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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 estdo basicamente envolvidos na
confirmacdo do nivel de ploidia e nimero cromossémico; na andlise do pareamento e segregacao
cromossOmica 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 presenga de micronucleos nas tétrades para a determinacgdo do indice meiético;
na variabilidade e viabilidade de graos de pdlens. As avaliagGes citogenéticas também permitem inferir
sobre a estabilidade genética, tanto nos parentais como nas geragdes segregantes, potencializando
esse tipo de estudo para a selegdo assistida ao melhoramento genético quanto a selegdo positiva ou
eliminagdo de gendtipos instdveis geneticamente. Nesse contexto, a presente revisdo 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 intengdo de reunir em uma
Unica espécie as caracteristicas de seus precursores, apesar deste tipo de hibridagdo 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 hibridagdo 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 primario, quando provém
diretamente do cruzamento entre espécies ancestrais (trigo e centeio) e secundario, quando resulta
do cruzamento entre primarios ou destes com outros secundarios. 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 produ¢do de massas alimenticias, biscoitos e paes (Baier et al., 1984),
aliado ao fato de que apresenta melhor balango mineral e proporgdo de fibras soltveis 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 alimentagdo dos animais, em substituicdo de outros cereais, além de grande
importancia na agricultura global e também para a produgao 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 produgdo, 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 introdugdo de genes ou alelos de interesse agronémico, visando

acelerar o desenvolvimento de novas cultivares.

O melhoramento do triticale deve ser analisado através de informagGes sobre o modo de reproducao,
nimero cromossOmico e comportamento meidtico para melhor orientar os cruzamentos,
maximizando tempo, reducdo 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 selegdo dos parentais. Além disso, Kwiatek & Nawracata (2018)
abordam, em excelente revisdo, que as manipula¢ées cromossémicas ddo a possibilidade de melhorar
o pool genético de triticale e seus parentes sem usar quaisquer tecnologias que estejam conectadas

com ferramentas de edi¢cdo de genoma e associados a organismos geneticamente modificados (OGM).

As analises 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 duragéo da
formagdo de quiasmas nos cromossomos do centeio na sinapse. As instabilidades meidticas podem
prejudicar a aquisigdo de padrGes minimos para a produgdo do grado de pdlen, quando associada com
anormalidades genéticas e/ou aberracdes cromossdmicas, o que resulta na formagdo 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
estaveis para realizar cruzamentos e gerar novas cultivares melhores, adequadas aos padrdes da
legislagdo brasileira de sementes (Corréa et al., 2006). Anormalidades no processo meiético, levando
a viabilidade de pdlen 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 microndcleos nas tétrades, andlise de micrésporos e/ou grdos de pdlen,
consistindo-se de um método rapido, direto e que permite, tanto a selegdo como a eliminagdo de
gendtipos indesejaveis e/ou instaveis geneticamente (Corréa et al., 2006; Frizon et al., 2017). Ressalta-
se que a anadlise da presenga 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 micronucleos sdo formados devido a quebras ou pontes
cromossGmicas durante a anafase da meiose (I ou ll), acarretando segrega¢do 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 segregacdo 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 genGmica, ou seja, 0 nimero cromossdmico e o nivel de ploidia. Na Embrapa
Trigo, sdo realizadas essas avaliagGes citogenéticas desde a década de 2000 e em praticamente todos
os genotipos que sdo usados nos blocos de cruzamento, durante a fase das hibridagdes 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 drea da citogenética classica, 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. Apos a coleta das raizes com 1,5 cm de
comprimento, fez-se o pré-tratamento a 42C por 24 horas, seguido da fixagdo com solugao em Carnoy
3:1 (3 alcool etilico: 1 acido acético, v:v), por 24 horas em temperatura ambiente e conservadas em
alcool etilico 70% a -202C, até a preparac¢do 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 imersdo no corante Feulgen, por cerca de uma hora no escuro. De imediato, preparou-se as

laminas macerando bem o material e substituindo o corante por carmim acético 1%. Procedeu-se a

16



visualiza¢do ao microscépio 6tico, cujas determinagdes foram feitas em células bem individualizadas
na metdafase mitdtica. Esse procedimento é o mais comumente usado no Laboratdrio de Biotecnologia

