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Pollen viability as assisted selection in the triticale genetic breeding program
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RESUMO

Neste trabalho,objetivou-se analisar a viabilidade de gréos de pdlen de 52 gendtipos de triticale, oriundos do bloco de
cruzamentos do programa de melhoramento genético da Embrapa Trigo do ano de 2005. A coleta das espigas foi realizada quando as
plantas se encontravam na fase anterior a antese. As andlises citol égicas foram realizadas fixando as anteras de uma mesma espiga em
fixador Carnoy. Paraa andlise polinica, aslaminas foram confeccionadas usando-se trés anteras da mesma flor, oriundas das regies
basal, mediana e apical de uma espiga, totalizando nove [&minas por gendtipo. Para cadalamina, foram contados cerca de 200 graos de
polen, classificando-os em duas categorias: 1) normais ou vidveis e 2) anormais. Os dados foram analisados e as médias comparadas
pelo teste de Duncan 5%. A andlise de variancia demonstrou haver diferencas significativas em relagdo a viabilidade polinica entre os
52 gendtipos observados. A grande maioria dos genétipos apresentou viabilidade polinica superior a90 %. A selecdo assistida, via
andlise citoldgica de gréos de polens, é potencialmente (til para um programa de melhoramento genético vegetal, uma vez que
cruzamentos feitos entre plantas portadoras de polens inviaveis resultaréo em plantas estéreis e numa menor produggo de gréos.

Termos paraindexacdo: Triticosecale Wittmack, citogenética, graos de polen.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the pollen grain viability of 52 triticale genotypes from the 2005 crossing block
of the Embrapa Wheat breeding program. The spikes were collected prior to anthesis and cytological analyses were performed upon
fixing the anthers from the basal, medium, and apical regions of the spike and replicated three times for each sample. For each dlide,
about 200 pollen grains were analyzed and they were classified into two different groups: 1) normal or viable and 2) non-viable or
abnormal. The obtained data were analyzed and the means were compared by the Duncan test at 5% propability. The results of
analysis of variance demonstrated that the differences among the genotypes were highly significant. However, most of the genotypes
studied showed a high percentage of normal pollens. Cytological analysis of the pollen grain is potentially useful as assisted selection
in a breeding program, especially to decrease the possibility of obtaining sterile plants or plants with less grain production.

Index terms: Triticosecale Wittmack, cytogenetics, pollen grain.

(Recebibo em 24 dejaneir o de 2008 e aprovado em 22 de outubr o de 2008)

O triticale (Triticosecale Wittmack) € um hibrido
intergenérico originado do cruzamento entre o trigo
(Triticum spp.) como o parental feminino e o centeio
(Secale spp.) como parental masculino (Oettler, 2005),
sendo o primeiro cereal criado pelo homem. Trata-se de um
anfidipl6ide sintético, podendo conter em seu genoma 56
ou 42 cromossomos. Os triticales octopldides tém 56
cromossomos, oriundos da hibridagdo do trigo hexapléide
(2n=6X=42) com o centeio dipldide (2n=2X=14), possuindo
28 pares de cromossomos (21 do trigo, 7 do genomaA, 7
do genoma B e 7 do genoma D) e mais 7 pares de
cromossomos R do centeio. Os hexapl6ides, com 42

cromossomos, sdo oriundos do cruzamento entre trigo
tetrapl 6ide (2n=4X=28) e o centeio dipldide.

