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ABSTRACT

Given the phenotypic instability of some triticale genotypes, we aimed at analyzing the
behavior of pollen mother-cells (PMC) at meiosis I (M I) and meiosis II (M II) phases, counting
the number of microspores formed in the cells during the tetrad phase, and evaluating the
feasibility of pollen grains of 10 advanced genotypes of hexaploid triticale, while using
conventional cytogenetic techniques. A large frequency of anomalous PMC was observed at M I
(from 38.49% to 85.71%) and at M II (from 39.60% to 70.09%). The abnormal pollen mother-
cells revealed chromosomes located outside the equatorial plate at metaphase and/or late
chromosomes at anaphase and telophase at both M I and M II. Bridges could be observed at both
anaphase and telophase, not only at M I but also at M II. There were differences between the
triticale genotypes as to the frequency of abnormal pollen mother-cells and irregular tetrad.
Genotypes with meiotic irregularities were able to produce viable pollen in high quantities. The
identification of triticale genotypes as to the frequency of normal/abnormal pollen mother-cells
can be used as an ancillary method in the selection process which aims at the genetic
improvement of triticale.

Key Words: X Triticosecale Witmack, meiosis, tetrad, pollen grains, genetic improvement

: Engenheira Agronoma, Mestre em Ciéncias, Doutoranda em Agronomia/UFPel.
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INTRODUCAO

O triticale foi o primeiro cereal sintetizado pelo homem, que tinha como
objetivo combinar as melhores caracteristicas de seus parentais -o trigo e o
centeio- visando produzir um hibrido que possuisse as melhores qualidades de
seus parentais, tais como o elevado potencial de rendimento, grdos bem
formados e de alto valor energético, elevado indice .de colheita, maior
capacidade de afilhamento, baixa estatura, resisténcia a germinagao na espiga
e qualidade panificadora do trigo. Embora ndo tenha sido possivel colocar
todas as caracteristicas desejadas, o triticale possui espiga grande e com
muitos grdos, alta produgdo de biomassa, melhor crescimento e
desenvolvimento em baixas temperaturas, tolerédncia a seca, melhor
resisténcia a doencas, grdos com maior teor de lisina e com alto valor protéico
do centeio (Gupta & Priyadarshan, 1982; Nascimento Jr., et al., 2004). O
triticale foi considerado como uma das culturas com maior potencial
agrondémico para ocupar parte da area ndo aproveitada durante o inverno, no
sul do Brasil, principalmente pelo elevado rendimento e resisténcia a doencas
(Rosinha et al., 1983). Apesar dos cultivares do triticale serem mais
competitivos em relagdo aos outros cereais, ainda possuem deficiéncias em
algumas caracteristicas agrondmicas, tais como a suscetibilidade a algumas
doencas (giberela, brusone, manchas foliares e viroses), germinagao em pré-
colheita e formacdo deficiente do grdo; deficiéncias estas que podem ser
corrigidas e melhoradas através de novos ciclos de melhoramento
(Nascimento Jr., et al., 2004).

A planta é rustica, resistente ao acamamento e tolerante a acidez nociva
do solo. Possui grande capacidade de crescimento em locais onde outras
espécies de cereais ndo se desenvolveriam ou teriam crescimento reduzido.
Estas condicbes lhe conferem rentabilidade econdmica e superioridade
ambiental, pois apresenta, mesmo em condigbes adversas a outras culturas,
uma producdo elevada de matéria seca e de graos, garantindo a
sustentabilidade do sistema agricola, principalmente em pequenas
propriedades carentes de recursos para investimentos na -conducdo de cultivos
(Gupta & Priyadarshan, 1982; Guedes-Pinto et al., 1996). As cultivares
brasileiras sdo aristadas, com pilosidade nas glumas e no raquis. As espigas
possuem 20 a 30 espiguetas com 3 a 5 graos, que sdao mais longos que os do
trigo e possuem diametro maior que os do centeio (Baier, 1994).

Esta espécie € utilizada, principalmente, em alimentacdo animal, de modo
preferencial para suinos e aves, no Brasil e em todos os paises onde é
cultivada. O triticale pode substituir, conforme comprovado em diversos
trabalhos publicados, em até 75%, o milho utilizado em ragdes, obtendo o
mesmo ganho de peso e conversao alimentar. Paralelamente, varios mercados
foram abertos no pais para o uso da farinha de triticale diretamente na
alimentagdo humana, como em massa para pizzas e em misturas (mesclas)
com farinha de trigo para a fabricagdo de biscoitos e macarrao (Nascimento
Jr., et al., 2004).

