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Resumo: A alteracdo no metabolismo dos carboidratos pode ser provocada pela acdo de fitotoxinas
produzidas por patdgenos. Plantas da cultivar Guajarina de pimenteira-do-reino foram submetidas ao
filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis, visando quantificar o carbono total na planta e sua
distribuicdo nas raizes, caule e folhas. As plantas foram inoculadas em 15 mL de meio de cultivo 1/2
MS com adigdo das doses de 0 e 50% (v/v) do filtrado fungico. Aos 45 dias da imposi¢do do tratamento
em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h, luminancia de 3000 lux e temperatura de 25C +
32C. Amostras de massa seca das raizes, caule e folhas foram submetidas ao analisador elementar
LECO - CNS 2000, para a quantificacdo de carbono total. As médias das percentagens das partes
componentes das plantas foram maiores para a dose 50% de filtrado fungico em todas as partes das
plantas. Mesmo na presenca de filtrado fungico, o carbono foi incorporado em todas as partes das

plantas, promovendo seu crescimento.



INTRODUGAO

O cultivo e a selecdo in vitro utilizando toxinas flngicas presentes no filtrado de cultura tem sido
empregada com sucesso para a selecao de diversas espécies vegetais visando a resisténcia de plantas

as espécies de Fusarium (SVABOVA; LEBEDA, 2005).

A utilizagdo do filtrado fungico tém sido instrumento efetivo para o desenvolvimento de novos
genotipos de resisténcia a doengas, estudos das interacdes entre plantas e patdégenos e como
ferramenta biotecnoldgica para auxiliar programas de melhoramento genético (SVABOVA; LEBEDA,

2005).

Espécies de Fusarium produzem uma variedade de metabdlitos secundario biologicamente ativos em
cultura (LEMOS, 2003), dentre estes, considera-se que o acido fusarico, toxina mais estudada do fungo,

esteja envolvido no desenvolvimento da doenca (SVABOVA; LEBEDA, 2011).

Sintomas da doenca semelhantes aos observados em campo sdo verificados nas plantas quando
submetidas ao filtrado de cultura, pois o filtrado apresenta em sua composicdo metabdlitos
secundarios, toxinas e tantos outros compostos (SVABOVA; LEBEDA, 2013) que podem ser utilizados

para selecionar plantas mais resistentes ou tolerantes a patégenos (CASTRO et al., 2016).

Alteracdo no metabolismo dos carboidratos pode ser provocada pela acdo de fitotoxinas produzidas
por patégenos. Assim, o objetivo deste estudo foi quantificar a distribuicdo do carbono total (CT) nas
raizes, caules e folhas das plantas de Piper nigrum da cultivar Guajarina submetidas ao filtrado de

cultura de Fusarium solani f. sp. piperis.

METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos da Embrapa
AmazoOnia Oriental, em Belém, Pard. O material vegetal utilizado foi proveniente do cultivo in vitro de

brotos da cultivar Guajarina com cinco semanas e sexto subcultivo.

O cultivo do isolado de Fusarium solani f. sp. piperis foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Amazonia Oriental. O isolado foi cedido pela Cole¢do de Fungos Fitopatogénicos do Bioma
AmazOnia da Embrapa, e foi cultivado durante uma semana em meio BSA (batata-sacarose-agar). Em
seguida, discos de 0,7 cm de didmetro, contendo micélio e conidios do fungo, foram retirados das
placas de Petri e transferidos para erlenmeyers contendo meio de cultura Czapek-Dox, sendo um disco

para cada 200 mL de meio. Apds 28 dias de incubagdo no escuro, a temperatura de 252C + 29C foi



realizada a filtragem com o auxilio de uma dupla gaze esterilizada. O micélio do fungo foi descartado

e o filtrado foi autoclavado por 20 min a 121 2Ce 1,5 atm.

Plantas de Piper nigrum foram inoculadas em 15 mL de meio de cultivo bdsico com a metade da
concentragdo dos sais de MS (1/2 MS) com adi¢do das doses de 0 e 50% (v/v) do filtrado fldngico. Os
tubos contendo as plantas foram vedados com filme de PVC e mantidos durante 45 dias em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 h, intensidade luminosa de 3.000 lux, proporcionada por
lampadas fluorescentes brancas de 20 W e temperatura de 252C + 32C. Aos 45 dias apds a imposi¢do
do tratamento, amostras de massa seca das raizes, caule e folhas das plantas de pimenteira-do-reino
da cultivar Guajarina submetidas a selegao in vitro por filtrado fungico foram submetidas ao analisador

elementar LECO - CNS 2000, para a quantificacdo de carbono total.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que o percentual médio de carbono total das partes componentes das plantas
provenientes do cultivo em meio de cultura com a adi¢ao de 50% do filtrado fungico foi maior para
todas as partes analisadas (Figura 1). As plantas mantidas na presenca de filtrado fungico
incorporaram carbono total em maior quantidade que as plantas sem a presenca de filtrado fungico,
comportamento este verificado tanto nas raizes, caule e folhas (Figura 1). Houve diferenca estatistica
na porcentagem de carbono total entre os tratamentos (0% e 50%) para as folhas das plantas de

pimenteira-do-reino.



Carbono Total Em Plantas In Vitro De Pimenteira-Do-Reino (Piper nigrum L.) Submetidas Ao Filtrado De Cultura De Fusarium

Solani F. Sp. Piperis

0% 50%
70,00 -
65,00
60,00 -
55,00

50,00

% Carbono

45,00
40,00 -

35,00

30,00 +—
RAZ CAULE FOLHA

Figura 1. Acumulo de carbono total nas partes das plantas cultivadas in vitro de Piper nigrum L. apds
45 dias da imposicao dos tratamentos. Os dados de % de CT sdo representativos de cinco repeticdes.
Letras minusculas indicam diferencas significativas entre médias (Teste de Tukey, p < 0,05).

Durante o cultivo in vitro o processo de infeccdo, modificacGes fisioldgicas e biogquimicas ocorrem
algumas vezes de forma permanente. Em seguida surgem as mudan¢as morfoldgicas visiveis
(sintomas) (AGRIQS, 2005; PASCHOLATI et al., 2008). As toxinas fungicas podem danificar as células da
planta e promover a liberagdo de nutrientes para as atividades metabdlicas do patégeno (MICHEREFF,

2001).

