Protoplasma. Wien, v.202, p.115-121, 1998.

CARDOSO, B. M.; KALTCHUK-SANTOS, E.; BODANESE-ZANETTINI Estudos
Citolégicos em anteras de Glycine max (L.) Merrilll cultivadas in vitro Porto Alegre,
RS, 2002. 99p. Dissertagdo (Mestrado em Genética) — Curso de Pds-Graduagio em
Genética, Universidade I'ederal do Rio Grande do Sul, 2002.

CHRISTOU, P.; McMCABE, D. E.; MARTINELL, B. J.; SWAIN, W. F. Soybcan
Genetic  Engineering-Commercial production of transgenic plants. Trends in

Biotechnology, v. 8, n.6, p. 145-151, 1990.

CUSTERS, J.B.M.; CORDEWENER, J.H.G.; NOLLEN, Y.: DONS, HJM.;
CAMPAGNE, M.M.VanL. Temperature controls both gametophytic and sporophytic
development in microspore cultures of Brassica napus. Plant Cell Reports. v.13,

p.267-271, 1994

FAN, Z.; ARMSTRONG, K.C.; KELLER, W.A. Development of microspores invitro in
Brassica napus L. Protoplasma. Wicn, v.147, p.191-199, 1988.

61



FAO — Food and Agriculture Organization — www. fao.org

GARRIDO, D.; ELLER, N.; HEBERLE-BORS, E. De novo transcription of specific
mRNA during the induction of tabacco pollen embriogenesis. Sexual Plant

Reproduction. Heidelberg, v.60, p.40-45, 1993.

GHAEMI, M.; SARRAFI, A.; ALIBERT, G. The effects of silver nitrate, colchicine,
cupric sulfate and genotype on the production of embryoids from anthers of tetraploid

wueat (Triticum turgidum). Plant Cell, Tissue and Organ Culture. v.198, p.433-439,
1994.

GORALSKI, G.; MATTHYS-ROCHON, E.; VERGNE, P.; PRZYWARA, L.

Androgenic Development: A Fascinating Embryo Formation Process. Acta Biologica

Cracoviensia series botanica. v.41, p.51-65, 1999.

GRANDO, M. F.; MORAES-FERNANDES, M. I. Two point deterministic model for
acquisition of in vitro pollen grain androgenetic capacity based on wheat studies.

Brasil. J. Genet. v.20, n.3, p.467-476, 1997.

GUHA, S.; MAHESHWARI, S. C. In vitro production of embryos from anthers of
Datura. Nature. v.204, n.4957, p.497, 1964.

HERBELE-BORS, E. In vitro pollen embryogenesis in Nicotiana tabacum L. And its
relation to pollen sterility, sex balace and floral induction of pollen donor plants.

Planta. v.156, p.396-401, 1982.

HERBELE-BORS, E.; REINERT, J. Androgenesis in isolated pollen cultures of
Nicotiana tabacum: dependence upon pollen development. Protoplasma. v.99, p.237-

245, 1979.

HORNER, M.; STREET, H. E.; Pollen dimorfism-origin and significance in pollen
plant formation by anther culture. Ann. Bot., v.42, p.771-773, 1978.

INDRIANTO A, HERBELE-BORS E, TOURAEV A Assessment of various stresses
and carbohydrates for their effect on the induction of embryogenesis in isolated wheat

microspores. Plant Science. v.143, p.71-79,1999.

IQBAL, M.C.M.; MOLLERS, C.; ROBBELEN, G. Increased embryogenesis after
colchicine treatment of microspore cultures of Brassica napus L. Journal of Plant

Physiology. Stuttgart, v.143, p.222-226, 1994.

62



JIAN, Y.; LIO, D.; LUO, X.; ZHAO, G. Studies on induction of pollen plants in
Glycine max (L.) Merr. Chiang-sunung-ych-hseuh-pao-J-Agri-Sci-Nanjing, China:
Chian-su shengning yeh KO hseuh yuan, v.2, (suppl), p.26-30, 1968.