O triticale é primério, quando provém diretamente
do cruzamento entre espécies ancestrais (trigo e centeio) e
secundério, quando resulta do cruzamento entre primarios
ou destes com outros secundérios (Baier & Nedel, 1985).
S80 denominados completos ou triticales hexapl 6ides, os
gue contém todos os sete pares de cromossomos dos
genomas “A” e “B”, do trigo, e “R”, de centeio. S&o
denominados substituidos, os triticales hexapléides em
gue um ou mais cromossomos de centeio foram
substituidos por cromossomos de trigo (Baier et al., 1996).
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Contudo, em determinados gendtipos e de acordo
com a constitui¢go, hexapldide ou octopldide, instabilidade
genética pode ser observada por meio de variagdo
fenotipica acentuada durante a multiplicag@o de sementes,
acarretando prejuizos na formagdo da planta e do gréo e
eliminacdo de &reas e lotes de sementes. Por isso, é de
extrema importancia que genétipos de triticale sgjam
analisados geneticamente, principa mente quanto ao nivel
da variabilidade polinica, para detecgdo de possiveis
anormalidades que possam refletir na uniformidade de
plantas selecionadas ou linhas avangadas, visando a
contribuir com o melhoramento genético, e com a
multiplicag8o de sementes durante o desenvolvimento da
cultivar.

Dentre as andlises citolégicas importantes e que
devem ser utilizadas como selego assistida ao programa
de melhoramento genético, destaca-se a descrito por Love
(1949), aqual ainda vem sendo empregado rotineiramente
para muitas espécies agricolas. Nesse caso, 0 autor
descreve que esse estudo é muito simples para determinar
se 0 comportamento mei6tico dos cromossomos € normal,
por meio da andlise de pdlens ou micrdsporos, com um ou
mais microntcleos. Assim, rapidamente pode-se examinar
uma centena de pélens e contar 0 nimero de microndcleos
em cada um deles. O exame de pdlensjovens &, entdo, um
meétodo répido para determinar as anormalidades de
comportamento cromossdmico durante a meiose. Quando
observados em fase mais tardia ou de desenvolvimento
mais avangado, a andlise de gréos de pdlen permite avaliar
algumas caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas
importantes, fundamentais para a sua completa maturacéo
e desenvolvimento, tais como: nimero de nlicleos e poros,
tamanho do pdlen e quantidade de amido. Portanto, os
estudos dos quartetos servem de critério adicional ao
programa de melhoramento, ou seja, plantas que sdo
anormais citologicamente podem ser descartadas ou
reservadas para estudos posteriores mais intensos (Love,
1949).

As revisdes de Falcdo et al. (1981) e Moraes-
Fernandes (1982), quanto aos aspectos citoldgicos e
genéticos, destacam que inimeras sdo as informagdes da
literatura a respeito de associacdo entre fertilidade de
semente e anomalias meidticas, sendo muitas delas
contraditorias. Os autores também enfatizam que arelagéo
entre a fertilidade da semente e as aberracdes
cromossomicas é dificil de ser demonstrada. Desde a
fertilizag@o até a obtencéo da semente madura, muitos
outros fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos,
além da regularidade meiética. Por outro lado, as

conseguéncias de peguenas deficiéncias gaméticas podem
se tornar evidentes em etapas posteriores do
desenvolvimento. Se a deficiéncia cromossémica,
consequente de um distdrbio meiético, ndo for relacionada
com funcles essenciais a formagdo do grdo, ndo sera
detectada a associac@o entre anomalias meidticas e
fertilidade. Ja na descendéncia de plantas estavei's, supde-
se que haver4 maiores possibilidades de se verificar a
existéncia dessa rel agéo.

Neste trabalho ,objetivou-se realizar a andlise
citologica de gréos de pdlens em gendtipos de triticale
oriundos do bloco de cruzamentos da Embrapa Trigo,
visando a estudar a sua viabilidade e consequente
uniformidade fenotipica a campo.

Foram analisados 52 gendtipos de triticale,
oriundos do bloco de cruzamentos do programa de
melhoramento genético da Embrapa Trigo do ano de 2005,
sendo gue o plantio da primeira geracéo (plantas maes) foi
efetuado em campo em trés diferentes épocas. A primeira
semeadura foi efetuada no dia 04 de junho de 2005 e as
demais aintervalos de 15 dias entra cada uma. A semeadura
mecénicafoi realizada em parcelas de seis linhas de trés
metros de comprimento, com espacamentos de dezessete
centimetros entre linhas e de vinte centimetros entre
parcelas. A distancia média entre os graos foi de trés a
cinco centimetros. O bloco de cruzamentos foi delimitado
por uma bordadura de duas linhas da cultivar Triticale BRS
203, aqual serviu como um parémetro de comparagao.