Lebeda et al.,, (2010) afirmam que o filtrado fungico pode conter uma gama de metabdlitos
secundarios, polissacarideos, oligossacarideos, proteinas, glicoproteinas, acidos graxos insaturados,
reguladores de crescimento e as toxinas que apresentam um papel fundamental no desenvolvimento

da doencga.

As toxinas sdo classificadas conforme seu modo de acdo, podendo atuar no aparecimento ou
responsaveis pelo desenvolvimento da doenca (YODER, 1980) e desempenham um grande nimero
de atividades potenciais durante a patogénese como por exemplo: moléculas supressoras, alterando
o inicio e/ou a manutengdo da expressdo dos mecanismos de resisténcia do hospedeiro (TRIGIANO;

WINDHAM; WINDHAM, 2010).



A incorporacao do carbono total nas plantas in vitro de pimenteiras-do-reino na presenca do filtrado
de cultura de F. solani, possivelmente pode estar relacionada com a grande demanda em energia e
fontes de carbono que sdao empregados na resposta de defesa da planta ou as alteracdes na relacao
fonte-dreno para suprir o patégeno com esqueletos de carbono durante a patogénese (STANGARLIN;

PASCHOLATI, 2000).

Alteracdo no metabolismo dos carboidratos pode ser provocada pela acdo de fitotoxinas produzidas
por patégenos. O acumulo de carboidratos e agucares alteram a quantidade e translocagdo de
carboidratos em folhas infectadas (STANGARLIN; PASCHOLATI, 2000). Assim, as fitotoxinas produzidas
por F. solani podem estar comprometendo a fotossintese, e a permeabilidade da membrana

provocando um acumulo de alguns compostos, como: amido e agucares soluveis.

Neste estudo o filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis utilizado foi autoclavado, logo podemos
inferir que o efeito fitotdxico na alteracdo do carbono nas partes das plantas de pimenteira-do-reino,
possivelmente foi decorrente da a¢do das toxinas termoestdveis presentes no filtrado fungico de F.

solani.

CONCLUSAO

Na presenca do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis. o carbono total foi maior em todas

as partes das plantas de pimenteira-do-reino.
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Resumo: O triticale (X Triticosecale Wittmack) é uma espécie oriunda do cruzamento artificial entre o
trigo (Triticum spp.) e o centeio (Secale spp.). Estudos citogenéticos estdao basicamente envolvidos na
confirmacdo do nivel de ploidia e nimero cromossémico; na analise do pareamento e segregacao
cromossdmica durante a divisdo celular e formagdo dos gametas (mitose e meiose); no
acompanhamento da cromatina introgredida frente a cruzamentos interespecificos e intergenéricos;
na identificacdo da presenca de micronucleos nas tétrades para a determinacdo do indice meiético;
na variabilidade e viabilidade de graos de pdlens. As avaliagdes citogenéticas também permitem inferir
sobre a estabilidade genética, tanto nos parentais como nas geracOes segregantes, potencializando
esse tipo de estudo para a sele¢do assistida ao melhoramento genético quanto a sele¢ao positiva ou
eliminagao de gendtipos instdveis geneticamente. Nesse contexto, a presente revisao aborda a
importancia dos estudos citogenéticos em triticale, destacando alguns estudos de sucesso, tanto na
caracterizacdo de germoplasma como na selegdo assistida aos programas de melhoramento genético

da espécie.
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INTRODUGAO

O triticale (X Triticosecale Wittmack) foi desenvolvido pelo homem com a intencdo de reunir em uma
Unica espécie as caracteristicas de seus precursores, apesar deste tipo de hibridacao interespecifica ja
ter ocorrido naturalmente na natureza (Carvalho et al., 2008). Pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Pooideae, tribo Triticeae e subtribo Triticineae, é um cereal de inverno oriundo do
cruzamento artificial entre o trigo (Triticum spp L.) como parental feminino e o centeio (Secale cereale
L.) como parental masculino. E um anfidiploide sintético, podendo conter em seu genoma 56 ou 42
cromossomos. Os triticales octoploides tém 56 cromossomos, oriundos da hibridacdo do trigo
hexaploide (2n=6X=42) com o centeio diploide (2n=2X=14), possuindo 28 pares de cromossomos (21
do trigo, sete do genoma A, sete do genoma B e sete do genoma D) e mais sete pares de cromossomos
R do centeio. Os hexaploides, com 42 cromossomos, sdo oriundos do cruzamento entre trigo
tetraploide (2n=4X=28) e o centeio diploide (2n=2X=14). O triticale é primdrio, quando provém
diretamente do cruzamento entre espécies ancestrais (trigo e centeio) e secunddrio, quando resulta
do cruzamento entre primdrios ou destes com outros secunddrios. Sdo denominados completos ou
triticales hexaploides, os que contém todos os sete pares de cromossomos dos genomas “A” e “B”, do
trigo, e “R”, de centeio. S3o denominados substituidos, os triticales hexaploides em que um ou mais
cromossomos de centeio foram substituidos por cromossomos de trigo (Carvalho et al., 2008; Kwiatek

& Nawracata, 2018).

O triticale pode ser usado como estratégia para reduzir gasto com a matéria-prima na atividade
moageira, podendo servir para a producdo de massas alimenticias, biscoitos e pdes (Baier et al., 1984),
aliado ao fato de que apresenta melhor balanco mineral e proporgao de fibras soliveis que o trigo e
maior conteudo de lisina dentre os cereais (revisdo em Watanabe, 2016). Também vem sendo
amplamente utilizado por produtores de suinos, gado e aves, representando uma alternativa de valor
energético e proteico na alimentacdo dos animais, em substituicao de outros cereais, além de grande
importancia na agricultura global e também para a producdo de biocombustivel, como é o caso do
etanol (Nascimento Junior et al., 2004; Nascimento Junior, et al., 2008). Essa espécie é alvo de
interesse nos programas de melhoramento genético, com a finalidade de unir caracteristicas
favoraveis de cada espécie parental, associado a qualidade nutritiva e o potencial de produgao, bem
como dos desafios de introgressdo de variabilidade genética necessaria para o desenvolvimento de
novas cultivares (Corréa et al. 2006; Kwiatek & Nawracata, 2018). Nesse sentido, Laugerotte et al.

