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RESUMO

FRIZON, Patricia. Desenvolvimento de populagdes interespecificas de trigo para a resisténcia a
giberela. 2019. 107 f. Tese (Doutorado em Agonomia). Universidade de Passo Fundo, Passo
Fundo, 2019.

A giberela, ¢ uma das doengas mais destrutivas do trigo, tanto em Triticum aestivum L. como em
T. durum L. O grao infectado ¢ geralmente contaminado com micotoxinas que representam riscos
para a saide humana e animal por serem altamente toxicas. O desafio no melhoramento genético
de plantas, visando resisténcia a giberela, ¢ combinar essa caracteristica com os aspectos
agronomicos ¢ de qualidade superior, como produtividade de grdos e qualidade nutricional.
Espécies exdticas, afins ao trigo, sdo usadas nas hibridagdes para a resisténcia ao fungo, sendo
que o sucesso depende dos genes que serdo introgredidos, seja através de retrocruzamentos ou
cruzamentos diretos. Neste estudo, as cultivares comerciais de trigo BRS Guamirim ¢ BRS 179,
ambas de alto rendimento de graos e com resisténcia moderada a giberela, foram cruzadas com
trés acessos de trigos sintéticos (CIGM90.909, CIGM92.1666 e CIGM90.93.298), também
caraterizados previamente com resisténcia moderada a giberela, gerando progénies F» e seguido
de retrocruzamentos e RC,. As progénies derivadas desses retrocruzamentos foram semeadas em
“viveiro de giberela” com quatro repeticdes, permitindo verificar a severidade real nas espigas,
incidéncia de giberela nos graos, rendimento e tragos agronomicos. Além disso, foi analisado o
comportamento meidtico de todas as progé€nies e a viabilidade polinica, visando estimar a
estabilidade genética. Algumas populacdes segregantes apresentaram menor severidade e
percentual de graos giberelados nas avaliacdes realizadas a campo, como o cruzamento
CIGM90.909/BRS 179. A resisténcia II, expressa pela disseminacao na espiga e III expressa pela
incidéncia no graos, também foi observada nesse acesso. No entanto, nesta populacdo obteve-se
menores rendimento de graos por planta. Todas as populagdes oriundas de cruzamentos com o
parental BRS 179, tiveram melhores resultados para resisténcia a doenga, além de Indice Meiético
acima de 90%. A viabilidade polinica também se apresentou estavel. A populagdo
CIGM90.909/BRS Guamirim teve maior nimero de graos e menor tamanho de graos de podlen,
enquanto CIGM90.909/BRS 179, que obteve o menor rendimento de graos por planta teve
maiores tamanhos de graos de polen. A selecdo da populagao e sua progénie ¢ frequentemente
vista como um processo decisivo, pois se o nivel médio de resisténcia é insuficiente, a populagado
¢ descartada. Esses resultados indicam que pode ser possivel identificar e selecionar linhas
segregantes que combinam resisténcia a giberela, desempenho agrondmico superior ¢ estabilidade
genética.

Palavras-chave:1.Fusarium graminearum. 2.Gibberella zeae. 3.Triticum aestivum. 4. Trigo
sintético. 5. Retrocruzamentos 6. Severidade. 7. Grios giberelados. 8. Comportamento
meiotico.



ABSTRACT

FRIZON, Patricia. Development of interspecific wheat populations for resistance to
Fusarium head blight. 2019. 104 f. Thesis (PhD in Agronomy). University of Passo
Fundo, Passo Fundo, 2019.

Fusarium Head Blight, mainly caused by Fusarium graminearum Schwabe [telomorphs:
Gibberella zeae Schwein. (Petch) is one of the most destructive diseases of wheat, both in
Triticum aestivum L. and in T. durum L. The infected grain is generally contaminated with
mycotoxins that pose risks to human and animal health because it is highly toxic. The challenge
in the genetic improvement of plants aiming resistance to giberela is to combine this characteristic
with agronomic aspects and of superior quality, such as grain yield and nutritional quality. Exotic
species, similar to wheat, are used in hybridizations for fungus resistance. Success depends on the
genes that will be introgressed, either through backcrossing or direct intersections. In the present
study, commercial wheat cultivars BRS Guamirim and BRS 179, both of high grain yield and
moderate resistance to giberela, were crossed with three accessions of synthetic wheats
(CIGM90.909, CIGM92.1666 and CIGM90.93.298). previously characterized with moderate
resistance to giberela, generating F, progenies and followed by backcrosses and RC,. The
progenies derived from these backcrosses were sown in a "giberela nursery" with four
replications, allowing to verify the real severity of the spikes, incidence of giberela in the grains,
yield and agronomic traits. In addition, the meiotic behavior of all progenies and pollen viability
were analyzed in order to estimate the genetic stability. Some segregant populations presented
lower severity and percentage of gibberellated disease grains in the field evaluations, such as the
CIGM90.909 / BRS 179 cross. The best resistance II and III were also observed in this access.
However, in this population it was obtained lower yield of grains per plant. All populations from
crosses with the BRS 179 parent showed better results for disease resistance. All populations had
a meiotic index above 90%. Pollen viability was also stable. The CIGM90.909 / BRS Guamirim
population had higher yield and smaller size of pollen grains, while CIGM90.909 / BRS 179,
which obtained the lowest yield of grains per plant had larger pollen sizes. The selection of the
population and its progeny is often seen as a decisive process because if the average level of
resistance is insufficient, the population is discarded. These results indicate that it may be possible
to identify and select segregating lines that combine resistance to giberela, superior agronomic
performance and genetic stability

Key words: 1. Fusarium graminearum. 2. Gibberella zeae. 3. Triticum aestivum. 4. Synthetic
wheat. 5. Backcrosses. 6. Severity 7. Meiotic behavior.
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1 INTRODUCAO

O trigo ¢ uma cultura de grande importancia no cendrio mundial, sendo a segunda
mais plantada, ficando atrds apenas da cultura do milho. Compde um dos cereais mais
consumidos no mundo sendo responsavel na alimentacdo humana, animal e na industria,
com diversas opgdes de subprodutos constituintes no mercado (CARLETTO, 2013). No
entanto, as mudangas climaticas representam uma ameaga adicional a produ¢dao mundial
de trigo, causando uma variedade de restricdes abidticas e estas, por sua vez,
influenciando epidemias de doencas de plantas (BARZMAN et al., 2015). A giberela
Gibberela zeae (Schw.) Petch (anamorfo = Fusarium graminearum Schwabe) ¢ uma das
doencgas cerealiferas mais importantes e emergiu como uma grande ameaga para as
culturas de trigo e cevada em todo o mundo, contribuindo para a perda de rendimento e
qualidade de grdos, devido a colonizag¢do por fungos e contamina¢do com micotoxinas

(SIUDA et al., 2010; GRABOWSKI et al., 2012).

Existem mais de 16 espécies de Fusarium (O'DONNELL et al., 2004), que
infectam uma gama de hospedeiros (VAN DER LEE et al., 2015). Fusarium
graminearum ¢ o principal patégeno em todo o mundo que causa a giberela (BURT et al.,
2015). A infeccdo ¢ favorecida por condigdes umidas e quentes durante a floracdo e os

estagios do desenvolvimento do grao (JUROSZEK; TIEDEMANN, 2015).

As consequéncias diretas da giberela sdo perdas de rendimento e redugdo da
qualidade tecnoldgica dos graos em 7. aestivum e T. durum (MCMULLEN et al., 2012).
Além de reduzir a produtividade do trigo, o fungo produz micotoxinas como a
deoxinivalenol (DON), que ¢ prejudicial, tanto para a satde humana quanto a animal
monogastrico. A contaminagdo de grdos infectados com micotoxina ¢ altamente
problemadtica, tornando graos improprios para alimentacdo (PESTKA, 2010;

COVARELLI et al., 2014).

Patricia Frizon 12



Virias estratégias tém sido usadas para controlar a giberela e reduzir o risco de
contaminagdo por micotoxinas, incluindo rotacdo de culturas, resisténcia genética,
aplicacdo de compostos naturais, bem como controle quimico e biologico
(MESTERHAZY 2014; TIAN et al., 2016). Contudo, a adogio de cultivares resistentes
¢ a forma mais eficaz, econdmica e ambientalmente segura de controlar doengas de
plantas (KHALEDI et al., 2015; LENC et al., 2015; GILL et al., 2016). O emprego da
resisténcia genética no controle de doengas como a giberela representa um dos mais
significativos avangos tecnoldgicos da agricultura. O uso de cultivares resistentes ¢ o
método de controle preferido principalmente por ser o método de controle de menor

agressao ao produtor, meo ambiente e consumidor (MICHEREFF, 2014).