KALTCHUK-SANTOS, E. Androgénense em cultivares brasileiras de Glycine max
(L.) Merrill. Porto Alegre, RS, 1999. 96p. Tese (Doutorado em Genética) — Curso de

Pos-Graduagdo em Genética, Universidade FFederal do Rio Grande do Sul, 1999.

KALTCHUK-SANTOS, E. e BODANESE-ZANETTINI, M.H. Androgénese: Uma
Rota Alternativa no Desenvolvimento do Pélen. Ciéncia Rural. Santa Maria, v. 32, n.1,

p. 165-173, 2002.

KALTCHUK-SANTOS, E.; BODANESE-ZANETTINI, M.H.; MUNDSTOCK, E.
Pollen dimorphism in soybean. Protoplasma. Wien, v.174, p.74-78, 1993.
KALTCHUK-SANTOS, E.; MARIATH, JE.A.; MUNDSTOCK, E. Cytological
analysis of early microspore divisions and embryo formation in cultured soybean

anthers. Protoplasma. Wien, v.49, p.107-115, 1997.

KELLER, W.A. and ARMSTRONG, K.C. Stimulation of Embryogenesis and Haploid
Production in Brassica campestris Anther Cultures by Elevated Temperature

Treatments. Theor. Appl. Genet., v.55, p. 65-67, 1979.

LAUXEN, M.S.; KALTCHUK-SANTOS, E; CALLEGARI-JACQUES, S.M.;
BODANESE-ZANETTINI, M.H. Desenvolvimento dos micrésporos em cultivares
brasileiras de soja (Glycine max (1..) Merr.). Genetics and Molecular Biology. v.21,

p.234, 1998.

MARDHORST, A P.; TOONEN, M. A J.; DE VRIES, S. C. Plant embryogenesis.
Critical Reviews in Plant Sciences. v.16, n.6, p.535-576, 1997.

MARDHORST, A.P.; TOONEN, M.A.l.; DE VRIES, S.C. Critical reviews in plants
sciences. v.16, n.6, p.535-576, 1997.

MATSUBAYASHI, M.; KURANUKI, K. Embryogenic responses of the pollen to
varied sucrose concentrations in anther culture. Sei. Rep. Fae. Agri. v.11, n.2, p.215-

230, 1975.

MORAES-FERNANDES, M. 1. B.; STIVAL, A L.; BRAMMER, S. P.; GRANDO, M.
F. Haploidizagdo: Genética e Melhoramento. In: TORRES, A C.; CALDAS, L. S.;

63



BUSO, J.A. (Eds.) Cultura de Tecidos ¢ Transforma¢io Genética de Plantas.
Brasilia: EMBRAPA-SP/EMBRAPA-CNPH, p. 613-650, 1999.

NITSCH, C.; NORREL, B. Effect d’un choc thermique sur le pouvoir embriogene du
pollen de Datura innoxia cultivé dans I’anthere ou isole de I’anthere. Comptes Rendus
L’ Acad. Sei. Série D, v.276, p.303-306, 1973.

NORREL, B. Etude citologique de I’androgénése experimentale chez Nicotiana

tabacum e Datura innoxia. Bull. Soc. Bot. Fr. v.177, p.461-478, 1970.

OGAWA, T.; FUKUOKA, H.; OHKAWA, Y. Induction of cell division of isolated

pollen grains by sugar starvation in rice. Breeding Science. v.44, n.1, p.75-77, 199%4.

PECHAN P.M., KELLER W.A. Identification of potentially embryogenic microspores
in Brassica napus. Physiologia Plantarum. v.74, p.377-384,1988.