(2022) destacam a possibilidade de cruzar variedades-elites de triticale com recursos genéticos
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exoticos ou selvagens, permitindo a introducdo de genes ou alelos de interesse agronémico, visando

acelerar o desenvolvimento de novas cultivares.

O melhoramento do triticale deve ser analisado através de informacées sobre o modo de reproducao,
nimero cromossdOmico e comportamento meidtico para melhor orientar os cruzamentos,
maximizando tempo, redugdo de custos e recursos fisicos, principalmente pelo fato de ser um hibrido
interespecifico. De acordo com Brammer et al. (2019), a caracterizagdo de um germoplasma deve ser
realizada anteriormente ao desenvolvimento dos cruzamentos no programa de melhoramento
genético, pois possibilita a melhor selecao dos parentais. Além disso, Kwiatek & Nawracata (2018)
abordam, em excelente revisao, que as manipulagdes cromossémicas dao a possibilidade de melhorar
o pool genético de triticale e seus parentes sem usar quaisquer tecnologias que estejam conectadas

com ferramentas de edicdo de genoma e associados a organismos geneticamente modificados (OGM).

As andlises citogenéticas em triticale podem revelar vdrias irregularidades meidticas como nao
pareamento cromossOmico, alta frequéncia de aneuploidias e esterilidade parcial (Falcdo et al., 1981).
De acordo com Oettler (2005), a principal causa é decorrente da insuficiéncia de tempo na duracdo da
formacdo de quiasmas nos cromossomos do centeio na sinapse. As instabilidades meidticas podem
prejudicar a aquisi¢cao de padrdes minimos para a producao do grao de pdélen, quando associada com
anormalidades genéticas e/ou aberracdes cromossdmicas, o que resulta na formacdo de plantas
anormais, macho-esterilidade impossibilitadas de produzir graos. Este fato é importante, pois no
melhoramento genético, sdo utilizadas somente plantas tipicas como parentais, com gendtipos
estdveis para realizar cruzamentos e gerar novas cultivares melhores, adequadas aos padrdes da
legislacdo brasileira de sementes (Corréa et al., 2006). Anormalidades no processo meidtico, levando
a viabilidade de pélen reduzida, sdo descritas em diversas outras espécies, tais como milho (Zea mays),
Paspalum (Paspalum spp.), soja (Glycine max), couves (Brassica napus e B. campestris), cevada
(Hordeum vulgare) e trigo (Triticum aestivum) (Pagliarini, 2000; Munaretto et al., 2020; Frizon et al.,

2021).

Entretanto, uma das maneiras de verificar se o comportamento dos cromossomos é normal, é por
meio da identificacdo de microntcleos nas tétrades, analise de micréosporos e/ou grdos de pdlen,
consistindo-se de um método rapido, direto e que permite, tanto a selecdo como a eliminac¢do de
genodtipos indesejaveis e/ou instaveis geneticamente (Corréa et al., 2006; Frizon et al., 2017). Ressalta-
se gue a analise da presenca de micronucleos em um estudo de inferéncia genética, como apoio ao

melhoramento genético, pode ser crucial. Isso é bem documentado em revisdo de Toniazzo et al.
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(2018), onde descrevem que os microntcleos sdo formados devido a quebras ou pontes
cromossomicas durante a anafase da meiose (I ou Il), acarretando segrega¢ao cromossdmica desigual
pelo fato de que os cromossomos retardatarios formam massas de cromatina isoladas do grupo

principal e, como consequéncia, perda de material genético.

Portanto, énfase especial deve ser dada para os estudos de inferéncia da estabilidade genética no
momento dos cruzamentos e da segregacao das progénies em programas de melhoramento de uma
espécie, principalmente considerando-se os diferentes fatores envolvidos (bidtico ou abidticos), tipo
de germoplasma e os objetivos propostos (Brammer et al., 2021). As Figuras 1 e 2 apresentam algumas

das caracteristicas evidenciadas em estudos citogenéticos de triticale.

ESTUDOS CITOGENETICOS EM TRITICALE: EXEMPLOS DE SUCESSO

Quando se pretende iniciar um programa de melhoramento genético de uma determinada espécie,
algumas premissas basicas devem estar bem estabelecidas, principalmente o objetivo do programa e
o conhecimento da espécie a ser trabalhada. Além do sistema de cruzamento envolvido é fundamental
conhecer a constituicdo gendmica, ou seja, o numero cromossdmico e o nivel de ploidia. Na Embrapa
Trigo, sdo realizadas essas avaliacOes citogenéticas desde a década de 2000 e em praticamente todos
os genotipos que sdo usados nos blocos de cruzamento, durante a fase das hibrida¢cdes do programa
de melhoramento da espécie. Outros estudos sdo realizados associando a citogenética com o
melhoramento genético de triticale e dentre esses, destacam-se, a seguir, alguns realizados,

principalmente, no Brasil.

Considerando a area da citogenética cldssica, Brammer et al. (2002) determinaram o nivel de ploidia
em gendtipos de triticale, visando identificar os hexaploides e octaploides, para uso no programa de
melhoramento genético da Embrapa Trigo, bem como contribuir para o conhecimento da espécie e
caracterizacdo do germoplasma em estudo. Basicamente, foram analisadas a mitose de pontas de
raizes, obtidas de sementes germinadas em papel germitest. Apds a coleta das raizes com 1,5 cm de
comprimento, fez-se o pré-tratamento a 42C por 24 horas, seguido da fixacdo com solucdao em Carnoy
3:1 (3 dlcool etilico: 1 acido acético, v:v), por 24 horas em temperatura ambiente e conservadas em
alcool etilico 70% a -202C, até a preparacdo das laminas. Para isso, as raizes foram retiradas do alcool
70% e postas em hidrélise com HCl 1N, por 12 minutos a 602C, seguido da lavagens e secagem das
raizes e imersao no corante Feulgen, por cerca de uma hora no escuro. De imediato, preparou-se as

[daminas macerando bem o material e substituindo o corante por carmim acético 1%. Procedeu-se a
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visualizagdo ao microscopio 6tico, cujas determinagdes foram feitas em células bem individualizadas
na metdfase mitdtica. Esse procedimento é o mais comumente usado no Laboratdério de Biotecnologia

da Embrapa Trigo e também em diversos centros de pesquisas e universidades.