A maioria dos programas de melhoramento de trigo no Brasil tem por objetivos:
a tolerancia a acidez do solo, a resisténcia as principais doengas do trigo, o
aperfeicoamento do tipo agrondmico, o potencial produtivo e a qualidade tecnologica.
Esses programas de melhoramento buscam a criagdo de cultivares com bom
desempenho agrondémico e industrial (CONAB, 2017). Assim, a melhoria para
resisténcia a giberela ¢ um objetivo importante para intimeros programas de

melhoramento de cereais (OSMAN et al., 2015).

A base genética dos trigos cultivados pode ser restringida na condi¢do dos
cultivos modernos e, assim, a capacidade de resistir aos estresses biodticos e abioticos
pode ser reduzida. Aegilops tauschii Coss. ¢ o doador do genoma D do 7. aestivum e
apresenta genes potencialmente desejaveis, que podem ser usados para ampliar a
diversidade genética do trigo. Este genoma faz parte da constitui¢do dos trigos
sintéticos, os quais sdo produzidos artificialmente pelo cruzamento de uma espécie
tetraploide, como € o caso de 7. durum Desf. com uma espécie diploide, Ae. tauschii

(SHARMA et al., 2014).

O estudo citogenético pode contribuir significativamente nas etapas anteriores
aos cruzamentos de linhagens parentais nos programas de melhoramento genético
(CARVALHO et al., 2009). A identificacdo de gendtipos mais estaveis, mediante a

analise do indice meidtico, permite, portanto, o planejamento de programas de producao
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de sementes das cultivares em vias de langamento, como também, auxilia na eventual
utilizacao destes, para a producao de novas populacdes (POZZOBON et al. 2011).
Anadlises de estabilidade meidtica associadas a observagdao da viabilidade polinica
permitem indicar o potencial de cruzamento das plantas, auxiliando na selecdo de
materiais genéticos e fazer inferéncias sobre a eficiéncia de cruzamentos (DIEGUES et

al. 2015; FRIZON et al., 2017).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi produzir populacdes segregantes de
trigo até a geracdo FiRC,, por meio de cruzamentos e retrocruzamentos, visando
introgredir genes de trigos sintéticos com resisténcia a giberela em cultivares comerciais
de trigo para panificagao. Também avaliar a severidade, presencga de resisténcia tipo II
que ¢ relacionada a disseminacao da doenga na espiga e tipo III, relacionada a resisténcia
da doenca nos graos de trigo em populagdes F1RC> em campo, juntamente com a analise
do comportamento meidtico dessas populagdes, servindo como estimativas da

estabilidade genética.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Cultura do trigo

O trigo (7. aestivum L.) € uma planta muito antiga, originada de cruzamentos de
gramineas silvestres que existiam proximas ao rio Tigre e Eufrates ha milhares de anos
(SILVA et al., 2000). A espécie foi domesticada ha cerca de dez mil anos, desde o
surgimento da agricultura e pertence a familia Poaceae, tribo Triticeae , subtribo
Triticinae, género Triticum. A subtribo compreende 15 espécies, reunidas em trés grupos,
denominados em fun¢do do seu nimero de cromossomos (n=7); a série diploide
constituida por 14 cromossomos (genoma AA); tetraploide, por 28 cromossomos
(genomas AABB) e hexaploide, por 42 cromossomos (genomas AABBDD) (SLEPER e
POEHLMAN, 2006).

O trigo ¢ o segundo cereal mais consumido no Brasil, sendo que a Unido
Europeia ¢ o maior produtor mundial de trigo, com aproximadamente 153 milhdes de
toneladas. Destina-se, principalmente, a fabricacao de paes e massas de diversos tipos.
Além disso, o subproduto da moagem constitui-se em importante ingrediente para a
alimenta¢do animal (CONAB, 2018). O Brasil ¢ responsavel por menos de 1% do trigo
produzido no mundo e ¢ o quarto maior importador mundial. Internamente, a produgdo
concentra-se na Regido Sul, onde se destacam os estados do Parané e do Rio Grande do
Sul como os maiores produtores, sendo que juntos, somam 87% da produg@o nacional.
Porém, como as demais culturas agricolas, a produgdo de trigo ¢ instavel. Isso ocorre
devido a fatores naturais (climaticos e ambientais), de mercado (oferta e demanda), de
comércio exterior (60% do consumo ¢ importado) e econdmicos (como juros, taxa de
cambio, falta de liquidez) que exercem grande influéncia na variabilidade do nivel de
producdo e precos, impondo dificuldades no planejamento da producdo e no

abastecimento, envolvendo incertezas e riscos (CONAB, 2018).



2.2 Giberela no trigo

A giberela ¢ uma doenca de grande importancia na cultura do trigo, que ocorre
naturalmente em fun¢do das condigdes climaticas e que tem causado queda acentuadada
na producdo, além da contaminagdo dos graos com micotoxinas. Segundo a Organizacao
das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO), aproximadamente 25% dos
alimentos produzidos no mundo estdo contaminados com micotoxinas, gerando perdas
anuais de um bilhdo de dodlares. Os principais impactos a saude humana e animal sdo
danos aos rins e ao figado, além de doengas cronicas como o cancer. Os impactos
econdmicos podem resultar em perdas entre 50 a 100% do valor comercial dos graos, na
redugdo da eficiéncia produtiva em animais, além de custos com monitoramento e
controle para evitar a mistura de lotes contaminados com graos sadios (EMBRAPA,
2016). No trabalho conduzido pela Embrapa Trigo para o monitoramento desses
contaminantes em lavouras do sul do Brasil, o Rio Grande do Sul revelou ser o estado em

que mais ocorrem problemas com micotoxinas, causadas principalmente pela giberela

(EMBRAPA TRIGO, 2016).

Em 2015, por exemplo, a produgdo de trigo teve uma redugdo de 21,8%,
mostrando, assim, os reflexos dos danos causados pelo clima nas culturas de trigo nas
zonas de producdo da Regido Sul do Brasil, principalmente no Rio Grande do Sul. Os
danos foram maiores em lavouras semeadas nos meses de junho, que acabaram sendo
atingidas mais intensamente pelos excessos de chuva na primavera sendo que, em muitos
casos, houve tempestades associando chuvas intensas, ventos fortes e quedas de granizo.
Avultou, nessa safra, além dos prejuizos fisicos a produgdo, a elevada incidéncia de
doengas de espiga, que se caracterizam como de dificil controle, a exemplo da giberela,
causando perdas de produtividade e também em qualidade tecnoldgica do produto colhido

e contaminagdo com micotoxinas (EMBRAPA TRIGO, 2015).
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2.3 Etiologia

No Brasil e no mundo, o principal patdégeno associado a giberela do trigo € o fungo
Gibberella zeae (Schw.) Petch (anamorfo = Fusarium graminearum Schwabe), embora
outras espécies sejam importantes em algumas regides, como F. culmorum (W.G. Smith)
Sacc. e G. avenacea Cook [anamorfo = F. avenaceum (Corda ex Fries)] (BOTTALICO e
PERRONE, 2002). O fungo G. zeae pertence a divisdo Amastigomycota, classe dos
Ascomycetes, subclasse dos Pirenomycetes, ordem Hypocreales e familia Nectriaceae.
Especificamente F. graminearum pertence a divisdo Amastigomycota, classe dos
Deuteromycetes, ordem Moniliales e familia Tuberculariaceac (ALEXOPOLUS et al.,
1996).

2.4 Hospedeiros e ciclo de vida

Entre as estacdes de cultivo, G. zeae sobrevive como saprofitas tanto em residuos
vegetais de plantas hospedeiras como nao hospedeiras, dispostas na superficie do solo.
Sobre esses residuos, o fungo produz esporos assexuais, macroconidios, que sao liberados
e dispersos pela agdo da chuva e do vento, podendo ser elevados para o dossel da cultura.
Sob condi¢des de molhamento, peritécios sdo formados sobre os residuos, liberando os
ascosporos, esporos sexuais do fungo, para o ambiente. Estes ascosporos consistem no
in6culo primario da doencga. Os respingos de chuvas ou de irrigacdo e o vento, podem
carregar os esporos a longas distancias. Quando entram em contato com as espigas, em
condig¢des de alta umidade e de temperaturas entre 20 °C e 30 °C, os esporos germinam e

infectam as espiguetas (WEGULO, 2012).

Restos de milho, trigo e cevada geralmente funcionam como a fonte da
contaminagdo inicial da giberela (WAGACHAET al., 2010; KELLER, 2011). No ciclo
assexual, F. graminearum produz macroconidios, que sdo esporos assexuais que sao
esporos em trepouso de paredes espessas. Os clamidosporos permitem que F.
graminearum sobreviva a condi¢des desfavoraveis e, assim, permite que o fungo hiberne
no solo ou nos residuos da cultura até que a temperatura e a umidade apropriadas facilitem

um novo ciclo de infecgdes. Macroconideos podem ser transportados do solo para espigas
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por respingos de chuva e desempenham um papel predominante na dispersdo de

patogenos pelo vento (KATANET al., 1997).