PETERS, J. A.; BOBROWSKI, V. L.; ROSINIIA, G. M. S. Produgdo de hapléides e
duplo-hapléides. In: TORRES, A C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A (Eds.) Cultura de
Tecidos ¢ Transformagio Genética de Plantas. Brasilia: EMBRAPA-SP/EMBRAPA-

CNPH, p. 569-611, 1999.

RAVEN, P. H.; EVERT, R. F.; EICHHORN, S. E. Biology of Plants. New York: W.H.
Freedman and Company, 6™ ed, p.504, 1999.

REYNOLDS, T. L. Pollen Embryogenesis. Plant Molecular Biology. v.33, p.1-10,
1997.

SAX, K. The effect of temperature on nuclear differentiation in microspore

development. J. Arnold Arber. v.19, p.301-310, 1935.
SECEX/MDIC; CONAB/MA - Ministério da Agricultura — www.agricultura.gov.br

SMYKAL, P. Pollen embryogenesis — the stress mediated switch from gametophytic to
sporophytic development. Current status and future prospects. Biologia Plantarum.

v.43, n.4, p.481-489, 2000.

SUNDERLAND, N.; WICKS, F. M. Cultivation of haploid plants from tabacco pollen.
Nature. v.224, p.1227-1229, 1969.

SZAKACS, E.; BARNABAS, B. The effect of colchicine trecatment on microspore-
derived embryo differentiation in wheat (7riticum aestivum 1..) anther culture.

Euphytica. Wageningen, v.83, p.209-213, 1995.

64



TANG, W. T.: LING, T.S.; CHANG, C. S. Effects of kinetin and auxin on callus
formation in anther tissue cultures of soya bean. J. Agri. Assoc. China. v.83, p.1-7,
1973.

TELMER, C. A; NEWCOMB, W.; SIMMONDS, D. H. Cellular changes during heat
shock induction and embryo development of cultured microspores of Brassica napus

cv. Topas. Protoplasma. Wien, v.185, p.106-112, 1995.

TELMER, C. A; NEWCOMB, W.; SIMMONDS, D. H. Microspore development in
Brassica napus and the effect of hight temperature on division in vivo and in vitro.

Protoplasma. v.172, p.154-165, 1993.
TOURAEV, A; INDRIANTO, A; WRATSCHKO, I.; VICENTE, O.; HERBELE-

BORS, E. Efficient microspore embryogenesis in wheat (7Triticum aestivum L.) induced

by starvation at hight temperature. Sexual Plant Reproduction. v.9, p.209-215, 1996a.

TOURAEV, A; PFOSSER, M.; VICENT., O.; HERBELE-BORS, E. Stress as a major
signal controling the developmental fate of tabacco microspores towards a unified
model of induction of microspore/pollen embryogenesis. Planta. Heidelberg, v.200,

p-144 — 152, 1996b.

TWELL, D.; PARK, S. K.; LALANNE, E. Asymetric division and cell-fate
determination in developing pollen. Trends in plant science. Review. v.3, n.8, p.305-

310, 1998.

YAO, S.: CROUGHAN, S. S.; ZIIAO, G. Pollen and anther culture on soybean.
Abstracts, 6™ Bicnnial Conference of Molecular and Cellular Biology of the

Soybean. Columbia, MO, EUA. August 12-14, 1996, p.37.

YEUNG, E.C.; SUSSEX, I.M. Embryogeny of Phaseolus coccineus: The suspensor and
the growth of the embryo-proper in vitro. Z. Pflanzenphysiol. v.91, p.423-433, 1979.

YIN, G. C.; LI, X. Z.; XU, Z; CHEN, L.; ZHU, Z. Y.; BI, F. Y. Anther culture of
Glycine max. Kexue Tongboa. v.25, n.11, p.976, 1980.

ZAKI, M.AM.; DICKINSON, H.G. Microspore derived embryos in Brassica: the
significance of division symmetry in pollen mitosis I to embryogenic development.

Sexual Plant Reproduction. Heidelberg, v.4, p.48-55, 1991.