Considerando os estudos de meiose, variabilidade e viabilidade do grdao de pdlen, Falcao et al. (1981)
abordam a relagdo do efeito genotipico e ambiental no comportamento meidtico e a influéncia de
anormalidades cromossOmicas na fertilidade de triticale hexaploide. Para as autoras, durante os
processos da fertilizagcdo até a obtencdo da semente madura, varios fatores genéticos e ambientais
estdo envolvidos, além da regularidade meidtica. Segundo Brambatti (2010), por meio de estudos de
mitose e/ou meiose, eliminam-se os materiais instaveis com anormalidades citoldgicas, aumentando
a probabilidade de que aqueles mais estaveis sejam escolhidos em etapa anterior a multiplicacdo de
sementes, permitindo um maior avango na sele¢do e evitando que anomalias sejam repassadas de
geracdo para geracdo. Nesse contexto, Rosa et al. (2006) observaram que existem diferencas entre
gendtipos de triticale quanto a frequéncia de tétrades irregulares e gendtipos que apresentam
irregularidades meidticas, mas que podem produzir pdlen vidvel e em quantidade elevada. Por sua
vez, Zanotto et al. (2009) encontram porcentagem média de grdos de pdlen vidveis em gendtipos de
triticale, oriundos do bloco de cruzamentos, entre 68,6% a 98,8%. Tais valores foram considerados

altos entre gendtipos bem distintos geneticamente.

No caso de estudos que analisam diretamente algumas fases da meiose até o desenvolvimento do
grdo de pélen, destaca-se o de Guerra et al. (2011) onde foram observadas irregularidades em anafase
|, como cromossomos retardatdrios, micronucleos em teléfase | e Il teldfase, tétrade normal e tétrade
com micronucleos, além de pdlen inviavel, o que comprometeu tanto o comportamento meidtico
guanto o indice meidtico. Verificaram que a porcentagem de polens vidveis foi mais elevada ao serem
comparados com os seus indices Meiéticos (IM). Mencionam que as porcentagens de células normais
foram sempre maiores em plantas sob condi¢cdes de campo do que aquelas em casa de vegetacao.
Para todas as caracteristicas estudadas, as plantas cultivadas em condi¢cdes de campo sdao melhores
do que aquelas em casa de vegetacdo, o que levou a conclusdo de que fatores ambientais, no ambiente
protegido, afeta negativamente as caracteristicas reprodutivas analisadas. Ainda com relagdo a essa
tematica, Zimmermann et al. (2014) analisaram gendtipos de triticales da populagdo estruturada
Embrapa 53/BRS Minotauro do programa de melhoramento genético da Embrapa Trigo. A analise da
presenca de micronucleos e IM foi realizada com os parentais e os hibridos F1 e F», sendo que os

métodos empregados foram os usuais do Laboratério de Biotecnologia. As andlises foram em
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microscopia Otica e com trés repeticdes por gendtipo, onde foram analisadas 300 tétrades/lamina,
totalizando 4.584. O IM foi calculado considerando o nimero de tétrades normais/numero total de
tétrades analisadas x 100, sendo verificado para a cultivar Embrapa 53 com 87%, BRS Minotauro com
78%, F1 com 68% e F, com 79%. Esses resultados indicam que para esta populagao, a geragao Fi
apresentou menor IM e a diferenca dos indices entre os pais pode estar contribuindo para os demais

IMs, representando a necessidade de retrocruzamentos, visando obter indices acima de 90%.

Dentro da estratégia de retrocruzamentos, Giacomin et al. (2015) analisaram o comportamento
meiodtico, a viabilidade do pdlen e estabilidade meidtica também para as cultivares Embrapa 53 e BRS
Minotauro e seus hibridos nas gerag¢bes Fi, F, e retrocruzamentos RC: e RC,. Os resultados das
avaliagBes citogenéticas quanto a presenca de micronucleos em tétrades, demonstraram que o IM
variou de 68 a 87%, considerando a categoria normal para as tétrades sem micronucleo. Nas analises
da viabilidade polinica, a porcentagem de grados de pélen binucleados e/ou trinucleados, considerados
vidveis, variou de 59% na geragdo F1 a 79%, no RC,. Quanto a presenga de graos de pdlen vazios ou
com mais de um poro, ambos considerados invidveis, a frequéncia foi de 5,18% e 0,38%,
respectivamente. Concluiram, por meio das analises estatisticas, que o retrocruzamento afeta
positivamente a estabilidade meidtica do triticale e que esse método deve ser considerado pelos
melhoristas no momento que se almeja obter linhagens de triticale com melhor estabilidade

gendmica.

Por sua vez, Brambatti et al., (2016), ao analisarem a viabilidade polinica, em gendtipos de triticales
hexaploides oriundos do bloco de cruzamentos do programa de melhoramento genético da
Embrapa Trigo, visaram inferir sobre a estabilidade genética do material bioldgico e com isso
demonstrar que os estudos citogenéticos representam excelente ferramenta de apoio ao melhorista
na escolha dos gendtipos mais estaveis. Nesse estudo, foram avaliados 29 gendtipos, com cinco
repeticao cada, por meio de microscopia Optica e técnica de Squash, totalizando 1.000 graos de
pélen/gendtipo. As varidveis analisadas foram: graos de pélen binucleados e trinucleados, com pouco
amido, vazios, com mais de um poro e de tamanhos diferentes. Os resultados obtidos demonstraram
gue houve diferenca significativa entre todas as varidveis, sendo que a porcentagem de graos de pdlen
binucleados e/ou trinucleados (vidveis) variou de 74 a 97%. Ao mesmo tempo, identificaram que 66%
dos gendtipos apresentaram viabilidade polinica acima de 90%, estando aptos a continuar fazendo
parte do programa de melhoramento genético de triticale, tanto na selecdo de parentais como

durante os cruzamentos e retrocruzamentos.
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Entre outras técnicas citogenéticas, as de bandeamentos cromossémicos, muito utilizadas nas décadas
de 1960 a 1980, eram aplicadas nos estudos evolutivos, principalmente para verificar as diferencas
nas estruturas cromossOmicas entre os individuos da mesma espécie, espécies relacionadas dentro da
mesma familia ou género e em populagdes (Jouve et al., 1980; Martin & Hesemann, 1988). Entretanto,
a maioria dos estudos s3do realizados com diferentes estratégias metodoldgicas para a melhor
compreensdo dos aspectos genéticos envolvidos (Zhang et al., 1998; Hohmann et al., 1999; Bento et

al., 2008; Zhou et al., 2007; Laugerotte et al., 2022)