A coleta das espigas foi realizada quando as plantas
estavam nafase anterior a antese. Apds a coleta, as espigas,
devidamente identificadas, foram imediatamente fixadas em
Carnoy (& cool etilico: &cido acético glacial, 3:1), mantidas
em temperatura ambiente por 24 horas e em seguida,
transferidas para acool 70%, sendo estocadas a uma
temperatura de —20°C.

Para a analise polinica, as laminas foram
confeccionadas usando-se trés anteras da mesma flor,
oriundas das regiBes basal, mediana e apica de umamesma
espiga, com trés repeticdes, totalizando nove l[&minas por
gendtipo e acoloragdo foi realizada com carmim acético
(1%). A escolha do referido corante deveu-se ao fato de
gue 0 mesmo € usado nas andlises de rotina de inimeros
|aboratérios, principalmente em estudos de viabilidade
polinica de cereais de inverno, embora para algumas
espécies possa apresentar limitagdes. Para cada lamina
foi inicialmente estipulada a contagem de 200 gréos de
pélen. Os polens analisados foram agrupados em dois
diferentes grupos: 1) pélens normais (microporos, pélens
binucleados e trinucleados) e 2) pblens anormais, com
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mais de um poro e ou pdlens vazios. Os dados foram
analisados considerando a porcentagem dos pélens
normais e viaveis.

Em razdo da natureza dos dados, proporgéo de
pélens normais, fez-se necessaria a aplicacdo de
mani pul agdes mateméticas para a normalizacdo das analises
estatisticas, principalmente pelo fato de que nem sempre
conseguiu-se a andlise das 200 células por planta. A
transformacao utilizada é descrita pela funcéo arco-seno
aplicada a raiz quadrada da propor¢&o de pdlens normais,
ApGs arealizag8o desse procedimento, os dados obtidos
foram utilizados para o teste de comparagdo entre médias
de Duncan a 5%.

Os resultados obtidos mostraram que a
porcentagem meédia de graos de pdlen viaveis nos
gendétipos analisados variou entre 68,6% a 98,8%
(tabela 1), valores considerados altos entre genétipos
bem distintos geneticamente.

Dos 52 gen6tipos analisados, observou-se que a
linhagem PFT 0513 mostrou ter a viabilidade polinicamais
baixa (68,6%). Embora baixos quando comparados com a
média dos gendtipos analisados (93,2%), esses valores
ainda ndo sdo considerados criticos para a selegéo assistida
junto ao programa de melhoramento genético de uma
determinada cultura. Nesse caso, o ideal é aumentar o
ndmero de cruzamentos por genétipo, visando a garantir a
producdo de sementes dos hibridos gerados.

V ariagBes observadas entre os diversos gendtipos
sdo intrinsecas de cada acesso e esperadas,
principal mente quando utilizadas dentro de um programa
de melhoramento vegetal, considerando-se o fato de haver
diferentes cruzamentos e de origens distintas. Variedades
diferentes de uma mesma espécie podem apresentar
grande variabilidade na viabilidade do grdo de pdlen.
Domingues et al. (2000) encontraram variacdo na
viabilidade do pdlen entre 28,1% e 57,3% em diversos
clones delaranjeira“ Péra’.

A viabilidade do gréo de p6len pode variar bastante
ao longo do seu desenvolvimento. Na abertura daflor, o
gréo de pélen necessita estar plenamente viavel, pois,
geralmente, a medida que o tempo avanca, a viabilidade do
gréo de polen vai diminuindo e reduzindo sua eficiénciana
fertilizacdo (Souza et d., 2002). O periodo de florescimento,
as alteracOes ambientais, fatores bidticos e abidticos e as
diferencas genotipicas podem contribuir para a viabilidade
polinica (Shivanna & Rangaswsmy, 1992; Techio et al.,
2006). Ao determinar a taxa de viabilidade polinica em frutos
de maracujazeiro amarelo, foi observado que um nimero
inferior a 190 gréos de pdlen na superficie estigmética pode
resultar em frutos andmal os (Ruggiero et al., 1976). Nesse

caso, a limitacéo foi o nUmero de gréos de pdlens
presentes na superficie estigmética. No entanto, a
obtencdo de frutos andmalos podera ainda se agravar
se 0s poucos pdlens observados no estigma forem
anormais.

