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Os programas de melhoramento de trigo no Brasil buscam, na introducédo e
intercAmbio de germoplasma, com ampla base genética disponivel em bancos de
germoplasma, obter gendtipos adaptados as condicbes ambientais das principais
regides produtoras. O Acervo da Colecédo de Base (Colbase) do Cenargen conta com
um acervo de mais de cinco mil acessos de germoplasma de Triticum aestivum L.,
conservados a temperatura de -20°C e 5% de teor de umidade, periodicamente
monitorados quanto a germinacdo de suas sementes. Este acervo, de importancia
estratégica para o Brasil, esta disponivel aos melhoristas. Entretanto, a conservacéo
ex situ em longo prazo pode levar a alteracbes fisiolégicas e genéticas do
germoplasma. As perdas de vigor e viabilidade das sementes decorrem, dentre outros
fatores, devido ao processo de envelhecimento natural, ocasionado por alteracdes
citolégicas, tais como a destruicdo do sistema de membranas, que podem implicar em
alteracGes metabdlicas, fisiologicas e genéticas (Abdul-Baki e Anderson, 1972;
Roberts, 1973). Entre as alteragBes genéticas ha relatos da ocorréncia de quebras no
DNA, causando redugdo na capacidade de sintese de proteinas (Ghosh, Adhikary e
Banerjee, 1981), danos no metabolismo de DNA (Coello e Vazquez-Ramos, 1996),
até danos cromossomicos (Murata, Ross e Tsuchiya, 1981). A oferta, aos melhoristas,
de materiais reprodutivamente estaveis, que possam vir a contribuir com genes de
interesse, acelera o processo de disponibilidade de beneficios aos usuarios e
consumidores do produto.

Os objetivos do presente estudo foram: 1) Realizar levantamento dos dados de
germinabilidade inicial e durante o armazenamento, agrupando-os conforme a
variacdo da germinabilidade e com o tempo de armazenamento; 2) Determinar a
natureza e a freqiéncia das possiveis aberracdes cromossdmicas em individuos
obtidos de sementes armazenadas em longo prazo e de sementes recentemente
multiplicadas; 3) Analisar citogenéticamente por meio das técnicas de bandeamento
com fluorocromos base especificos e de hibridizacdo in situ, com sondas de DNA
telomérico, de rDNA 5S e 45S, em individuos de diferentes acessos.

Para a execucdo das atividades, inicialmente foi realizada a classificagdo do
germoplasma de trigo armazenado na Colbase em trés grupos quanto a sua
germinabilidade (I - 86-1000%, Il - 51-84% e 1l - 0 a 50%) e comportamento ao longo
do tempo (A- germinabilidade crescente, B - germinabilidade estavel e C -
germinabilidade decrescente). A distribuicdo dos acessos de acordo com tais
parametros permitiu a selecdo dos materiais para dar inicio as andlises fisioldgicas e
genéticas. As andlises para determinacado da qualidade fisioldgica das sementes,
oriundas de acessos armazenados, na Colbase, em longo prazo (20-30 anos) e das
sementes dos mesmos acessos com regeneracdo recente no Banco Ativo de
Germoplasma — Embrapa Trigo, foram conduzidas obedecendo as recomendacdes
técnicas internacionais vigentes. Foram utilizados 43 acessos da Colbase e os
mesmos 43 do BAG — Embrapa Trigo. Para o teste da germinacédo, amostras com 100
sementes, com 4 repeticbes de 25 sementes cada, foram colocadas em papel
germiteste, umedecidos com 4gua destilada e mantidos a temperatura constante de
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20°C, fotoperiodo de 16h, com avaliagbes aos 5 e 10 dias. Quanto a citogenética, fez-
se: 1) Andlise dos cromossomos mitéticos por coloragdo convencional para todos os
acessos que tiveram suas sementes germinadas; 2) Analise do comportamento
meidtico em acessos selecionados, a partir das irregularidades encontradas na mitose:
as inflorescéncias jovens foram coletadas, fixadas em Carnoy 3:1 (alcool etilico: acido
acético Glacial) por 24 h e estocadas em alcool 70% a 4°C; 3) Hibridizac&o in situ
(FISH) de cromossomos mitoticos, segundo protocolos usados por Brasileiro-Vidal et
al. (2003) para Triticeae.