Das estratégias mais recentes, destacam-se as aplicadas pela citogenética molecular (Brammer et al.,
2006), impulsionadas a partir de 1990, em que podem ser visualizados os cromossomos e/ou
cromatina distendida por métodos fluorescentes, via Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH) ou
Hibridizacdo Gendmica In Situ (GISH). Brammer et al. (2013) mencionam que para as Triticeae a ampla
hibridacdo entre espécies relacionadas representa um potencial pratico no melhoramento genético,
em funcdo da facilidade de cruzamento e do grande conhecimento de seus genomas. A area da
citogenética molecular, analisa com grandes detalhes a estrutura cromossémica, o acompanhamento
da quantidade de cromatina introgredida em cruzamentos interespecificos, os pareamentos
intergendbmicos em plantas hibridas, além da verificacdo da posicdo de genes e de marcadores
moleculares, muito Util na integracao de mapas genéticos e cromossomicos (Brammer et al., 2013). A
FISH tem sido utilizada principalmente para localizar diferentes sequéncias de DNA em cromossomos
mitdticos ou meidticos, em nucleos interfasicos e em fibras de cromatina estendidas. Por sua vez, a
GISH tem aplicagbes na evolugdo, na caracterizacdo de genomas e cromossomos em hibridos
poliploides, alopoliploides parciais e linhagens recombinantes, hipo-haploides, assim como na
identificacdo de introgressdes génicas, translocacdes e inversdes contribuindo de forma eficiente na
analise da estabilidade cariotipica e na escolha dos melhores genédtipos visando a selecdo assistida do

melhoramento genético (Brasileiro-Vidal et al., 2002; Penaloza & Pozzobon, 2007).

A técnica de GISH é amplamente usada em triticale, pelo fato de ser um hibrido interespecifico e
intergenérico, o que permite inumero estudos, desde a confirmacdo do nivel de ploidia e numero
cromossOmico para cada parental como da estabilidade cromossémica no hibrido e geragdes
segregantes, além de acompanhamento de introgressdes génicas e identificacdes de translocacgdes.
Brambatti (2010) analisou a presenca de possiveis traslocacdes em cindo genétipos de triticales.
Quanto ao nivel de ploidia, todos foram hexaploides (2n=6x=42). Comparando-se os genodtipos, foi

possivel verificar que as cultivares BRS Ulisses, Triticale BR 4, assim como as linhagens PFT 0803 e PFT
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112, apresentaram o padrdao cromossdmico normal e dentro do esperado para a espécie, embora em
BRS Minotauro o padrao cromossdmico foi diferenciado, demonstrando a existéncia de possiveis
translocagdes. Entretanto, a autora menciona que no presente estudo, ndo pode verificar quais bracos
cromossomicos e quais genomas de trigo estdo associados a estas translocagdes com o genoma do
centeio e que a presenga de translocagdes, ndao pode ser indicativo de irregularidade no processo
meidtico em virtude de que as células analisadas eram somaticas, e ndo gaméticas, necessitando de

maiores estudos.

20



Figura 1: Tétrades normais e anormais em triticale: (a) tétrade normal; (b) com um micronucleo; (c) com mais de um micronucleo por micrésporo;
(d) diade; (e) triade; (f) cromossomos retardatarios na meiose I.

Fotos: Zimmermann, L.S. (2015) — estagiaria de iniciagdo cientifica da Embrapa Trigo.
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Estudos Citogenéticos Em Triticale: Caracterizagdo De Germoplasma E Apoio Ao Melhoramento Genético

Figura 2: Variabilidade e viabilidade dos grdos de pdlen em triticale: (a) bi/trinucleado com bastante amido, um poro e tamanho normal; (b)
bi/trinucleado com bastante amido (seta), um poro e tamanhos diferentes; (c) tamanho menor com pouco amido (seta); (d) com mais de um poro
visualizados nas setas; (e) vazio; (f) pdlen com trés poros (setas) e de tamanho maior com pouco amido.

Fotos: Zimmermann, L.S. (2015) - estagiaria de iniciagao cientifica da Embrapa Trigo.
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4. CONCLUSAOQ

Os estudos citogenéticos pemitem analisar e inferir sobre a estabilidade genética, tanto nos parentais
como nas geracoes segregantes, representando excelentes ferramentas para a identificacdo e selecao
dos melhores gendtipos, bem como potencializando esse tipo de estudo, tanto na caraterizagao de

germoplasma como na selecdo assistida em programas de melhoramento genético de triticale.
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Resumo: Entender os mecanismos que determinam o sexo biolégico nos organismos e a herdabilidade
ligada a0 mesmo sempre foi uma questdo pertinente a pesquisadores da area da genética, com o
avanco da biologia molecular diversas pesquisam se aprofundaram no tema trazendo respostas a
questdes importantes que ajudaram na compreensao desse tema tao complexo. Nesse contexto essa
revisdo abordou os diferentes mecanismos que interagindo entre si determinam o sexo bioldgico nos
organismos e a influéncia que o mesmo exerce sobre sua prole, além de abordar sobre a herdabilidade
ligada ao sexo, as diferentes formas de reprodugdo, e como o sexo é determinado em diferentes
espécies. A partir dessa revisdo esperamos fornecer um compilado de informacdes e resultados

promissores na area da determinacgao genética do sexo e a sua herdabilidade.

Palavras-chave: Genétipo, Fertilizacdo, Variabilidade genética.
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1. INTRODUGAO

Biologicamente a principal funcdo do sexo é a reproducdo, porém existem muitos animais e plantas
gue se propagam de forma assexuada, sem a fertilizacdo, tendo o sexo uma segunda funcdo
importante, a recombinagcao genética sendo um mecanismo utilizado como meio para aumentar
variabilidade genética. Essa pauta comecou a ser amplamente discutida apds a explosao de pesquisas
na drea de biologia molecular, que se iniciou a partir de 1980, com o avan¢o da ciéncia e
aprimoramento de conhecimentos biomoleculares foi proposto que o sexo é fundamental para
ampliar a variabilidade genética na natureza, através da recombinacdo e segregacao génica ocorrida
na meiose. Esse processo biolégico conhecido como crossing-over teve papel crucial na ampliacdo da

diversidade genética e evolucdo das espécies.