Estudo realizado por Méletti et al. (2003), também
em maracuja, demonstraram que ha umarelacéo direta entre
adltaviabilidade polinica e o elevado niUmero de sementes
por fruto. Inviabilidade polinica também pode ocorrer
durante a microgametogénese, em que falhas no
comportamento meiético resultam em gametas com
cromossomos desbal anceados ou anucleados, ou ainda
resultando em gréos de pbélen com citoplasma retraido
(Twel, 1995). No entanto, a regularidade meidtica e,
consequentemente, viabilidade polinica dependem,
principalmente, da homologia cromossdmica entre as
espécies envolvidas no cruzamento (Souza et al., 2002).
Em revisdo sobre 0 assunto, Corréa et a. (2005) relataram
gue uma el evada percentagem de gréos de pélen viaveis
€ esperada como resultado de um alto percentual de
tétrades normais, em diversas espécies. A perda da
viabilidade do pdlen em diferentes espécies tem sido
correlacionada também com a perda de &gua, tanto em
condicBes naturais como de laboratorio (Tecchio et al.,
2006). Segundo 0s mesmos autores, outro aspecto que
precisa ser considerado € que a viabilidade do pdlen pode
variar consideravel mente entre individuos de uma espécie
e entre amostras de um mesmo individuo.

A analise polinica é ferramenta de grande
importancia na selecdo de gendtipos estaveis, e pode
contribuir para o programa de melhoramento genético
de triticale, utilizando os gendtipos analisados como
parentais em cruzamentos, ou gerando novas cultivares
mais adequadas aos padrdes vigentes na legislacéo
brasileira de sementes (Rosaet al., 2006). Os resultados
aqui obtidos, por meio da analise citologica, poderdo
servir como um guia, para estabelecer os futuros
cruzamentos dentro do programa de melhoramento de
triticale.

Dessa forma, pode se concluir que as diferencas
entre gendtipos de triticale, quanto a frequéncia de graos
de pdlen anormais, tornam-se importantes indicativos para
uso em programa de melhoramento dessa cultura,
principa mente pelo tipo de selecdo assistida representar
uma excelente ferramenta de apoio junto aos blocos de
cruzamentos. Além disso, os gendtipos avaliados
representam importante germoplasma para cruzamentos
posteriores entre triticales hexapl 6ides e octopl 6ides, uma
vez que foi detectada significativa variabilidade genética
Nnos Mesmos.
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Tabela 1 — Viabilidade Polinica obtida para os genétipos de tritical e analisados pel o teste de Duncan 5%. Embrapa

Trigo, Passo Fundo, 2006.

Gendtipo

Cruzamento

Andlise de Duncan e
proporcéo de pdlens
normais

IAC 3-Bantengue
CEP 23-TATU
PFT 0511

PFT 0404

IPR 111

PFT 0502
BRS Ulisses
BRS Netuno
PFT 0501
Embrapa 18
IAPAR 23-Arapoti
PFT 0518

PFT 0517

PFT 0512
Embrapa 53
IAPAR 54 — Ocepar 4
PFT 0510

PFT 0405

PFT 0504

PFT 0413

PFT 209

PFT 0415

PFT 112

PFT 205

PFT 0402

PFT 0416

PFT 0407

PFT 0408
TriticdeBR 4
PFT 0508

PFT 0303

PFT 307

PFT 0403

PFT 0505

PFT 0506
BRS 203

CEP 28-Guara
PFT 0516

PFT 0420

PFT 0406

PFT 0417

PFT 924

BRS 148

PFT 0507

PFT 210

PFT 0411

PFT 0503

PFT 0509

PFT 0514

IAC 2-Tarasca
BRS Minotauro
PFT 0513

Bantengue

BGL/3/MTZTCL/Trigo/BGL/4/Nutria
Oct094(BR35/CBR1)/PFT2215* 2/Hoh86007-1-2
ANOAS-5/STIER-13//BULL-10/MANATI-1
ANOAS5/ STIER 13