65



ZAKI, M.A.M.; DICKINSON, I1.G. Modification of cell development in vitro: the
effect of colchicine on anther and isolated microspore culture in Brassica napus. Plant

Cell, Tissue and Organ Culture. New York, v.40, n.3, p.255-270, 1995.

ZARSKY, V.; GARRIDO, D.; RIHOVA, 1; TUPY, J.; VICENTE, O.; HEBERLE-
BORS, E. Derepression of the cell cycle by starvation is involved in the induction of
tobacco pollen embryogenesis. Sexual Plant Reproduction. v.5, p.189-194, 1992.

ZHAO, I.P.; SIMMONDS, D.H.; NEWCOMB, W. Induction of embryogenesis with
colchicine instead of heat in microspores of Brassica napus L. cv. Topas. Planta.

Heidelberg, v.198, p.433-439, 1996.

66



Anexo 1:

Colchicine treatments in anther culture of soybean
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Summary. The effect of colchicine on the symmetrical division and embryo induction in
cultured anthers of soybean was investigated. The anthers were incubated in various
concentrations of colchicine for 24 or 72 h. Cytological analysis of in vitro-incubated
anthers was conducted through the first 15 days of culture. The study showed that
colchicine did not have a significant effect on symmetrical division or multinucleated
pollen formation. Embryo induction was also not affected by colchicine. Embryos showed
histodifferentiation and were classified into various morphological classes that resembled

somatic embryos obtained from immature cotyledons.

Keywords: androgenesis, androgenetic embryos, Glycine max; multinucleated pollen,

symmetrical division.
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Introduction

The phenomenon of pollen embryogenesis was first demonstrated in Datura
innoxia by Guha and Maheshwari (1964). Since then the production of pollen derived
plants from anther culture has been documented in more than 170 species of
angiosperms (Reynolds, 1997). Androgenesis has been studied intensively in model
plants such as rapeseed, tobacco, and barley ( Mardhorst et al, 1997). However, in
important crops, like soybean, induction of androgenetic embryos remains difficult. The
recalcitrant nature of this species makes the progress in haploid plant induction sluggish
and limited published information is available (Hu et al., 1996).

The ability of cultured anthers to develop haploid embryos is provided by a
change of the gametophytic program of microspores towards a sporophytic pattern. In
sporophytic development the first embryogenic division may be assymmeiric or
symmeltric (Sunderland and Dunwell, 1974). Studies on initial segmentation of
microspores in culture have shown that in several species androgenetic embryos are
derived from symmetrical mitosis (Fan et al, 1988; Zaki and Dickinson, 1990,1991,
1995). These authors consider the symmetry of mitosis a key step to subsequent pollen
embryogenesis. According to Telmer et al. (1993) the symmetric division blocks further
pollen development. The occurrence of symmetrical binucleated pollen has been
observed in soybean and is possible route for callus formation (Yin et al., 1980;
Kaltchuk-Santos et al. 1993, 1997).

Different stress pretreatments of anthers or microspores, such as heat shock
(Keller and Armstrong, 1979; Telmer et al, 1993), cold treatment (Nitch and Norreel,
1973), and starvation (Kyo and Harada, 1986), has been reported to induce the
androgenetic pathway. There are several chemical (reatments as well, that enhance the

embryogenic ability of microspores. The effect of the antimicrotubule drug colchicine
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on microspore embryogenesis has been investigated by several authors (Tanaka and Ito,
1981; Wan et al., 1989; Barnabas et al, 1991; Zaki and Dickinson 1991, 1995; Igbal et
al., 1994; Szackics& Barnabas 1995; Zhao et al., 1996). These researchers found that
colchicine promotes the androgenesis process by increasing of symmetrical mitosis and
induction of somatic embryos. Colchicine disrupts pollen development by
depolymerizing microspore microtubules (Zhao et al., 1996).