Os estudos acerca dos cromossomos sexuais comecaram a ser datados em meados de 1900 pelo
pesquisador Thomas Hunt Morgan, que investigou os cromossomos sexuais na Drosophila
melanogaster (GRIFFTHS et al., 2013). Em 1905 ficou comprovado a existéncia dos cromossomos
sexuais por Wilson e Stevens, em seus trabalhos de existéncia dos cromossomos sexuais nos insetos.
Atualmente, sabe-se que a heranca sexual se encontra nos genes sexuais denominados de alossdmicos

(XX fémea, XY macho).

A determinacdo sexual resulta em individuos com fendtipo que permite serem identificados como
machos, fémeas e hermafroditas, ou seja, espécies com dimorfismo sexual, estas diferengas podem
ser mais ou menos notdrias. Em muitos casos a determinacao do sexo vai depender de muitos fatores,
como nas plantas em que os mecanismos que irdo determinar a sexualidade delas passa por fatores

genéticos, epigenéticos e fisioldgicos, existindo uma grande variedade de mecanismos regulatérios.

Em se falando de evolugdo, diversos organismos vivos ndo apresentam mais cromossomos sexuais,
como os anfibios, répteis, a maioria dos peixes, entre outros. Os cromossomos sexuais desses
individuos tém sofrido diferenciacao, uma vez que, a determinacgao sexual acontece por meio de genes

gue sdo responsaveis pela producdo de hormonios sexuais (RAMALHO et al., 2012).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica do atual artigo foi realizada tendo como base artigos cientificos que tratam

acerca da heranca genética ligada ao sexo.
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3. DETERMINAGAO GENETICA DO SEXO

Nas células, existem cromossomos sexuais € cromossomos autossomos, esses Cromossomos sexuais
permitem a definicdo de caracteristicas do individuo relacionados diretamente com a manifestacao
do sexo, seja masculino ou feminino. J& os cromossomos autossomos nao estdo diretamente
relacionados ao sexo, mas podem estar alguns genes ali presentes relacionados. Existem basicamente

trés sistemas de determinagao do sexo: XY, XO e ZW.

3.1 SISTEMA SEXUAL XX-XY

Em diversas espécies, os machos e as fémeas possuem o mesmo nimero de cromossomos. A diferenca
é que, as células das fémeas tém dois cromossomos X (XX), garantindo a fémea a caracteristica
homogamética e as células dos machos tém um cromossomo X e um cromossomo menor Y (XY),
tornando os machos geneticamente diferentes das fémeas sendo denominados como

heterogaméticos.

Nesse sistema o sexo do individuo é determinado no momento da fecundagdo. A maioria dos animais
vertebrados, insetos, e até mesmo plantas didicas, como o ldpulo e o canhamo, se enquadram nesse
sistema onde os machos sao heterogaméticos (n+XY) e as fémeas sao homogaméticas (n+XX). Assim,
a determinacao do sexo, se estabelece pelo arranjo formado entre o cromossomo X originario da
fémea e o cromossomo X ou Y origindrio do gameta masculino, sendo entdo o macho quem determina

o sexo do seu descendente.

O que torna o cromossomo Y o determinante do sexo em mamifero é a presenca de um gene, chamado
SRY (Sex-Determining Region of Y Chromossome) também denominado TDF (Testis Determining
Factor). Este desenvolve as goOnadas, originando um testiculo que irdo produzir andrégeno
(testosterona) por meio das células de Leydig que sdo secretadas no corpo o que desencadeard o
desenvolvimento do sexo fenotipico masculino, em sua auséncia desenvolve-se as genitais femininas

(Berta, 1990).

Quando temos a ocorréncia de cromossomos sexuais heteromorficos (XY) ndo condiciona
necessariamente que os genes localizados neles irdo definir o sexo, temos exemplo da Rumex acetosa,
em que o fator determinante do sexo é a proporgdao entre cromossomos X e autossomos, sendo o

cromossomo Y nulo nessa expressao fenotipica (WESTERGAARD, 1958).

No Inicio, imaginava-se que o mecanismo de determina¢do do sexo em Drosophila, era idéntico ao

observado em mamiferos. Contudo, com decorrer dos estudos foi identificado que o sexo nelas, é
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determinado por um balanco entre a relacdo de cromossomos X e o nuimero de conjuntos
autossdmicos, podendo originar além de individuos normais, varios tipos sexuais, concluindo entao,
gue o cromossomo Y ndo é essencial para o desenvolvimento do fendtipo macho, embora seja

determinante para a fertilidade.

3.2 SISTEMA SEXUAL X0

No sistema X0, existe apenas um cromossomo sexual, o 0 nesse caso indica a auséncia do cromossomo
Y, sendo entdo: individuo XX (sexo feminino) e individuo X0 (sexo masculino), isso resulta em nimeros
pares de cromossomos para as fémeas e numeros impares para os machos. As fémeas sempre
produzirdo gametas com um cromossomo X, enquanto os machos podem produzi-los com um
cromossomo X ou nao, ficando com apenas cromossomos autossomos (ARAUJO, 2017). Portanto, o

macho é heterogamético e a fémea, homogamética.

O sistema X0 é encontrado em alguns insetos, como percevejos, grilos, baratas, besouros e
gafanhotos, além dos nematéides, mas também é observado, por exemplo, em galinhas domésticas e

alguns répteis.

Mesmo nesse caso o macho possuindo apenas um cromossomo X, com numero impar de
cromossomo, é ele o heterogamético e quem determina o sexo de seus descendentes. A fémea, por

sua vez, contém dois cromossomos X, homogamética, e produz apenas um tipo de gameta.

3.3 SISTEMA SEXUAL ZW

Esse sistema ocorre em pdssaros, insetos da ordem lepiddptera (borboletas e mariposas), e também

em alguns peixes, dada sua variedade de mecanismos de determinacdo (Ezaz, 2006).