O Fusarium graminearum pode infectar os tecidos até os estagios tardios do
desenvolvimento do grao (Del Ponte et al., 2007). Uma infec¢do floral manifesta-se
inicialmente como lesdes aquosas que mais tarde se transformam em uma coloragdo
esbranquicadas. Manchas alaranjadas produzidas na superficie de espiguetas

contaminadas sdo chamadas de esporodochia e compreendem numerosos macroconidios.

O ciclo sexual de F. graminearum comega a partir de peritécios invernais,
pequenos corpos arredondados, pretos e azulados, nos residuos da lavoura que reportam
manter a viabilidade por até 16 meses e que sdo abundantes na primavera, ja que as
condigdes climaticas umidas sdo favoraveis a sua maturagdo (MARKELL e FRANCL,
2003). Os ascosporos (Trailet al., 2002), esporos sexuais dispersos por vento, chuva ou
insetos (SUTTON, 1982; PARRY et al., 1995), causam a doenca inicial das partes aéreas.
Uma estratégia da giberela para o sucesso completo e disseminacdo nos tecidos do
hospedeiro ¢ sobreviver epifiticamente sem causar sintomas (CLEMENT e PARRY,

1998).

2.5 Sintoma e sinal

Apoés a infeccdo na planta, o fungo propaga-se através do raquis, sendo os
primeiros sintomas ocorrem entre trés a quatro dias. As espiguetas afetadas exibem
branqueamento prematuro a medida que o patogeno cresce e se dissemina no interior da
espiga. Com o tempo, o branqueamento das espiguetas pode progredir para toda a
extensao da espiga (SCHMALE et al., 2010). Além disso, as aristas de espiguetas com
o sintoma desviam do seu sentido normal. Em gendtipos de trigo com espigas sem
aristas, a giberela ¢ caracterizada pela descoloracdo das espiguetas (LIMA, 2004). Os
graos com sintomas de giberela sdo chochos, enrugados de coloragdo branco-rosada a

pardo-clara (PARRY et al., 1995; REIS, 2007).
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Em condi¢des favoraveis, ou seja, ambiente quente e umido, estruturas (sinais) do
patogeno sao facilmente visualizadas a olho nu. Podem surgir agregacdes de esporos de
coloragdo salmao no raquis e nas glumas das espiguetas, em decorréncia da producao
de macroconidios de F. graminearum. Outros sinais do patégeno podem ser observados
nas espigas secas, sobre a superficie afetada das espiguetas, com formacdo de
pontuagdes escuras, que sao estruturas sexuais do fungo conhecidos como peritécios de

G. zeae (REIS, 1988a; PARRY et al., 1995, LIMA, 2004).

As anteras de espigas de trigo tém sido relatadas como sitio preferencial de
infeccdo pelo patégeno (PARRY et al., 1995; REIS et al., 1996; McMULLEN et al.,
1997, BUSHNELL et al., 2003). Contudo, existem algumas evidéncias de que os
estomatos sejam uma das vias de entrada para Fusarium spp., em espigas de trigo
(BUSHNELL et al.,, 2003; PRITSCH et al., 2000). Segundo Lima (2003), em
inoculagdes artificiais conduzidas em casa de vegetagdo, em espigas de trigo e em
ambiente favoravel, os danos foram similares a partir da emergéncia completa da espiga,

antes da extrusdo das anteras, até 15 dias apos o inicio do florescimento.

2.6 Controle da doenca

As estratégias de manejo da giberela incluem a adogao de praticas que podem ser
enquadradas em controle cultural, quimico e genético. Quanto ao controle cultural, o
manejo de residuos e a rotagdo de culturas tém sido indicados em alguns paises para
reduzir os niveis de inoculo (ascdsporos) do patdogeno. Porém, esta estratégia pode nao
ser efetiva nas condi¢des de cultivo do sul do Brasil, pois ha abundancia de residuos na
regido, em funcdao da manutengdo de restos culturais em decomposi¢do na superficie do
solo, os quais constituem a fonte de um tipo de indculo que tem alta capacidade de
dispersao na atmosfera. Outra medida que pode contribuir no manejo da doenca € o
escalonamento da semeadura, uma vez que condi¢des de ambiente favoravel a doenga
podem ocorrer em periodos especificos, quando parte das lavouras ndo se encontra na
fase suscetivel, atuando dessa forma, como um mecanismo de escape a doenca (LIMA

et al., 2002).
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A relevancia da selecdo de gendtipos resistentes a giberela no trigo baseia-se na
justificativa de que a resisténcia do hospedeiro ¢ considerada o meio mais adequado de
controle da doengca (ALBERIONE et al., 2015). Por isso, varios autores tém buscado
fontes de resisténcia em todo o mundo (FRIZON et al. 2016; CLARK et al. 2016;
MENDES et al., 2017; CHENG et al., 2018; SZABO-HEVER et al., 2018). No entanto,
até o momento, ndo foram obtidos materiais comerciais que tenham resisténcia em
niveis satisfatorios a doenca. Entretanto, mesmo com resisténcia parcial ¢ importante a
adog¢do destas cultivares, pois, além de contribuir para minimizar a perda de rendimento

e o acumulo de micotoxinas, diminui a dependéncia de fungicidas.
2.6.1. Resisténcia genética a giberela

A resisténcia genética a giberela ¢ conhecida por ser complexa e
significativamente afetada pelo ambiente (RUDD et al. 2001). Os mecanismos de
resisténcia ao fungo ndo foram bem caracterizados, mas, como Bai e Shaner (2004)
sugeriram: “a resisténcia provavelmente envolve uma rede complexa e interativa de vias
de sinalizagao™. A resisténcia a giberela ¢ considerada predominantemente aditiva (Bai
e Shaner, 1994; Buerstmayer et al., 2000; Rudd et al., 2001), embora o efeito de
dominancia também possa ser significativo (HALL e VAN SANFORD, 2003). Muitos
genes parecem estar associados a essa resisténcia. Em revisdo sobre a assunto,
Buerstmayr et al. (2009) relataram que locos de caracteres quantitativos (QTL) foram
encontrados em todos os cromossomos de trigo. Outro fator que adiciona complexidade
da resisténcia ¢ a interacdo entre os genes, como por exemplo, em um estudo de
Pumphrey et al. (2007), o principal gene de resisténcia conhecido e estudado
mundialmente, o Fhbl, foi introgredido em 13 linhas de origens genéticas distintas.
Surpreendentemente, em uma dessas linhas, o alelo de resisténcia mostrou um efeito
negativo, sugerindo a presenca de uma intera¢do desfavoravel entre Fhb1 e outros genes

presentes.

Importantes fontes de resisténcia foram identificadas em acessos de trigo da Asia,
Brasil, Europa e Estados Unidos. A fonte de resisténcia mais utilizada ¢ a cultivar

chinesa Sumai-3, derivada de um cruzamento entre Funo e Taiwan Xiaomai (RUDD et
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al., 2001; MCCARTNEY et al., 2004). Essa cultivar tem sido usada como fonte de
resisténcia em programas de melhoramento de trigo chineses hd mais de trinta anos,

provando ter uma resisténcia notavelmente estavel (BAI e SHANER, 2004).

Outra linhagem chinesa, Wangshuibai, também ¢ altamente resistente e tem sido
utilizada como matriz em muitos programas de melhoramento de trigo. No entanto, ¢
dificil desenvolver cultivares comerciais usando essa fonte de resisténcia devido a sua
associacdo com caracteristicas agronomicas indesejaveis (BAI E SHANER, 2004). A
cultivar brasileira Frontana também ¢ conhecida por ser uma fonte inica de alelos de
resisténcia e tem sido usada como parental doador em varios programas de melhoramento
(STEINER et al., 2004; MCCARTNEY et al., 2004). A resisténcia a giberela também foi
relatada em cultivares européias, como Renan e Arina (GERVAIS et al.,, 2003;
PAILLARD et al., 2004). Também nos Estados Unidos, foi encontrada em cultivares
como Ernie, Freedom e Truman (BAI e SHANER, 2004).

Para giberela, foram descritos cinco tipos de resisténcia, conforme classificagao
proposta por MESTERHAZI (1995): Tipo I: resisténcia a infecgdo inicial; Tipo II:
resisténcia a propaga¢do no interior da espiga; Tipo III: resisténcia dos graos a infecg¢ao;

Tipo IV: reducdo do acimulo de micotoxinas e Tipo V: tolerancia.