The aim of the present work was to dclermine the effect of colchicine on
androgenetic pathway of soybean and, to improve the efficiency of embryo induction

and differentiation.
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Materials and Methods
Plant material

Soybean (Glycine max (L.) Merr., 2n=40) cultivar IAS 5 was used in this study.
Young inflorescences of ficld-grown plants were harvested and pretreated for 5 days at
4° C. Floral buds 3.0 - 3.5 mm in length, containing uninucleate microspores were
selected and surface sterilized with 70% ethanol for 1 min, followed by 1% sodium
hypoclorite solution with a trace of detergent for 20 min.

Colchicine treatments

Anthers were excised and exposed to various concentrations of
colchicine added (o the induction medium (Kaltchuk-Santos et al, 1997) by
ultrafiltration. The concentrations tested were: 0, 5, 10 and 20 mg/l in experiment I; 0,
25, 50 and 100 mg/l in experiment 11, and 0, 100, 200 and 400 mg/l in experiment ITI.
One hundred anthers, dissected from 10 floral buds, were placed in each culture petri
dish, with four replications per treatment. The duration of treatments was either 24 or
72h. Afler these periods the anthers were transferred to fresh induction medium without
colchicine. Petri dishes were incubated at 25° C under 16 h photoperiod of 22.5 pE m?s’
' provided by fluorescent light.

Callus and embryo formation was determined at 60 days of culture. The
embryos formed after 60 days were transferred to a solid MSMG6AC medium (Bailey et
al., 1993) for histodifferentiation. Afler 35 days, embryos were counted, separated and
transferred to MSM6 medium (Finer and McMullen, 1991) for maturation. Seven days
later the histodifferentiated embryos were transferred to MSO (MS salts, BS vitamins,
35 sucrose, 0,35 Phytagelm, pH 5.8) medium for germination. These androgenetic
embryos were classified into morphological classes according to Buchheim et al.

(1989).

72



Cytological analysis
Twenty four anthers per treatment were fixed in ethanol:acetic acid (3:1) at 0, 5,
10 and 15 days following culture for cytological analysis. After squashing in propionic-
carmine the microspores were staged and classified under a Zeiss Axioplan Universal
microscope.
Statistical Analysis
A split-plot analysis of variance was conducted on number of symmetrical
binucleate and multinucleate pollen. A preliminary analysis of data indicated that
transformation was needed for both variables. A log(y+0.001) proved to be the most
adequate for experiment I data, log(y+0.0001) for experiment II, and a log(y+0.01) for
experiment [IT (for symmetrical binucleate pollen). Means were compared using
Tukey’s test at o=0.05. Relating on multinucleate pollen in experiment III, no
transformation of data fitted analysis of variance assumptions. Kruskal-Wallis non
parametrical analysis was used. Frequencies of calli were analyzed through a two factor

factorial design.
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Results and Discussion

Colchicine Test

It has been proposed that microtubule reorganization is the key event in
changing microspore developmental pathway, where altered division symmetry and cell
dynamics define the induced embryogenic structure (Zhao et al.,, 1996). By taking
advantage of these events, eflorts have been made to induce symmetric division. The
microtubule inhibitor colchicine has been considered as an androgenesis promoting
compound. According to Zhao et al. (1996), colchicine induces microspore
embryogenesis through cytoskeleton reorganization, which leads to the loss of the
original cell asymmetry that blocks gametophytic development. In the present study, the
effect of colchicine on the pattern of microspore division, multinucleate pollen
formation, and embryo induction from anther culture of soybean was investigated in
three experiments. Data are summarized in Table 1.

Cytological analysis of anthers showed that symmetrical binucleated pollen can
be found at the moment of incubation. The in situ occurrence of this type of pollen in
soybean was reported in a previous study (Kaltchuk-Santos et al., 1993). As a general
tendency, the frequency of symmetrical pollens increased during the culture period.