No sistema ZW, existem dois cromossomos sexuais, W e Z. O macho possui dois cromossomos sexuais
idénticos (ZZ) produzindo, consequentemente, um Unico tipo de gameta, sendo os individuos
homogaméticos. Os individuos heterogaméticos, ZW, sdo as fémeas, e, portanto, quem determina o
sexo da descendéncia. Os machos tém dois cromossomos sexuais idénticos (ZZ) produzindo,
consequentemente, um Unico tipo de gameta. A fémea é heterogamética e, portanto, quem
determina o sexo da descendéncia. Para evitar que confundam com o sistema XX-XY, os cromossomos

sexuais nesse sistema sdo chamados de Z ou W. As fémeas sdo ZW e os machos sao ZZ.
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4. DETERMINAGAO DO SEXO EM ABELHAS

Houve um tempo em que a partenogénese foi considerada a base da determinacdo do sexo nas
abelhas. Entendia-se, entdo, que se houvesse um sistema cromossdmico (hapldide), era masculino e
se tivesse dois sistemas cromossomicos (dipléide) era feminino. Embora essa seja uma explicagao

razodvel, essa teoria agora é conhecida como falsa (BARBOSA, 2015).

Estudos revelam a existéncia do gene csd (complementary sex determiner) como sinal primario no
desenvolvimento sexual de abelhas. O gene possui de onze a dezenove alelos diferentes (MACKENSEN,

1955; LAIDLAW et al., 1956; ADAMS et al., 1977).

Existe uma regra muito simples para determinar o sexo nas abelhas. Se houver dois alelos sexuais
diferentes, a abelha se tornard uma fémea (trabalhadora ou rainha). Se houver apenas um tipo de

alelo presente, a abelha se tornard um zangao (BOSCOLLI e KERR, 2008).

Quando fertilizada, a rainha conserva no receptdculo seminal uma quantidade suficiente de
espermatozéides que poderao ser utilizados durante toda a sua vida. Se os ovos forem fertilizados e,
portanto, o descendente herdar os dois alelos diferentes do gene csd, as proteinas codificadas por eles
combinam-se para desencadear o desenvolvimento de uma fémea dipléide. A diferenciacdo em rainha
ou operaria ird depender do tipo de alimentacdo que a larva receber3, se ela for alimentada com geleia
real sera desenvolvida uma rainha. O sistema falha quando um ovo fertilizado herda duas cépias do
mesmo alelo do gene, resultando em um macho dipldide, porém, ele ndo chega a fase adulta uma vez

que as operarias os utilizam como alimento ainda em fase larval (BEYE et al., 2003).

Entdo, compreende-se que, nas abelhas, as fémeas (trabalhadoras e rainhas) se desenvolvem a partir
de ovulos fertilizados, preservando o numero dipléide 2n de cromossomos da espécie (32
cromossomos), enquanto os machos normais se desenvolvem a partir de évulos nado fertilizados eles
tém apenas o numero hapldide (n) dos cromossomos da mae (16 cromossomos). Dessa maneira, nos
drones, os genes que controlam um personagem ndo sdo encontrados em pares, mas sempre

encontram um alelo (BARBOSA, 2015).

5. DETERMINAGAO DO SEXO EM PLANTAS

A determinagdo sexual das plantas esta altamente ligada a processos genéticos. Uma parte das plantas
é estabelecida pelos cromossomos sexuais XY e ZW, e a outra parte é hermafrodita, ou seja, sdo

plantas com os drgdos masculino e feminino da mesma flor.

32



Algumas plantas sdo de expressao sexual por genes, dividindo-se em didicas, que apresentam érgaos
masculinos e femininos em plantas diferenciadas; mondicas, que possuem 6rgaos masculinos e flores

femininas separadas; e poligama que, apresenta flores mondclinas e diclinicas num mesmo individuo.

Outro tipo de controle genético bastante frequente em plantas é aquele efetuado nao por
Ccromossomos sexuais, mas sim por genes autossomicos. Na realidade, a grande maioria das plantas
superiores ndo apresentam cromossomos sexuais. Um exemplo de controle da expressao sexual por
intermédio de genes autossdmicos ocorre em pepino, Cucumis sativus. Nessa planta, o tipo sexual
mais comum é o mondico, ocorrendo também os tipos gindico, andromondico e hermafrodita. As
plantas gindicas produzem apenas flores femininas, enquanto as androgindicas possuem flores
masculinas e hermafroditas na mesma planta. Essas expressdes sexuais sdo controladas por dois genes
F e M, que se interagem da seguinte forma: ff MM; ff Mm: mondica; FF MM; FF Mm: gindica; FF mm;

Ff mm: hermafrodita; ff mm: andromondica.

Acredita-se que em plantas mondicas, por causa do local ou ambiente em que estdo, os genes sao
inibidos, alguns surgem e expressam flores masculinas ou fémininas em diferentes locais da planta.
Essas espécies apresentam cromossomos sexuais holomorficos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). O
sexo nao é determinado apenas pelos cromossomos, mas por um ou mais genes. O gene corresponde
a uma série alélica em que o macho é dominante sobre o hermafroditismo e recessivo sobre o sexo
feminino (GRIFFITHS et al., 2013). Algumas espécies tém uma forma mondica ou uma forma dioica de

acordo com sua localizacdo geogréfica, o que comprova que o ambiente pode influenciar esse fator.

Os varios tipos de expressao sexual no pepino permitem a producdo de sementes hibridas de uma
maneira bastante simples. Para isso, basta que um dos genitores do hibrido seja uma linha gindica.
Nesse caso, toda semente produzida pelas plantas gindicas sdao necessariamente hibridas, uma vez
gue as mesmas devem receber pdlen de outras plantas que possuem flores masculinas. Como as
plantas gindicas s possuem flores femininas, sua manutencao é feita pela aplicacdo de giberelina, a
qual induz, temporariamente, a producao de flores masculinas, permitindo, assim, a autofecundacao

da planta fémea. (RAMALHO et al. 2012).

6. GENES MASCULINIZANTES E FEMINILIZANTES

Anteriormente, comentamos que a determinacdo do sexo era explicada por cromossomos sexuais que
determinam quem sera o macho e quem serd a fémea, contudo existem evidéncias em algumas

espécies na presenca de genes e alelos que determinam também o sexo bioldgico, entdo podemos
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dizer que existem genes masculinizantes e genes feminilizantes que estdo presentes em cromossomos

autossomos.