A resisténcia a colonizacao inicial (Tipo I) ¢ geralmente avaliada através de
classificagdes de incidéncia da doenca apds inoculacdo nos graos graos (HALL, 2002).
Resisténcia tipo II, oriunda da cultivar Sumai-3 ¢ a fonte mais comumente usada de
resisténcia em programas de melhoramento de trigo, além de ser a mais amplamente
estudada e caracterizada (RUDD et al., 2001). Este tipo de resisténcia ¢ geralmente
avaliada na estufa por meio da inoculagdo pontual das espiguetas (isto ¢, injetando uma
suspensdo de esporos diretamente na espigueta usando uma seringa, uma pipeta ou um
tufo de algodao) e entdo medindo a propagacdo da doenga ao longo da espiga (HALL,
2002). Tipo III ¢ medida pela avaliacdo dos danos aos graos, considera-se a resisténcia
contra redugdes no nimero de grao ou peso do grao (RUDD et al., 2001), pode ser

avaliada usando a porcentagem de graos afetados.
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Cabe ressaltar que ainda ndo existe uma cultivar de trigo identificada e cultivada
comercialmente com resisténcia total ao patogeno. Isto ¢ em parte porque a resisténcia a
giberela ¢ uma caracteristica quantitativa que ¢ controlada por muitos genes com heranga
quantitativa levando a ganho genético lento por unidade de tempo durante o
melhoramento genético. Alguns dos fatores que influenciam o sucesso a longo prazo das
cultivares resistentes a reproducdo sao: a natureza do patogeno e a diversidade de
viruléncia na populacao, a disponibilidade e tipo de resisténcia genética, a metodologia
de selecao e os ambientes de selecdo disponiveis para rastrear a resisténcia (DWEBA et

al., 2016).

As informacdes para a resisténcia do tipo II sdo mais encontradas e mais
exploradas em programas de melhoramento genético. Os programas brasileiros de
melhoramento de trigo tém concentrado os estudos nas resisténcias I, II e III (DALLA
NORA et al., 2011). No Brasil, um numero de cultivares apresenta resisténcia moderada,
mas os niveis ndo sdo suficientes para prevenir epidemias em um ambiente propicio a
doenca (ALVES et al., 2013; SILVA et al., 2010). Por exemplo, as cvs. Frontana e BRS
Parrudo tém sido utilizadas como padrdes de resisténcia moderada (CAIERAO et al.,
2014). Apesar de ndo se ter uma resisténcia completa, a resisténcia genética, ainda ¢ a
estratégia mais econdmica e eficiente para o controle de doengas em plantas. Por isso, o
melhoramento genético constantemente emprega diferentes estratégias para encontrar

novas fontes de resisténcia a giberela.

2.6.2 Melhoramento genético de plantas

Considera-se como melhoramento vegetal a atividade que, através do estudo e da
manipulacdo do germoplasma de espécies cultivadas, objetive e efetivamente concretize
a introdug¢do de cultivares superiores na agricultura de uma determinada regido (BUENO;
MENDES; CARVALHO, 2006). Para isso, o melhorista dispde de técnicas e métodos
que possibilitam a obten¢do de sucesso nesses objetivos, a comegar pela formagdo da
populacdo-base, ou seja, do conjunto inicial de gendtipos no qual serdo feitas as selegdes

para formar a base do programa de melhoramento (SCHLEGEL, 2010). A questdo
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fundamental dessa etapa ¢ que a populagdo-base deve possuir um nivel de variabilidade

adequado, aliado a médias favoraveis dos caracteres de interesse.

A maioria das espécies cultivadas possui um grande numero de materiais
geneticamente diferentes disponiveis em seu germoplasma. Assim, uma etapa
fundamental para o sucesso do programa de melhoramento ¢ a escolha dos genitores a
serem usados nos cruzamentos iniciais que irao originar as populagdes segregantes, nas
quais sera feita a selecao (FARIAS, 2013). No caso das espécies autdgamas, como o trigo,
a questdo mais importante no desenvolvimento de uma populagdo-base, proveniente de
cruzamentos, ¢ a probabilidade de recuperar progénies homozigotas com uma frequéncia
maior de alelos favoraveis do que qualquer genitor utilizado. Essa probabilidade depende
dos seguintes fatores: numero de alelos favoraveis distintos entre os genitores usados para
gerar a populacdo, contribuicao relativa dos alelos desejaveis dos genitores probabilidade
de fixacdo dos alelos em um bloco génico individual e diferencas genéticas necessarias
para o pesquisador poder distinguir a planta superior do restante da populacao
(LORENCETTI et al., 2006). Muitas vezes, as cole¢des de trabalho dos programas de
melhoramento encontram um entrave na obtencao de novos materiais vantajosos,
advindos da recombinagdo de germoplasma elite, enormemente trabalhado ao longo de
varias geragdes de selecdo. Para isso, a introdu¢ao de novos materiais pouco melhorados
torna-se uma das poucas saidas vidveis, e assim, utiliza-se o método do retrocruzamento

visando a transferéncia do carater de interesse.

O método do retrocruzamento geralmente ¢ utilizado para melhorar uma
caracteristica pontual de um cultivar para a qual ¢ deficiente (FEHR, 1987). Esse método
tem recebido grande atengdo dos programas de melhoramento visando a incorporagao de
caracteristicas introduzidas por técnicas de engenharia genética nas cultivares comerciais
de plantas autdgamas ou nas linhagens-elite de plantas alogamas (GUIMARAES et al.,
2009). Na pratica, o método consiste em cruzar um genitor doador (aquele que possui a
caracteristica de interesse a ser incorporada e usado apenas uma vez no processo) com
um genitor recorrente (aquele que se deseja melhorar), sendo que, a partir desse
cruzamento inicial, as progénies sdao selecionadas para a caracteristica de interesse e

cruzadas repetidamente com o genitor recorrente, visando recuperar a0 maximo suas
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caracteristicas (porém, mantendo aquela que foi introduzida). A cada geracdo de
retrocruzamento recupera-se, em média, metade da constitui¢do genética do genitor
recorrente em relagdo a geragdo anterior, ou seja, se na geragao Fi ha 50% do genoma
recorrente, na geragdo RC; haverd 75%, na geragdo RC> 87,5% e assim sucessivamente,
chegando em RCg com 99,2% do genoma recorrente. Portanto, pelo método
convencional, sdo necessarios cerca de seis ciclos de retrocruzamentos para uma

recuperacio satisfatoria do genoma recorrente (GUIMARAES et al., 2009).

Dessa forma, o método do retrocruzamento vem sendo utilizado para a
transferéncia principalmente de caracteres qualitativos (heranga simples, mono ou
oligogénica) de um genitor qualquer para um genitor adaptado (um cultivar comercial,
por exemplo), deficiente na caracteristica em questao. Assim, ¢ considerado um método
de substitui¢do alélica. Durante os sucessivos retrocruzamentos faz-se sele¢do para o alelo
a ser transferido, enquanto as demais caracteristicas do genitor recorrente (sobretudo os
caracteres quantitativos) vao sendo recuperadas gradativamente, obtendo-se, no final, o

genitor adaptado acrescido de um ou poucos alelos do genitor doador (FARIAS, 2013).

O melhoramento para resisténcia a doengas visa o controle através do uso de
variedades resistentes, sendo mais barato e de facil utilizagcdo. Outras vantagens sdo: a
menor agressao ao meio ambiente (comparado com o uso de agrotdxicos) € o consumo
de produtos sem agrotoxicos. Conforme Comeau et al. (2012) o melhoramento genético,
quando empregado pelo método sistémico, permite analisar um germoplasma por uma
gama completa de caracteristicas, ao contrario de uma unica abordagem (como somente
para Fusarium), sendo essencial para a compreensao do sistema genético completo da

planta, além de considerar suas interacdes com um ambiente variavel.

Embora o melhoramento de plantas tente explorar a variabilidade genética
existente dentro de cada espécie, o cultivo em lavouras comerciais trouxe a chamada
“erosao da variabilidade genética”, que se torna mais critica no sul do Brasil, tendo em
vista a rapidez de aparecimento dos patdgenos e seus mutantes. Os recursos genéticos
tém desempenhado um papel significante no melhoramento genético, uma vez que

proporcionam aos produtores a variabilidade que eles necessitam, dedicando esforgos
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no aumento do rendimento por incorporagdo de novos genes ou combinagdes de genes
de resisténcia e tolerancia a estresses bioticos e abidticos (SKOVMAND et al., 2002).
Estes recursos genéticos possuem valor real ou potencial, sendo considerados a base
para o desenvolvimento de variedades e cultivares, sempre tentando valorizar a
diversidade genética presente, visando ao desenvolvimento sustentavel da agricultura e

da agroindustria (BARBIERI, 2003; BONOW, 2007).