No multinucleated pollen grains were found at inoculation but they were
detected after 10 days of culture in experiment I, and after 5 days in experiments Il and
[T (data not shown). In experiment [, afler 15 days of culture multinucleated pollens
were detected only in two treatments (10 mg/l colchicine, 24 h and 20 mg/l colchicine,
72 h). In experiments IT and III, the frequencies of such grains were higher. The
slatistical analysis of experiment Il data conlirmed significant increase in frequencies of

multinucleated grains after 10 days of culture (data not shown).
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Our results did not provide any evidence to conclude that colchicine was able
to induce symmeltrical divisions and/or multinucleate pollen formation in soybean
cultured anthers. Differences among colchicine concentrations on percentages of these
types of pollen grains were not statistically significant in all experiments.

Embryos were formed from (reated and non-treated anthers (Table 1).
Although in all experiments some colchicine treatments had higher percentages of
embryo formation, the differences among treatments were not statistically significant.

Data obtained in the present study did not show a androgenic promoter
polential of colchicine as demonstrated in Brassica (Zaki and Dickinson, 1991, 1995;
Igbal et al., 1994). In wheat, both positive (Szakacs and Barnabas, 1995) and negative
(Ghaemi et al., 1994) results were obtained on the effects of colchicine on androgenesis.
In diploid potato, androgenic response did not differ significantly among five colchicine
treatments (Teparkum and Veilleux, 1998).

Zaki and Dickinson (1991) tested five colchicine levels and different periods of
exposure in microspores culture of Brassica napus. They verified that colchicine
promoted both symmetrical mitosis and embryogenesis most actively when microspores
were exposed to the higher levels of 25 mg/l for 12 h. According to the authors, the
compound exerts a dramatic eflect on the number of cells differentiating into embryos,
and this efTect is strikingly cultivar specific. The same authors (Zaki and Dickinson,
1995) investigated the effect of colchicine treatments on anther and isolated microspore
culture using hive cultivars of Brassica. In both, a promotional effect of the drug was
observed, although the embryogenic response varied among cultivars. In poor
responding cultivars, only small increases were observed.

More recently, Zamani et al (2000) found éigniticant differences in the

induction frequency of microspore-derived structures among three genotypes of wheat.
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In the winter genotype ‘Mv. Szigma’ colchicine caused a significant reduction in such
structures. In contrast, in the spring variety ‘Acheloos’ colchicine treatment increased
the frequency of the induced structures.

In the present study only one cultivar was tested, IAS5, which might be a poor
responding genotype. Assuming that colchicine action is cultivar-dependent, it is
possible that clearer results might be obtained testing other cultivars.

Some results obtained by Iqgbal et al (1994) in Brassica differ from those found
by Zaki and Dickinson (1991). The last authors believe that the positive effect of
colchicine might be associated with a particular developmental stage. Also in rapeseed,
Zhao et al. (1996) verified that the microspores responsiveness to colchicine was
developmental stage specific. According to them, low embryogenesis is usually the
result of either culturing microspores at an unresponsive stage of development or a
highly heterogeneous population of microspores in which the responsive cells are in few
number,

In our study, bud size was used as an indicator of microspore developmental
stage. Buds that presented mostly uninucleate pollens were selected. However, we
observed (data not shown) that anthers from a given bud differed in the developmental
stage of microspores. Thus, the low embryogenic response in cv IASS might be partially
attributed to heterogeneity of the microspore population within a flower bud.