Os resultados obtidos nos testes de germinacgéo dos acessos armazenados em
longo prazo na Colbase e os atuais indicaram que a maioria dos acessos (70 %) com
germinacao inicial abaixo de 50% tiveram reduzido seu potencial de vida durante o
armazenamento. No entanto, alguns acessos (23 %) permaneceram com sua taxa de
germinacao constante e somente trés (7 %) tiveram um aumento na percentagem de
sementes germinadas. Isso pode estar associado a erro amostral ou ao proprio
gendtipo. Contudo, para o0s acessos que ja entraram na Colbase com baixa
germinabilidade, é extremamente importante a regeneracao e a reposi¢do periodica de
sementes.

Para as analises mitéticas, entre 0os acessos armazenados por 30 anos na
Colbase, cinco deles, além de células mitéticas normais, apresentaram metafases com
quebras de cromossomos e anafases com pontes e/ou fragmentos acrocéntricos.
Estes dados séo importantes ja que tais acessos foram armazenados com uma faixa
de germinacédo entre 50 a 75 % e, apresentaram em avaliacdes posteriores, valores de
até 50 % de germinacdo. Nos acessos armazenados, ha 20 anos, na Embrapa Trigo
trés também apresentaram células com as mesmas irregularidades. Contudo, ressalta-
se que apenas um pequeno nimero de acessos foram analisados, até o momento, e
somente para o grupo armazenado em longo prazo.

Os resultados da meiose para ageragdo F; foram obtidos a partir de células em
diacinese e metafase |. Quando em metéfase |, apesar de ocorrer o alinhamento dos
cromossomos na placa equatorial, a contagem e andlise dos mesmos foi prejudicada
pela sua sobreposicdo. Além disso, foram analisadas as fases anéafase | e |l, telofase |
e Il, que permitiram observar a segregacao cromossémica. Foi constatada aderéncia
cromossOmica em diacinese e na metafase | a presenca de bivalentes ndo orientados
na placa equatorial. Nas demais fases, foram freqlientes a presenca de cromossomos
retardatarios, pontes e/ou fragmentos em teléfase e micronicleos em teldfase lll, o
gue acarreta consequéncias diretas na formacéo dos micésporos. Contudo, apesar de
ser observado um grau variado de anormalidades, essas ndo foram predominantes.
Para seis acessos o indice meidtico ficou dentro do normal (90% ou mais), podendo
ser considerados citologicamente estaveis para uso no melhoramento. Ressalta-se
gue a andlise meidtica de individuos F; e F, dardo subsidios quanto a estabilidade
cromossdmica do germoplasma armazenado.

Quanto a técnica de Hibridizagdo in situ, esta foi realizada na UFPE. Foram
usados os acessos BRA 0142247 e BRA 0142484, provenientes da Colbase e
pertencentes ao grupo lll. A analise de onze metafases do primeiro acesso e seis do
segundo, utilizando a sonda pSc 119.2, indicou a auséncia de alteracbes
cromossdmicas nos cromossomos marcadores pela referida sonda em ambos os
acessos. A FISH permitiu a identificacdo de todos os cromossomos do genoma B,
alguns do genoma A e do genoma D, como descrito por Mukai et al. (1993) para a
cultivar modelo ‘Chinese Spring’. Porém, ndo foi possivel diferenciar todos os
cromossomos utilizando apenas esta sonda, uma vez que, a espécie apresenta
cromossomos de tamanho e forma muito parecidos, como também, marcagfes
semelhantes nos cromossomos dos genomas A e D. Entretanto, verificou-se a
ocorréncia de pequenas diferencas em relacdo aos resultados obtidos anteriormente
para a ‘Chinese Spring’ e para o acesso PF 839197, proveniente da Embrapa Trigo



(Brasileiro-Vidal et al., 2005), onde se evidenciou a presenca de sitios extras e outros
ausentes nos cromossomos 5A, 1B, 2B, 3B, 6B e 7B. Enfatiza-se que um ndmero
maior de individuos devera ser analisado dando énfase aos individuos que
apresentam alteragBes cromossdmicas (pontes e fragmentos acéntricos) em celulas
sem pré-tratamento, analisadas convencionalmente.

Diante do exposto, os resultados obtidos neste trabalho, além de contribuirem
com informagdes importantes sobre a condicdo genética do germoplasma de trigo
armazenado em longo prazo, podem servir de modelo para a analise da situacéo
genética do germoplasma de outros cereais de grande importancia sécio-econémica
para o pais.
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