Nesse contexto, as espécies silvestres, afins as plantas cultivadas, sao
germoplasma valiosos para a obten¢cdo de novos genes agronomicamente uteis. A
articulacdo entre o Banco de Germoplasma e o melhoramento genético, resulta na
criacdo de fontes de resisténcia, principalmente advindas da introgressdao de genes de
espécies afins e de retrocruzamentos entre o trigo cultivado e os trigos sintéticos. As
fontes de resisténcia sdo identificadas, nas espécies cultivadas e nas espécies afins, a
partir de observagdes em campo das reacdes de suscetibilidade e/ou resisténcia, bem
como através de inoculagdes artificiais. As informacdes fitopatologicas permitem a
escolha de genodtipos parentais, a serem usados no estudo da heranga genética das
resisténcias dos hospedeiros. Para este fim, destacam-se os géneros proximos como
Secale, Aegilops e Agropyron, pois possuem resisténcia a diversos estresses bidticos e
abidticos e outros atributos agronomicamente significantes, muitas vezes superiores
aqueles encontrados no trigo cultivado (STALKER, 1980). Portanto, a hibridagdo
interespecifica ¢ importante na utilizagdo do reservatdrio de genes de algumas espécies
silvestres que possuem resisténcia a fatores bidticos e abioticos, transferindo-se esta
resisténcia para outras espécies cultivadas suscetiveis. Esta técnica permite, também,
diversificar genes para uma caracteristica, aumentando a variabilidade da cultura

(BRAMMER et al., 2000).

Além das espécies de trigos cultivados, o trigo pao, 7. aestivum L. (2n = 6x =42)
como o trigo duro, 7. durum Desf. (2n = 4x = 28), existem expressivos recursos
genéticos naturais em Triticeae, aliados a contribui¢do importante de estudos
citogenéticos que facilitaram enormemente o conhecimento dessas espéciese de outros
genomas de Triticeae, permitindo direcionar a introgressao do (s) gene (s) exético (s)

via estratégias genéticas (MOLNAR-LANG et al., 2015). O potencial pratico da
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hibridacdo ampla em Triticeae ¢ provavelmente muito maior do que em outros grupos,
em fun¢do da facilidade de cruzamento, aliada ao amplo conhecimento dos genomas,
mas também como consequéncia da importancia desta cultura para o mundo (MUJJEB-

KAZI e KIMBER, 1985).

Evidentemente, se a resisténcia que se deseja transferir estiver presente em
espécies ancestrais, cujos genomas sdao homologos aos do trigo, o trabalho de
transferéncia fica facilitado, pois a recombinacdo pode ocorrer através do
sobrecruzamento. Estratégias diferentes podem ser usadas se a resisténcia for localizada
em espécies com os genomas A, B ou D, ou seja retrocruzamentos e selegdo citoldgica-
molecular. Entretanto, somente com o progresso do conhecimento cientifico sobre as
relagdes citotaxonomicas dentro do género Triticum e da tribo Triticinae ¢ que foi
possivel o desenvolvimento de metodologias eficientes de transferéncia, as quais
permitiram a obtencdo de fontes de resisténcias novas e geneticamente distintas. Além
disso, a transferéncia de genes das espécies afins ao trigo cultivado depende de quanto

e de como sao introgredidos tais genes (MORAES-FERNANDES et al., 2000).

De fato, devido a relativa afinidade entre os genomas das Triticeae,
principalmente o genoma D de 7. aestivum (LIU et al., 2007), tem funcionado como
fontes altamente valiosas de uma infinidade de genes associados a caracteristicas
quantitativas (QTL) para melhorar a resisténcia a estresses bidticos e abiodticos, bem
como qualidade tecnoldgica e caracteristicas relacionadas ao rendimento (CEOLONI et

al., 2015).

2.7 Trigos sintéticos

Os trigos sintéticos sdo o resultado do cruzamento entre uma espécie tetraploide
(genomas AABB) e outra diploide (genoma DD), originando um hibrido estéril ABD.
Para restaurar a fertilidade, ¢ feito, primeiramente, o resgate do embrido imaturo, aos 14
dias apo6s as hibridagdes, onde ¢ cultivado in vitro, seguido da ressintese artificial dos
genomas, duplicando os cromossomos das plantulas regeneradas com colchicina ou outro

agente anti-mitético (MORAES-FERNANDES et al., 2000).
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O uso de trigos sintéticos visa a transferéncia de genes agronomicamente
importantes para o trigo cultivado a partir de retrocruzamentos. Porém, para que este
germoplasma seja disponibilizado, ¢ imprescindivel haver a caraterizacdo quanto a
estabilidade genética por meio de diferentes estratégias metodoldgicas. Colecdes de trigos
sintéticos foram desenvolvidas pelo International Maize and Wheat Improvement Center
(CIMMYT), principalmente usando trigo de inverno e acessos de Ae. tauschii (sinbnimos
Ae. squarrosa; T. tauschii) para facilitar a incorporagdo de caracteristicas desejaveis em
diversos programas de melhoramento de trigo do mundo (HE et al., 2013; HANIF et al.,
2014; ZHU et al., 2016). A diversidade genética dentro do trigo sintético hexaploide traz
alelos e genes de resisténcia/tolerancia a estresses bidticos e abidticos (RASHEED et al.,
2012). No entanto, geralmente possuem baixo valor agrondmico, dificil de trilhar e baixo
rendimento, o que justifica a introgressao de tais genes em cultivares ja adaptadas as

regides de cultivo, sendo crucial para os programas de melhoramento genético.

Desde a década de 1940, mais de 1.500 linhas de sintéticos foram desenvolvidas
e um grande nimero foram identificadas como resistentes as principais doencas do trigo
(ferrugem da folha, septoria, podriddo da coroa, manchas foliares, nematoides, oidio,
fusariose, entre outras), insetos e tolerancia a estresses abioticos (seca, calor, salinidadee
encharcamento), bem como novas caracteristicas de rendimento e qualidade de graos
(OGBONNAYA et al., 2013; JAFARZADEH et al., 2016). Destacam-se que alguns dos
germoplasmas derivados dos trigos sintéticos tém sido utilizados com sucesso para
desenvolver variedades comerciais de trigo, como a variedade altamente produtora
'Chuanmai 42' (YANG et al., 2009) e variedades resistentes a insetos ' TAM 110' (LAZAR
et al., 2004) e 'TAM 112' (RUDD et al., 2014).

2.7.1 Compotamento meiotico e viabilidade polinica de genotipos de plantas de trigo

Plantas em estado silvestre, ou em fase de pré-melhoramento, possuem
comportamento meiotico variavel entre os genotipos. Assim, podem apresentar
irregularidades nas fases da meiose e pos-meiose, resultando em fertilidade limitada
quando se considera gametas masculinos (DAMASCENO JUNIOR et al., 2010). Estas

irregularidades sdo comumente relatadas na familia Poaceae. Dentre as mais comuns,
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verifica-se a migracdo precoce dos cromossomos para 0s polos e cromossomos
retardatarios em metafases e micronucleos em tétrades (MENDES-BONATA et al.,

2006).

Devido ao genoma de trigo sintético ter uma combinacdo de 7. durum x Ae.
tauschii ou mesmo em outras combinagdes génicas advindas de introgressdes entre
espécies relacionadas, faz com que a duracdo do ciclo meidtico varie nos diferentes
genomas, ocasionando, em muitos casos, instabilidades meioticas. Portanto, o grau de
fertilidade das plantas ¢ demonstrado pelo comportamento meiotico, sendo a formagao
de gametas funcionais controlada por genes que garantem um processo meidtico normal.
Entretanto, os genes podem sofrer mutagdes, ocasionando irregularidades que
comprometem a fertilidade dos individuos (PAGLIARINI, 2000). Além das causas
genéticas apresentadas, fatores bidticos e abiodticos, também podem levar a fragmentagao
do material genético gerando células com micronucleos e instabilidades genéticas nos

hibridos gerados (MAJER et al., 2001).

Portanto, a analise do comportamento meiotico ¢ muito utilizada para estudos
evolutivos, bem como na selecao de genotipos a serem utilizados em programas de
melhoramento genético, j& que permite caracterizar as plantas quanto a sua estabilidade
genética e fertilidade. Isto reflete na possibilidade de uma selegdo mais apurada dos
genodtipos analisados (BRAMMER et al., 2007). Cabe ressaltar que quando se objetiva o
uso de hibridos interespecificos ou intergenérico em programas de pré-melhoramento
genético, ¢ importante avaliar o comportamento cromossomico dos hibridos, bem como
inferir sobre a estabilidade genética, que pode ser acessada a partir de analise do indice

meiotico e da viabilidade polinica.