Most of above reports used microspore culture system to test the effect of
colchicine on pollen embryogenesis induction. The use ol anther culture procedure in
the present study might have hindered the evaluation of colchicine effect on soybean

androgenesis.
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Androgenetic embryo production and histodifferentiation
After 30 days of culture, some of the anthers inoculated on induction medium
began to form calli. Androgenetic embryos in globular stage were produced on the
surface of anthers and on calli (Fig.1a) around 6 weeks after inoculation. At 60 days of
culture, the embryos were transferred to solid MSMG6AC medium for
histodifferentiation. The number of histodifferentiated embryos was low for all
treatments, with a total of 25 embryo clusters (2 to 8 embryos per cluster).
Several morphological types of embryos were found in this experiment (Fig. 1
b-g): monocotyledonous, dicotyledonous, polycotyledonous, fused cotyledon, long
hypocotyl-vestigial cotyledon, moderatly fasciated, and grossly fasciated. Many
embryos were partially or completely fused. Normal dicotyledonous embryos were rare
(8%) and the more frequent type was that of long hypocotyl-vestigial cotyledon (40%).
These androgenetic soybean embryos resemble somatic embryos induced from
immature cotyledons incubated on a high 2,4-D-containing medium (Buchheim et al.,
1989;Santos et al., 1997). Previous study showed that androgenetic embryos were
histologically similar to zygotic embryos (Kaltchuk-Santos et al., 1997).
The histodifferentiated embryos were transferred to a maturation medium and
then to germination medium, but none converted to plants. Optimization of the

conversion protocol is underway.
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Figure 1: a. Globular embryos formed from anther culture of soybean; b-j. Different
morphologies of soybean androgenetic embryos: b. monocotyledonous embryo; c.
cluster of dicotyledonous (d) and fused embryos (f); d. fused embryo
(m=monocotyledonous; d=dicotyledonous); e. embryo with fused cotyledons (arrow
shows the shoot apex); f. embryo moderately fasciated; g. embryo with long hypocotyl

and vestigial cotyledon. Bars=2mm.
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Table 1- Effect of colchicine concentration and duration of treatment on the formation of symmetrical binucleated pollen grains (Igyu).

multinucleated pollens and embryos in soybean anther culture:

Colchicine treatment

at inoculation

after 15 day culture

after 60 day culture

Concentration Duration | multinucleate - multinucleated anthers with
(mg/1) (hours) N® (%) d® N (%) (%) N® embryos (%)
(%)
A) Experiment |
0 24 1193 0.08 0 1615 0.37 0 80 2.50
5 24 717 0 0 1044 0.29 0 69 1.45
10 24 1801 0.11 0 2276 0.79 0.09 58 0
20 24 828 0.12 0 1871 0.21 0 54 385
0 72 1198 0 0 660 0.76 0 79 3.80
5 72 956 0.31 0 328 0 0 52 5.77
10 72 2176 0.09 0 1019 0.10 0 58 0
20 72 1359 0 0 957 0.83 0.10 55 3.39
B) Experiment 11
0 24 1659 0.66 0 2428 0.53 0 88 7.95
25 24 2624 0.04 0 3014 0.43 0.23 103 2.91
50 24 3180 0 0 2538 0.16 0.08 85 8.23
100 24 2481 0.08 0 2277 0.31 0 118 3.38
0 72 2340 0.04 0 2700 0.59 0.59 69 4.34
25 72 2088 0.07 0 2411 0.29 0.08 97 2.06
50 72 2561 0.55 0 1988 0.85 0.40 69 2.90
100 72 2540 0.04 0 1742 0.75 0.57 76 0
C) Experiment 11
0 24 7395 0.3 0 9805 0.14 0.04 123 1.62
10 24 9570 0.7 0 7188 0.32 0.08 121 3.30
200 24 9329 0.45 0 8865 0.54 0.08 85 5.88
400 24 9940 0.13 0 8917 0.09 0.02 129 6.20
0 72 3341 0.06 0 7660 0.14 0.07 150 4.0
100 72 5574 0.02 0 7551 0.26 0.05 156 3.20
200 72 4659 0.82 0 8413 0.36 0.08 126 307
400 72 5572 0.02 0 5881 0.10 0 118 1.69

@ =1otal of microspores; ®= # of 1l,,n/#total of microspores: ®= # of multinucleated/# total of microspores; @=tmal of anthers/calli