O X Triticosecale Witmack pertence a familia Poaceae, subfamilia Pooidea,
tribo Triticeae e subtribo Triticineae. Em recente revisdo sobre o passado,
presente e futuro do triticale, Oettler (2005) explicou que o hibrido
interespecifico triticale foi sintetizado utilizando o centeio (Secale cereale L.,
2n=2x=14, complemento cromossémico RR) como parental masculino e uma
espécie de trigo (Triticum ssp, de ploidias e complementos cromossémicos
diversos) como parental feminino. Se o cruzamento for feito com o trigo
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comum (Triticum aestivum L., 2n=6x=42, complemento cromossémico
AABBDD) sera originada uma planta anfihapldide ABDR; se for com o trigo
duro (Triticum durum L., 2n=4x=28, complemento cromossdémico AABB),
originar-se-a um anfihapldide ABR. Ambos anfihaploides serdo estéreis. Estas
plantas, quando duplicadas com colchicina, dardo origem a plantas
anfidipldides chamadas triticales primarios (ou seja, o octoploide
AABBDDRR, 2n=8x=56 e o hexapldoide AABBRR, 2n=6X=42). Os triticales
secundarios resultardo do cruzamento de triticales primarios entre si ou de
triticales primarios com trigo ou com centeio.

Segundo Royo (1992), os triticales secundarios resultantes do cruzamento
de triticales primarios entre si sdo chamados de triticales secundérios
completos e os obtidos do cruzamento de triticales primarios com o trigo ou
com centeio sdo chamados de triticales secundarios substituidos. Para saber,
com certeza, se o triticale secundario é do tipo completo ou substituido ha
necessidade da andlise citogenética. No entanto, algumas caracteristicas
fenotipicas como a altura e a forma das espigas podem dar uma idéia se os
triticales secundarios sdo completos, quando se apresentam mais semelhantes
ao centeio, ou substituidos, quando mais parecidos com o trigo. Alguns
triticales, no entanto, apresentam aspecto intermediario, sendo muito dificil
classifica-los. Os triticales cultivados atualmente sdo, geralmente, hexapldides
secundarios.

De acordo com as revisdbes de Gupta & Priyadarshan (1982) e Oettler
(2005), a extrema instabilidade meidtica associada a anormalidades genéticas
e/ou aberragdes cromossémicas, que resultam na formagdo de plantas
atipicas, macho-estéreis, com reduzida fertilidade, com a ocorréncia de graos
enrugados e/ou incapazes de formagdo de grdos sdo sérios problemas
reprodutivos dos triticales que, no entanto, se amenizam nos cultivares de
triticale secundarios e de linhagens hexa e octopléides mais avancadas, os
quais atingem os padrées minimos exigidos para a produgdo de sementes.

A selecdo de gendtipos mais estaveis pode vir a auxiliar o melhoramento
dessa espécie, utilizando-as como parentais em cruzamentos ou gerando
novas cultivares melhor adequadas aos padroes vigentes na legislagdo
brasileira de sementes.

Tendo em vista a instabilidade meidtica verificada em cultivares de triticale,
objetivou-se analisar o comportamento meidtico, o niumero de micrésporos
formados nas células mae de pdlen em fase de tétrade e a viabilidade dos
graos de podlen de alguns genotipos avancados de triticale hexapldides
utilizados no programa de melhoramento genético da Embrapa Trigo de Passo
Fundo, RS.

MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular do
Departamento de Zoologia e Genética, Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul (RS), Brasil. Analisaram-se células mée
de pdlen (CMP) em fase de meiose I (M I) e meiose II (M II), células em fase
de tétrade e grdos de pdlen de 10 gendtipos de triticale hexapldides
provenientes da Embrapa Trigo de Passo Fundo/RS, conforme Tabela,

utilizando-se técnicas convencionais de citogenética.
Paniculas de diversos tamanhos, fixadas por 24 horas em alcool etilico e
acido acético glacial (3:1) e, posteriormente, estocadas em alcool 70%, foram
conservadas em geladeira até sua utilizacdo. Na preparacdo das laminas,
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utilizaram-se as trés anteras de uma mesma flor. As anteras foram colocadas
sobre uma ldmina e esmagadas em uma gota de carmim acético 2%, sendo
cobertas com laminula. Esta preparacdo era brevemente aquecida sobre
chama de lamparina, prensada manualmente e vedava-se a laminula com cola
de borracha.