Estudos recentes foram realizados, analisando-se as instabilidades meidticas em
algumas espécies de trigo: Arabbeigi et al. (2010) investigaram o comportamento
meiotico em cultivares de trigo e em trigos sintéticos; Omidi et al. (2014) estudaram a
influéncia dos estresses ambientais, nas anormalidades meioticas em trigo; Ghorbani et

al. (2015) compararam instabilidades meioticas de Ae. cylindrica com as estabilidades
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mitoticas de 7. monococcum e Frizon et al. (2017) analisaram o indice meidtico e

presenca de micronucleos em 20 acessos de trigos sintéticos.

Além do mencionado, ressalta-se que a germinagao e viabilidade do grao de polen
de plantas tém recebido consideravel aten¢ao devido a sua aplicagdo no melhoramento de
plantas, na conservagdo e no entendimento da resposta fisiologica durante a fertilizagao
(KHAN e PERVEEN, 2006). Isso porque os programas de melhoramento genético
vegetal estdo fundamentados na obtencdo de cultivares superiores, a partir da
manipulacdo genética existente no germoplasma de determinada espécie. Dentre os
fatores responsaveis pelo sucesso desses programas, destacam-se a sele¢do de gendtipos
e os cruzamentos cuja eficacia depende, diretamente, da viabilidade do p6len (TECHIO
et al., 2006). A capacidade de germinagao do polen pode interferir na taxa de frutificagao
(MONDAL e GHANTA, 2012), visto que qualquer falha do grao de pdlen para germinar
e, posteriormente, para fertilizar um 6vulo significa um resultado mal sucedido de um
evento de polinizagdo (DAFNI, 1992). Assim, a viabilidade polinica ¢, geralmente,
considerada como indicativo da capacidade do grao de pdlen realizar sua funcao de liberar
as células espermaticas no saco embriondrio, permitindo que ocorra a fertilizagao
(SHIVANNA et al., 1991). Considerando-se a fun¢do do grao de pélen no ciclo de vida
de uma planta, uma maneira de testar a viabilidade polinica seria realizar a polinizagao e,
posteriormente, analisar a frutificagdo. No entanto, devido ao tempo que essa atividade
leva, outros métodos sdo, frequentemente, utilizados (KARAKAYA, 2011). Existe uma
grande variedade de técnicas que podem ser usadas para a avaliagdo da viabilidade do
grao de polen (OLIVEIRA et al., 2001). Os métodos diretos incluem a indugdo da
germinagdo do pdlen in vivo ou in vitro, e os indiretos sdo baseados em pardmetros
citoldgicos, como a reacdo a corantes e fluorocromos (DAFNI, 1992; SHIVANNA e
RANGASWAMY, 1992; KEARS e INOUYE, 1993). Os métodos colorimétricos
utilizam corantes quimicos especificos, que reagem com componentes celulares presentes
no grao de poélen maduro. Dentre esses testes, destacam-se os testes com lugol, carmim

acético e a solucado tripla de Alexander (PAGLIARINI e POZZOBON, 2004).

Diante disso, vé-se que a falta de cultivares disponiveis no mercado, que retinam

caracteristicas agrondmicas superiores, com resisténcia genética a giberela, ainda ¢ um
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dos maiores problemas enfrentados pelos produtores de trigo. Para melhorar esta
condic¢do, ¢ necessario um substancial impacto nos programas de melhoramento genético
de trigo. Para que este objetivo seja alcangado, ¢ importante a utilizagdo de estratégias de
avaliacdo capazes de garantir a identificacdo de gendtipos para a doenga, aliado com as

caracteristicas quantitativas, desejaveis como o rendimento alto.
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3 CAPITULO I-

Desenvolvimento de populacdes segregantes interespecificas de trigo, avaliacdo de

caracteristicas agronomicas e resisténcia a giberela

3.1 Resumo

O trigo esta entre os cereais mais produzidos no mundo devido a sua capacidade de adaptagdo a
diferentes condi¢des edafoclimaticas, além do valor nutritivo do grdo. Aumentar a qualidade ¢ a
produtividade do trigo no Brasil tem sido um desafio para todos os segmentos envolvidos no
processo produtivo. A giberela, causada por Fusarium graminearum, ¢ umas das doencas
cerealiferas que mais influenciam ndo s6 na redugao da produtividade como na qualidade do trigo,
pela presenca de micotoxinas. O controle da giberela pode ser realizado por meio do controle
cultural como rotacao de culturas, quimico utilizando fungicidas e genético por meio de cultivares
resistentes. A resisténcia genética, no entanto, ¢ atualmente reconhecida como o método mais
eficaz e ambientalmente correto para manejar giberela. No entanto, a falta de recursos genéticos
com resisténcia adequadas ainda é um dos principais gargalos para a pesquisa de melhoramento
de trigo. Trigos sintéticos resultam do cruzamento entre uma espécie tetraploide (genoma AABB)
e outra diploide (DD), originando um hibrido estéril ABD. Para restaurar a fertilidade ¢ feita a
sintese artificial duplicando os cromossomos com o uso de colchicina, obtendo-se um novo
hexaploide. Estes trigos sdo genomicamente anfidiploides e devido a combinacdo dos genomas
dos pais apresentam resisténcia, principalmente, a fungos e insetos. Desta forma, os programas
de melhoramento de trigo concentram-se, juntamente com o alto rendimento, no desenvolvimento
de resisténcia a giberela em cultivares comerciais. A selegdo de genitores e de populacdes
segregantes constitui a primeira etapa no processo de melhoramento para posteriormente serem
obtidas as populacdes segregantes por meio dos cruzamentos e retrocruzamentos. O objetivo
desse trabalho foi desenvolver populacdes segregantes de trigo para resisténcia a giberela,
introgredindo genes de trigos sintéticos em cultivares tradicionais, apresentando os resultados e
avancos obtidos pelo método de retrocruzamentos e avaliar essas populagdes em FiRC,, quanto
aos aspectos agronomicos e resisténcia tipo Il e tipo 111 a giberela. Primeiramente, o experiemento
foi conduzido no ano de 2016 e 2017 na casa de vegetacdo da Embrapa Trigo. Como genitores
masculinos foram utilizados duas cultivares comerciais BRS Guamirim e BRS 179 e trés genitores
femininos, trigos sintéticos (CIGM90.909, CIGM92.1666 e CIGM93.298), previamente
caracterizados quanto a reagdo a giberela. O procedimento metodologico cruzamentos e
retrocruzamentos foi realizado, proporcionando condi¢des controladas adequadas. Foram
desenvolvidas as populagdes F; (inverno de 2016), RC,; (verao de 2016/2017) e RC; (inverno de
2017) através dos processos de emasculagdo e polinizagdo. Ja no inverno de 2018, as populagdes
segregantes foram avaliadas no campo. O delineamento foi em blocos casualizados com oito
tratamentos e quatro repeti¢des, sendo a parcela constituida de uma linha de 5 m com 50 sementes
espacadas a cada 10 cm. No espigamento, graos com peritécios de Gibberella zeae foram
distribuidos na superficie do solo. Apds, a area experimental foi submetida ao molhamento de
espigas com formacao de neblina, em dias sem precipitagdo pluvial. No estagio 11.2 (grao em
massa mole) foram quantificadas por espiga, sem destacar da planta, o nlimero de espiguetas com
sintomas de giberela, para a determinagdo da severidade real. Na época da maturagdo, foram
colhidas, manualmente, todas as linhas de cada parcela, onde foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: altura das plantas, nimero de grdos por espiga, nimero de graos sadios e graos
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giberelados (resisténcia tipo III), rendimento de graos por planta. Os dados morfoldgicos de forma
e densidade da espiga foram obtidos de acordo com os descritores morfologicos propostos pelo
MAPA (1998). Nas trés geragdes desenvolvidas em casa de vegetagdo (Fi, RC; ¢ RC»), pode-se
concluir que as melhores combinagdes de cruzamentos, verificadas pelo nimero de graos, foi com
o parental maculino BRS 179, sendo que em duas gerac¢des consecutivas RC; e RC,, o melhor
rendimento foi verificado em CIGM90.909/BRS179. As combina¢des realizadas com BRS
Guamirim geralmente tiveram menores niameros de graos. Nas avaliagOes realizadas a campo das
populagdes segregantes avaliadas a que mais apresentou espiguetas afetadas foi o
CIGM93.298/BRS Guamirim (76,72%). As outras populacdes segregantes e parentais masculinos
tiveram porcentagem de espiguetas afetadas menor que 50%. Isso faz com que todas as
populagdes sejam consideradas moderadamente sucetiveis e muito sucetivel, para resisténcia tipo
I1. Na porcentagem de graos giberelados, resisténcia tipo III, todas as populagdes segregantes com
excessao de CIGM90.909/BRS 179 e BRS 179 apresentaram valores acima de 50%. Evidenciou-
se assim que os cruzamentos realizados com o parental masculino BRS 179 tiveram melhores
resultados para a resisténcia a doenga, contrapondo-se com BRS Guamirim, uma vez que as
populagdes foram mais suscetiveis. Nos caracteres agronomicos avaliados, a populagdo
CIGM93.298/BRS Guamirim teve maior rendimento de graos por planta, enquanto teve menor
rendimento CIGM90.909/BRS 179. Nos aspectos morfologicos, todos os cruzamentos realizados
com o parental masculino BRS 179 tiveram estatura mais alta quando comparados com BRS
Guamirim. J4 as populacdes segregantes oriundas do cruzamento com BRS Guamirim
apresentaram-se mais densas.