Um exemplo é a expressao sexual em peixes do género Sarotherodon (tildpia) em funcdo dos genes
sexuais com relagao aos autossomos. Nesse caso a determinagdo do sexo na tildpia depende de um
gene autossOmico, associado a trés cromossomos sexuais (X, W e Y). Para determinar a ordem em
funcdo do macho, se faz da seguinte maneira: O Y é mais determinante para surgir macho, quando
comparado ao W e esse comparado ao X, ou seja: Y> W> X (cromossomos com relagdo a

masculinidade) (Chan e Yeung, 1983).

Considerando simultaneamente os cromossomos sexuais e 0 gene autossOmico, sdo possiveis 18
constituicdes genéticas diferentes. Quando o gene estd em homozigose recessiva aa ele orienta para
formacao do sexo feminino de modo que se houver uma cépia do gene AA orienta para a formacgao

do sexo masculino, conforme tabela a seguir.

Tabela 1. Expressdo sexual em peixes do género Sarotherodon (tilapia) em fun¢do dos cromossomos

sexuais e do gene autossOmico.

Cromossomos Genotipos
Sexuais AA Aa aa
vy J g J
WY d ol Q
Xy g g Q
WW g Q Q
% g : :
XX 9 ? 3

Fonte: Avtalion e Hommerman (1978)

Do ponto de vista comercial, o macho ganha peso muito mais rapido quando comparado a fémea, logo
cruzamentos que produzem descendéncia de 100% machos sdao altamente desejados, permitindo

assim uma maior otimizacdo de producao de proteinas a partir desse sistema produtivo

7. HEREDITARIEDADE EM RELAGAO AO SEXO

A teoria cromossOmica da heranca propoe que os padrées de heranca de tracos podem ser explicados
pelo padrao de transmissao dos cromossomos durante a gametogénese e fertilizacdo e se expressam

de forma particular em algum aspecto nos individuos de sexos diferentes. Esses tracos podem ocorrer

34



em decorréncia de genes situados nos cromossomos sexuais, cuja heranca é explicada pela passagem

dos cromossomos sexuais dos genitores para os filhos e é denominada de heranga ligada ao sexo.

Porém, também existem caracteristicas que sdo controladas por genes situados em cromossomos
autossdmicos, mas sofrem influéncia do sexo, especialmente de hormdénios sexuais. Esses ultimos
caracteres apresentam dois tipos de controle genético: a heranca influenciada pelo sexo e a heranga

limitada ao sexo. (RAMALHO, 2012).

7.1 HERANCA LIGADA AOS CROMOSSOMOS SEXUAIS

E observado principalmente em animais havendo um sexo homogamético e outro heterogamico.
Apesar de serem, esses cromossomos, 0s principais responsaveis pela determinacdo do sexo, eles

podem possuir também outros genes nao diretamente relacionados com o sexo.

As caracteristicas ligadas ao sexo sdao muito utilizadas na sexagem de animais sendo muito util a

criadores, uma vez que a separacao do sexo é realizada pelo fendtipo dos animais

Um exemplo interessante sobre os cromossomos sexuais é a cor da pelagem em gatos, as cores
amarela e preta devem-se, respectivamente, aos alelos E e, situados no cromossomo X, e ocorre
também a cor branca, em razdao de um controle genético autossdmico. No caso da fémea, ela podera
ser XEXE, ou seja, amarela e branca; XeXe, preta e branca e XEXe, amarela, preta e branca. J3, os
machos sé podem ser XEY, amarelo e branco e XeY, preto e branco. Dessa forma, explica-se o fato
amplamente conhecido pela comunidade de que todos os animais de trés cores sdo sempre fémeas

(RAMALHO, 2012).

7.2-HERANCA INFLUENCIADA PELO SEXO

Na heranca influenciada pelo sexo, o efeito de genes autossomais é afetado pelas caracteristicas
hormonais e fisiolégicas do sexo em que se encontra. E possivel observar essa influéncia nas
caracteristicas de individuos heterozigotos que expressam diferentes fendtipos dependendo do sexo,

ja em homozigotos o gene se expressa igualmente em ambos os sexos (UFV, 2016).

Como exemplo dessa influéncia pode ser citada a calvicie que possui o seguinte mecanismo genético
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Tabela 2. Mecanismo genético da calvicie

Genotipo Homem Mulher
AA Calvo Calva
Aa Calvo Né&o calva
aa Né&o calvo Né&o calva

Nesse caso, o alelo A determina a calvicie e o alelo a determina a persisténcia de cabelos. O alelo A
domina a, quando em um gendtipo do individuo do sexo masculino, porém em individuos do sexo

feminino ocorre o contrario, o alelo a domina o alelo A.

7.3 HERANCA LIMITADA PELO SEXO

Essa condicdo determina que um dos sexos apresenta um Unico fendtipo, para qualquer que seja seu

genodtipo. A segregacao fenotipica ocorre apenas no sexo oposto (UFV, 2016).

Exemplos claros dessa caracteristica sdo as vacas de leite e galinhas poedeiras, os machos dessas
espécies ndo produzem leite ou ovos, porém tem papel fundamental na determinacdo da quantidade
e qualidade desses produtos em suas crias fémeas uma vez que, apesar de ndao expressarem
fenotipicamente, possuem os alelos envolvidos na producdo dos mesmos. Sendo assim, o maior ou
menor potencial para producao de leite e ovos é avaliado pelo comportamento de suas crias fémeas

obtidas pelo cruzamento dos machos de determinada espécie com diversas fémeas (RAMALHO, 2012).

8. CONCLUSAO

Essa revisdo abordou a determinacdo genética do sexo e os diferentes tipos de heranca relacionados
aos cromossomos sexuais, sendo elas, sistema sexual XX-XY, sistema sexual X0 e sistema sexual ZW,

além de discorrer sobre como ocorre a determinacdo do sexo em abelhas e plantas.

Como perspectivas para trabalhos futuros é importante ressaltar que os avangos na biologia molecular

tém contribuido de forma significativa para uma maior compreensdo acerca da herdabilidade sexual
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dos organismos e como diversos fatores biolégicos interagem entre si para formar o que conhecemos
como o sexo bioldgico. Portanto é de suma importancia que pesquisas cientificas continuem sendo
feitas acerca desse tema, afim de melhorar o entendimento que ja possuimos sobre o mesmo, além

de trazer novas descobertas e avangos ao campo.
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