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

Considerando os estudos de meiose, variabilidade e viabilidade do grao de pdlen, Falcdo et al. (1981)
abordam a relagao do efeito genotipico e ambiental no comportamento meidtico e a influéncia de
anormalidades cromossémicas na fertilidade de triticale hexaploide. Para as autoras, durante os
processos da fertilizagdo até a obten¢do da semente madura, vdrios 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 citolégicas, aumentando
a probabilidade de que aqueles mais estaveis sejam escolhidos em etapa anterior a multiplicagdo 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 diferengas entre
genodtipos de triticale quanto a frequéncia de tétrades irregulares e gendtipos que apresentam
irregularidades meidticas, mas que podem produzir pélen viavel 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
grao de pdlen, destaca-se o de Guerra et al. (2011) onde foram observadas irregularidades em anafase
|, como cromossomos retardatarios, micronucleos em telofase | e Il teléfase, tétrade normal e tétrade
com micronucleos, além de pdlen invidvel, 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¢des de campo do que aquelas em casa de vegetagdo.
Para todas as caracteristicas estudadas, as plantas cultivadas em condi¢des 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
presenga de micronucleos e IM foi realizada com os parentais e os hibridos F1 e F,, sendo que os

métodos empregados foram os usuais do Laboratdrio de Biotecnologia. As andlises foram em
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microscopia otica e com trés repeticdes por genodtipo, 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 populagdo, a geragdo Fi
apresentou menor IM e a diferenga 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
meiotico, a viabilidade do pdlen e estabilidade meidtica também para as cultivares Embrapa 53 e BRS
Minotauro e seus hibridos nas gera¢des Fi1, F; e retrocruzamentos RC: e RC,. Os resultados das
avaliagdes 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 graos de pélen binucleados e/ou trinucleados, considerados
vidveis, variou de 59% na geragdo F1 a 79%, no RC,. Quanto a presenca de grdos de podlen vazios ou
com mais de um poro, ambos considerados invidaveis, 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
repeticdo cada, por meio de microscopia Optica e técnica de Squash, totalizando 1.000 graos de
pélen/gendtipo. As varidveis analisadas foram: grdos de pdlen 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 variaveis, sendo que a porcentagem de grdos 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 sele¢do 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 diferengas
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 sdo realizados com diferentes estratégias metodolégicas 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 Hibridizagdo In Situ Fluorescente (FISH) ou
Hibridizagdo Genémica In Situ (GISH). Brammer et al. (2013) mencionam que para as Triticeae a ampla
hibridagdo entre espécies relacionadas representa um potencial pratico no melhoramento genético,
em fungdo da facilidade de cruzamento e do grande conhecimento de seus genomas. A area da
citogenética molecular, analisa com grandes detalhes a estrutura cromossGmica, o acompanhamento
da quantidade de cromatina introgredida em cruzamentos interespecificos, os pareamentos
intergendmicos em plantas hibridas, além da verificagdo da posicdo de genes e de marcadores
moleculares, muito Util na integragdo de mapas genéticos e cromossdmicos (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
identificagdo de introgressdes génicas, translocagdes e inversdes contribuindo de forma eficiente na
analise da estabilidade cariotipica e na escolha dos melhores gendtipos visando a sele¢do assistida do

melhoramento genético (Brasileiro-Vidal et al., 2002; Pefialoza & 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 confirmagdo do nivel de ploidia e nimero
cromossOmico para cada parental como da estabilidade cromossdmica no hibrido e geragbes
segregantes, além de acompanhamento de introgressdes génicas e identificagdes de translocagbes.
Brambatti (2010) analisou a presenga de possiveis traslocagdes em cindo gendtipos de triticales.
Quanto ao nivel de ploidia, todos foram hexaploides (2n=6x=42). Comparando-se os genotipos, 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 padrdo cromossdémico normal e dentro do esperado para a espécie, embora em
BRS Minotauro o padrdao cromossOmico foi diferenciado, demonstrando a existéncia de possiveis
translocac¢des. Entretanto, a autora menciona que no presente estudo, ndo pode verificar quais bragos
cromossOmicos e quais genomas de trigo estdo associados a estas translocagdes com o genoma do
centeio e que a presenga de translocagbes, ndo pode ser indicativo de irregularidade no processo
meidtico em virtude de que as células analisadas eram somaticas, e ndo gaméticas, necessitando de

maiores estudos.
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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) pélen com trés poros (setas) e de tamanho maior com pouco amido.

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

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

germoplasma como na selegdo assistida em programas de melhoramento genético de triticale.
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