BR4/2* PFT8913 (PFT 909)

ERIZO/NIMIR

POLLMER//2*ERIZO/BULL (32ITYN,42)
Arapoti/Octo65(Fr/BR1)

Tapir/Y ogui//2*MUS (PFT8710)
CIN/CNO//BGL/3/MERINO

T1505 WG//ERIZO_10/BULL_1-1/3/ERIZO_10...
RHINO_3/BULL_1-1/3/GAUR_3/ANOAS _2//BANT-1
PFT116/3/Octo1303/HD//SWTY 89.104(Mex)

LT 1117.62/Civet//Tatu

Uron (PR884, OCEPAR4)
Oct092-3(PF89358/CBR1)/HD
ANOAS-5/STIER-13/5/274/320/BGL/3//MUSX/...
Embrapal6* 2/Octo50(IAC5/BR1)
MUSX/LYNX/STIER_12-3/3/PEURA_3/4/ASNO/3/...
PFT215* 2/TCA3050-89(Chile)

PFT215/Embrapab3

PFT512/GUARA

IGUANA//HARE/CIVET
LIRON_2/5/DISB5/3/SPHD/PVN//Y OGUI_6/4/...
PRESTO//2* TESMO-1IMUSX603/4/ARDI_1/...
ERIZO11*2/MILMAN*2/PICUS
ERIZO-15/FAHAD-3//POLLMER-2.1
BGL/CIN//MUS
OCTOG65(FRONTANA/CBR1)/BR4
OCTOG65(FRONTANA/CBR1)/BR4
PFT312/PFT511

T1505 WG//ERIZO_10/BULL_1-1/3/ERIZO_10/...
Embrapa53//PFT116/Hoh-87102-6-1
FD-693/Vicuna(PFT 903-1)

LT-1Y/Rhino (PFT 2224a)

Daman (Tatu4/ ARD1)(CEP28,TCEP...)
PFT703(Rhino/Erizo)/PFT215* 2/Hoh86007-1-2
STIER_13/FAHAD-4//MANATI_1/3/POLLMER_1.1
BR4/EMBRAPAS53

PRESTO//2* TESMO-1MUSX603/4/ARDI_1/...
EMB18*2/HOH-85110-1-2

Y ogui/Tatu (PFT317)
GNU/ASAD//ARDI/3/IMANATI_1/4/FAHAD_5/5/...
RHINO/BULL/ERIZO/Y OGUI

FD-693/2* FAHAD_4//POLLMER-4/3/POLLMER_2.1
BRS148* 2/Hoh85107-2-3
Oct0923(PF69358/CBR1)/Emb53

PFT215* 2/Hoh92006-3

Tarasca

OCT092-3(PF89358/CBR1)/Triticale BR 4
PFT215*2/Binova

0,98428
0,97864
0,97650
0,97611
0,97100
0,96889
0,97056
0,97025
0,95526
0,96914
0,95965
0,96278
0,96271
0,94825
0,96038
0,95636
0,95505
0,95272
0,95054
abcd 0,95188
abcd 0,95566
abcd 0,94801
abcd 0,93362
abcd  0,95007
abcd 0,92899
abcd  0,94460
abcd 0,94611
abcd 0,93831
abcd 0,92568
abcde 0,93305
abcde 0,93722
abcde 0,92846
abcde 0,93662
abcde 0,93493
abcde 0,93662
abcde 0,90559
abcde 0,91731
abcde 0,91609
abcde 0,90200
abcde 0,92704
abcde 0,91543
abcde 0,89662
abcde 0,91864
abcde 0,89889
bcde 0,90351

EREEEREERERREBREREE.

cde 0,90858
cde 0,88376
cde 0,87949
de 0,84701
ef  0,84349
fg  0,72505
g 0,68665
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