Foram consideradas CMP anormais aquelas células em metéafase I e II com
cromossomos fora da placa equatorial, anafase I e II e teléfase I e II com
cromossomos retardatarios e/ou pontes cromossomicas. As células em fase de
tétrades foram avaliadas quanto ao numero de micrdésporos como tétrades
normais, aquelas com 4 microsporos, e tétrades anormais, as que
apresentaram menos de 4 micrésporos (diades e triades), as com mais de 4
microsporos (poliades) e/ou com a presenga de micronucleos.

Prepararam-se cerca de 100 laminas por genoétipo ou até ser esgotado o
material coletado. Analisaram-se todas as CMP e tétrades encontradas em
cada ldmina feita, o que resultou em um numero de repeticdes diferentes para
cada gendtipo, as quais variaram de 3 a 19, pois muitas anteras
apresentavam-se em estagios precoces ou tardios.

Os graos de pdlen foram considerados normais e anormais, quando ficaram
corados ou ndo com o carmim acético, respectivamente. O delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado, foram analisadas 100 grdos de pdlen
por ldmina, com 5 repeti¢gdes por gendtipo.

A analise estatistica foi realizada por meio do teste logaritmo - log (X+K):
genotipos (10) e tipos de células (normais e anormais).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da variagdo mostrou haver diferengas significativas para tétrades
normais entre os genotipos. Destacou-se a cultivar BRS Ulisses por apresentar
a maior freqténcia de tétrades normais, diferindo significativamente de quase
metade gendtipos estudados (PFT 0407, PFT 924, PFT 0401, e PFT 0419).

Verificou-se uma grande freqiéncia de CMP anb6malas, em meiose I,
variando de 38,49% na linhagem PFT 0401 a 85,71% na linhagem PFT 0417 e
em meiose II, 39,60% na linhagem PFT 0418 a 70,09% na linhagem PFT
0417. Analisando a freqUéncia de CMP, os genotipos diferem entre si quanto a
freqliéncia de CMP normais e anormais encontradas tanto na primeira divisdo
meidtica quanto na segunda divisdo da meiose. Os gendtipos BRS Minotauro,
BRS Netuno e PFT 0401 mostraram maior freqiiéncia de CMP normais,
diferindo significativamente (nivel 5%) da linhagem PFT 0417 em meiose I.
Por outro lado, em meiose II, somente a cultivar BRS Minotauro destacou-se
dos demais diferindo significativamente das linhagens PFT 0417 e PFT 924,
que apresentaram os menores valores de células normais (Tabela).

As células mde de pdlen anormais apresentaram cromossomos fora da
placa equatorial em metafase e/ou cromossomos retardatarios em anafase e
teléfase, nas meioses I e II. Observou-se a existéncia de pontes, também nas
fases de anéafase e telofase, tanto da meiose I como da meiose II.

No entanto, apesar da grande percentagem de gendtipos com CMP
anormais em meiose I e II e tétrades andomalas, a viabilidade dos grdos de
polen, aferida pelo método de ‘coloragdo do carmim acético é de cerca de
100%. Parece haver, ao longo do processo de microsporogénese, uma selegdo
em favor do material- de maior viabilidade/normalidade.

Estes resultados concordam com as avaliagbes de campo realizadas na
Embrapa Trigo, em que a linhagem PFT 924 tem apresentado enorme
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instabilidade fenotipica, mesmo apods varios ciclos de selecdo e tentativas de
purificagdo. De modo semelhante, conforme Tabela, trés cultivares,
recentemente registradas pela Embrapa Trigo, apresentaram menor nimero
de células mé&e de polen anormais: i,
¢ BRS Minotauro: a primeira cultivar de triticale desenvolvida com trigo e
centeio brasileiros e de ampla adaptagdo de cultivo
e BRS Ulisses e BRS Netuno: introduzidas do - México, do Centro
Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT)

Tabela 1. Freqiiéncia de células em fase de tétrades normais e grdos de pdlen vidveis e de células mée de
pélen (CMP) normais em meiose I e II, de 10 genotipos de triticales hexaploides.