Palavras-chave:1. Fusarium graminearum. 2.Populagdes segregantes. 3.Severidade. 4.Graos
giberelados.

3.2 Introducao

O trigo (Triticum aestivum L.) € a terceira cultura alimentar mais importante do
mundo, alimentando 4,5 bilhdes de pessoas em 95 paises em desenvolvimento (BRAUN
et al., 2010). Embora a melhoria do rendimento de trigo seja determinada pelo potencial
genético, o controle adequado dos estresses biodticos e abidticos, juntamente com boas
praticas de manejo, determinam o rendimento real obtido anualmente. Os estresses
bioticos representam desafios significativos para o aumento da produtividade e tém
implicagdes importantes para a seguranga alimentar em muitas regides onde o trigo é o
alimento principal, particularmente nos paises em desenvolvimento, em que os custos dos

insumos sdo altos (JIGHLY et al., 2016).

A giberela (Gibberella zeae Schw) ¢ uma das principais doencas fungicas que
afeta a producao de trigo. Apesar de, mundialmente, ter mais de 17 espécies de Fusarium

causadores da doencga, F. graminearum ¢ o agente predominante em muitos paises. A
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incidéncia e a gravidade da doenca tém aumentado nas Ultimas décadas, devido ao
aumento das rotacdes de milho e trigo e a pratica cada vez mais popular do plantio direto,
permitindo que os residuos da colheita na superficie do solo sejam colonizados pelo fungo
(ZHU et al., 2015). Doenga tipica de climas mais quentes e umidos (Brennan et al., 2005),
a giberela reduz rendimento de trigo e afeta negativamente a moagem, cozimento e
fabricagdo de massas (BAI e SHANER, 1994). Além disso, os graos infectados podem
conter micotoxinas, como o deoxinivalenol (DON), que produzem graos improprios para
consumo humano ou animal (MCMULLEN et al., 1997). A resisténcia genética ¢
considerada o meio mais econdOmico e ambientalmente correto de controlar o fungo e ¢
um dos objetivos principais para inumeros programas de melhoramento de cereais
(OSMAN et al., 2015). No entanto, a doenca ¢ altamente complexa por ser do tipo
quantitativa e controlada por muitos genes de efeito menor. Mesterhazy (1995) descreveu
cinco tipos de resisténcia, das quais Tipo I (resisténcia a infec¢do inicial); Tipo II
(resisténcia a disseminacdo na espiga); Tipo III (resisténcia nos graos); Tipo IV
(resisténcia ao acumulo de micotoxinas) e Tipo V (resisténcia expressa pelo rendimento).

A Resisténcia I, II e III sdo as mais estudadas quando comparadas a [V e V.

No entanto, sabe-se que as cultivares comerciais ndo sao boas fontes de resisténcia.
Assim, os programas de melhoramento buscam em espécies silvestres afins ao trigo,
fontes alternativas de resistencia a giberela. Trigo sintético hexaploide foi relatado por
ser um repositorio de ampla diversidade genética para o melhoramento do trigo
(OGBONNAYA 2011; OGBONNAYA et al.,, 2013). Esse material ¢ resultado da
hibridizacdo de duas espécies, o tetraploide 7. turgidum (genomas AABB), e o diploide
selvagem Aegilops tauschii (denoma DD), originando um hibrido esteril. Sua fertilidade
¢ restaurada em laboratério com uso de colchicina na duplicagao dos cromossomos (VAN
GINKEL E OGBONNAYA, 2007). A diversidade genética para resisténcia foi
identificada em trigos sintéticos para uma ampla gama de estresses bidticos, incluindo a
giberela (MUJEEB-KAZI et al., 2001b). Os trigos sintéticos foram descritos pela primeira
vez por McFadden e Sears (1946). Desde entdo, muitos programas de melhoramento tém

empregado esta técnica. O CIMMYT (Centro Internacional de Melhoramento de Milho e
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Trigo — México) desenvolveu mais de 1.000 novos sintéticos primarios de mais de 600

diferentes acessos de Ae. tauschii (ZHANG et al., 2005).

A selecao de genitores e de populagcdes segregantes constitui a primeira etapa no
processo de melhoramento. Dessa, depende o sucesso das demais etapas e,
consequentemente, a eficiéncia do programa, sendo uma das decisdes de maior
importancia a ser tomada pelo melhorista (BERTAN et al., 2007; PEREIRA et al., 2007).
Como um desafio da pesquisa, o método de retrocruzamento tem sido utilizado no
programa de melhoramento genético visando a incorporagdo de genes de resisténcia de
espécies silvestres em variedades com caracteristicas comerciais (FALEIRO et al., 2005).
Esse método consiste em uma importante estratégia para os melhoristas de trigo quando
o objetivo ¢ realizar a introgressao de caracteres quantitativos em um genotipo elite ou
padrdo. Por meio deste método, um gendtipo considerado como doador ¢ cruzado com
outro denominado recorrente. As plantas da geracdo F; sdo retrocruzadas e na geragdo
seguinte as que apresentarem a caracteristica desejada oriunda do genitor doador sdo
normalmente retrocruzadas e assim sucessivamente com o gendtipo recorrente para que
se tenha a recuperagdo da constituicao genética do mesmo. Geralmente sdo necessarias
de cinco a seis geragdoes para que tenha a recuperacdo total do genitor recorrente
(SCHEEREN et al., 2011). Dentro desse contexto, o trigo sintético hexaploide , ¢
considerado uma fonte promissora de alelos exoticos para introgressdo em trigo
(MUJEEB-KAZI et al, 2008). No entanto, eles frequentemente abrigam alelos
desfavoraveis como baixo desempenho agrondémico e baixo rendimento. Geralmente,
sintéticos primarios precisam ser cruzados com um cultivar elite (ARRAIANO et al.,
2001; MUJEEB-KAZI et al., 2004). Uma vez retrocruzado e intensivamente selecionado,
o novo material vegetal pode comecar a ser incorporado no programa de melhoramento
de trigo para desenvolvimento de cultivares. Este processo ¢ muito demorado, limitando
o uso de germoplasmas exoticos nos programa de melhoramento de trigo (DUNCKEL et

al., 2017).

Devido a elevada relevancia da giberela sobre os danos a produtividade e a
qualidade do trigo, o presente trabalho teve como objetivos: introgredir genes de trigo

sintético em cultivares tradicionais de trigo visando a resisténcia a giberela, para serem
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usados no programa de retrocruzamento e avaliar as populacdes segregantes de trigo em
F1RC», oriundas do cruzamento entre trigos sintéticos e cultivares comerciais, quanto aos
aspectos agrondmicos e de resisténcia tipo II e tipo III a giberela avaliar as populagdes
segregantes de trigo em F{RC», quanto aos aspectos agrondomicos e de resisténcia tipo II

e tipo III a giberela.

3.3 Material e métodos
3.3.1 Experimento 1

3.3.1.1 Parentais utilizados

O material utilizado compreende duas cultivares comerciais de trigo, como
genitores paternos, adaptados as condi¢des do Rio Grande do Sul e escolhidos com base
na divergéncia para varios caracteres: produgao de graos, dias para maturacao e altura da
planta, sendo eles BRS Guamirim e BRS 179. A descri¢do das cultivares esta apresentada

a seguir:

» BRS Guamirim: Cultivar lancada em 2005, possui estatura baixa de até 78
cm, produtividade média de 7.600kg/ha, ciclo superprecoce, sendo de 75
dias até o espigamento e 125 dias até a maturagdo. E moderadamente
resistente a giberela, mancha da gluma e manchas foliares.
Moderadamente resistente/moderadamente suscetivel a ferrugem da folha
e ao virus do nanismo amarelo da cevada (VNAC). Moderadamente
uscetivel/suscetivel ao oidio e suscetivel ao virus do mosaico. Possui bom
perfilhamento; moderadamente resistente/resistente ao acamamento;
moderadamente resistente ao crestamento; moderadamente
resistente/moderadamente suscetivel a debulha natural, moderadamente
suscetivel/suscetivel a germinagdo na espiga e moderadamente suscetivel
a geada na fase vegetativa. Estd classificada como trigo doméstico na
regido 1 e trigo pdo na regido 2 de cultivo do trigo no Brasil. E indicada

para os estados: Rio Grande do Sul e Santa Catarina (regido 1 e 2), Parana
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(regido 1, 2 e 3), Sdo Paulo (regido 2, 3 e 4) e Mato Grosso do Sul (regido
3 ¢ 4) (EMBRAPA TRIGO).