Genétipos Tétrades Grdos podlen Meiose

hexaploides (% células (% graos (% CMP normais)
(6x) normais) viaveis) MI MII
BRS Ulisses 82,15 a 98,40 a 31,34 ab 43,86 ab

BRS Minotauro 80,33 ab 100,00 a 60,03 a 62,46 a
Embrapa 53 68,22 abc 99,40 a 31,76 ab 47,38 ab
PFT 0418 68,05 abc 99,60 a 47,10 ab 60,40 ab
BRS Netuno 67,45 abc 98,40 a 51,41 a 60,29 ab
PFT 0417 65,49 abc 97,98 a 14,29 b 29,91 b
PFT 0407 53,50 cd 99,20 a 21,23 ab 39,94 ab
PFT 924 53;35 - ‘cd 99,40 a 32,31 ab 32,34 b
PFT 0401 50,53 cd 99,20 a 61,51 a 47,47 ab
PFT 0419 45,14 d 100,00 a 42,82 ab 44,60 ab

C.V. 2,33 0,13 3,36 2,89

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, ao nivel de 5%, pelo
teste de Duncan; C.V. = coeficiente de variagdo

Para Bennet (1977), a heterocromatina telomérica ocorrente no centeio
estéd envolvida na formagdo das pontes anafdsicas/telofasicas. Segundo
Thomas et al. (1980), a formagdo de pontes na anafase tardia leva a produgdo
de nlcleos aberrantes no endosperma, o que seria a causa das cavidades e
enrugamento dos graos.

A ocorréncia de cromossomos retardatarios é responsavel pela formagdo de
gametas e, posteriormente, de zigotos aneupldides. Gupta & Priyadarshan
(1982) revisaram trabalhos de varios autores e verificaram que a aneuploidia
meédia em populagdes de triticale 8x chegava a 83,3% e a 32,7% em triticales
6x, sendo que a mais baixa encontrada foi de 8,3%, que mesmo assim € uma
freqiéncia importante. ’

Atualmente, ja estd bem estabelecido que a frequéncia de aneuploidia é,
geralmente, mais baixa em triticales 6x do que em 8x, que os tipos
secundarios sdo mais estaveis do que os primarios e que os triticales
octopldides tendem a reverter para um numero cromossdmico menor (Oettler,
2005). _

Pieritz, citado por Oettler (2005), verificou que, diferentemente da oosfera,
o poélen somente transmitia conjuntos cromossdémicos eupldides ou, no
maximo, com desvio de = 1 cromossomo. Segundo Oettler (2005), resultados
semelhantes foram descritos para triticales hexapldides e, mesmo, resultados
mostrando a falta de correlagdo entre distdrbios meidticos e fertilidade normal.

A menor freqléncia de tétrades irregulares nas cultivares de triticale
recentemente registradas e propostas para cultivo no Brasil, evidencia que o
melhoramento genético, mesmo ndo utilizando todas as ferramentas
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adequadas para a selegao daqueles tipos melhor adaptados e com estabilidade
de producdo, tende a selecionar aqueles que agregam o menor numero de
caracteristicas indesejaveis. A selecao assistida, através de técnicas citoldgicas
e de marcadores genéticos e moleculares pode ser uma excelente ferramenta
de auxilio ao melhoramento convencional de plantas, tanto na eliminagao de
gendtipos indesejaveis e/ou instaveis, como na selegdo dadueles com elevadas
caracteristicas superiores.

“E obvio que a instabilidade meiética e as desordens reprodutivas do
triticale sdo o resultado de um fenémeno muito complexo que envolve muitos
fatores. Apesar de décadas de pesquisa, nenhuma das varias teorias
desenvolvidas pode explicar os eventos citogenéticos. O papel dos diferentes
fatores, sua importdncia e interagbes permanecem  contraditérios

(Oettler,2005).”

CONCLUSOES

- Existem diferengas entre gendtipos de triticale quanto a freqténcia de
células mde de pdlen anormais e de tétrades irregulares.

- Genoétipos que apresentam irregularidades meiodticas podem produzir
polen viavel e em quantidade elevada.

- A identificacdo de gendtipos de triticale quanto a freqiéncia de células
mae de pdlen normais/anormais pode ser utilizada como método auxiliar no
processo de selegdo no melhoramento genético de triticale.
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