BRS 179: Foi lancada para cultivo em 1999 e ¢ recomendada para os
Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. E classificada como de
ciclo médio (89 dias ao espigamento e 143 dias a maturacao) e como de
porte alta (100 cm). O potencial produtivo da cultivar ¢ superior a 3
toneladas/ha e ¢é classificada como trigo da classe Brando. E
moderadamente resistente ao crestamento, a germinacdo da espiga e
moderadamente suscetivel ao acamamento e a debulha natural. Suscetivel
a ferrugem-da-folha e moderadamente suscetivel ao oidio e ao virus-do-
mosaico. Apresenta moderada resisténcia a giberela e as manchas foliares
e sua abrangéncia de mercado para uso: E indicada para os estados do Rio

Grande do Sul e Santa Catarina (EMBRAPA TRIGO).

Como genitores maternos e fontes de resisténcias exoéticas foram utilizados trés

acessos de trigos sintéticos hexaploides, oriundos do CYMMIT (Centro Internacional

de Melhoram
et al. (2016),

ento de Milho e Trigo — México) e caracterizados previamente por Frizon

como moderadamente resistentes a giberela (Tabela 1).

Tabela 1- Genotipos utilizados nos cruzamentos visando resisténcia a giberela. Embrapa
Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Acessos Genealogia Resisténcia
CIGM90.909 GAN/ Ae. Squarrosa MR
CIGM92.1666 RASCON// Ae. Squarrosa MR
CIGM93.298 CIGM93.298 MR
BRS Guamirim Embrapa 27/Buck Nandu//PF93159 MR
BR 35/PF 8596/3/PF 772003*2/PF
BRS 179 MR

813//PF 83899
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3.3.1.2 Caracterizagdo do ambiente experimental

O experiemento foi conduzido no ano de 2016 e 2017 na casa de vegetagao da
Embrapa Trigo, no municipio de Passo Fundo, RS, localizado a 687 m de altitude, latitude

28°15'S, longitude 52°24' W.

3.3.1.3 Obtengao dos hibridos F; de trigo

O procedimento metodolégico foi realizado em casa de vegetacdo,
proporcionando condi¢des controladas adequadas. A semeadura dos parentais foi feita em
trés épocas distintas, a partir do dia 26 de junho de 2016, com diferenca de uma semana,
uma da outra, para coincidéncia do florescimento, viabilizando a realizacdo dos
cruzamentos propostos € também como precaugdo contra alguma alteragao que pudesse
prejudicar a execugdo dos trabalhos. Em cada época, foram usados doze baldes para cada
parental, totalizando 144, sendo semeadas cinco sementes/balde, com dimensdes de
aproximadamente 0,20 m de altura e 0,20 m de didmetro. Os baldes foram dispostos em
linhas espacadas uma da outra de 0,40 m e preenchidos com solo devidamente corrigido
quanto ao pH e adubado adequada. Para a realiza¢ao dos cruzamentos foram efetuadas as

seguintes operagoes:

a) Emasculagdo - Consistiu na retirada das anteras das flores, mantendo-se apenas
a parte feminina (gineceu). A realizagao dessa etapa foi na fase final de emborrachamento,
isto €, no estadio 10.1 da escala de Feeks-Large (LARGE, 1954). Foram eliminadas as
espiguetas apicais e basais de cada espiga, deixando-se de 8 a 10 espiguetas centrais.
Essas foram cortadas na parte média, transversalmente, em relagdo ao comprimento da
raque. Desse modo, cada espigueta continha duas a trés flores. Nessa fase, as anteras, em
nimero de trés por flor, se encontravam ainda imaturas (cor verde) e com tamanho
adequado para facilitar a remogdo. Nesse processo, procurou-se ndo danificar a parte
feminina. Assim, as anteras, de todas as flores de cada espiga, foram cuidadosamente
retiradas com auxilio de uma pinga, evitando o risco de ocorréncia de autofecundacao. A

seguir, cada espiga foi ensacada, marcando-se a data da emasculacdo (Figura 1)
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Figura 1- Processos envolvidos na emasculagdo dos parentais femininos no
desenvolvimento das populagdes segregantes A: Escolha da espiga no ponto de
emasculacdo. B: Retirada da flor central. C: Retiarada das anteras de cada flor.
D: Ensacamento das espigas até o ponto de polinizacdo. Embrapa Trigo, Passo
Fundo, RS, 2019

b) Polinizacdo - Decorridos trés a cinco dias da emasculagdo, foi realizada a
polinizacdao. Foram escolhidas e retiradas as espigas com anteras maduras, isto €, no
estadio 10.5.1-10.5.2 da escala de Feeks-Large (LARGE, 1954), das plantas dos
genotipos polinizadores. Essas espigas tiveram suas espiguetas cortadas na parte média,
transversalmente ao comprimento da raque e, a seguir, expostas ao sol para facilitar a
saida das anteras. Esse processo foi realizado em dia ensolarado e no periodo mais
quente, entre 10 e 14 horas. Quando as anteras estavam liberadas, as espigas foram
levadas, cuidadosamente, para a espiga da planta, anteriormente emasculada, visando a
operacao de polinizacdo. O saquinho que envolvia a espiga emasculada foi cortado na
parte superior e, em seguida, a espiga com as anteras maduras foi introduzida, agitando-
se de maneira que os graos de podlen fossem liberados, polinizando-se os estigmas. A
seguir, os saquinhos de papel foram fechados e grampeados, colocando-se uma etiqueta
indicando o cruzamento efetuado e sua data. Nesse procedimento foram utilizadas varias

espigas, de modo a obter as sementes necessarias para o trabalho (Figura 2).
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Figura 2- Processos envolvidos na polinizagdo dos parentais femininos com uso dos
parentais masculinos no desenvolvimento das populagdes segregantes de
trigo. A: Espiga no ponto de polinizacdo. B: Polinizagdo da espiga
emasculada. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

c¢) Colheita das sementes hibridas em geragdo Fi (Figura 3) - Na época da
maturacdo, as espigas, que estavam ensacadas e devidamente identificadas,
provenientes dos trés cruzamentos, foram colhidas e secas em condi¢des ambientais,
sendo a seguir debulhadas manualmente. Os graos foram armazenados em condigdes

ambientais adequadas para a continuac¢ao do programa de melhoramento.
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Figura 3- Colheita das populacdes segregantes emasculadas e polinizadas. A: Espiga
emasculada e polinizada no ponto de colheita. B: Graos oriundos da
populacao Fi. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

3.3.1.4 Obtencao dos retrocruzamentos FiRC; e F1RC>

As sementes dos parentais de trigo e parte das sementes dos hibridos em geracao
Fi de trigo foram semeadas, em dezembro de 2016 em baldes plasticos na mesma casa de
vegetagdo. Os pais foram semeados em trés épocas, separadas uma da outra em dez dias, e
os hibridos em gerac¢do Fi, também foram plantados em trés épocas visando a obten¢ao dos
retrocruzamentos RCj. Tal procedimento foi realizado pelas mesmas razdes citadas
anteriormente. Em cada uma das épocas, foram semeados os trés parentais em doze vasos
cada um, totalizando 36 baldes, por €poca. Em cada balde, foram utilizadas cinco sementes.
Com relacdo as sementes dos hibridos em geracdo Fi, foram semeados doze baldes por
hibrido, com cinco sementes cada um, totalizando 36 baldes. O preparo dos baldes e a
realiza¢ao dos cruzamentos foram semelhantes aos descritos anteriormente. Desse modo,
foram obtidas as sementes dos retrocruzamentos RCi no verdo de 2017 e RCz no inverno
de 2017. As sementes das geracdes F» e F3 foram obtidas por autofecundagdo natural dos

hibridos F; e F2, respectivamente.

Apos cada colheita das espigas emasculadas e polinizadas, elas foram trilhadas e
os graos foram quantificados e armazenados para analise quanto a reagdo a giberela em

campo no inverno de 2018.
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3.3.2 Experimento 2

O trabalho foi conduzido no campo experimental da Embrapa Trigo, no municipio
de Passo Fundo, RS, localizado a 687 m de altitude, latitude 28°15' S, longitude 52°24'
W, na safra de inverno 2018, onde foram utilizadas seis populagdes segregantes de trigo
em F2RC2: CIGM90.909/BRS Guamirim; CIGM90.909/BRS 179; CIGM92.1666/BRS
Guamirim; CIGM92.1666/BRS179; CIGM93.298/BRS Guamirim ¢ CIGM93.298/BRS
179. Essas populagdes sao oriundas de cruzamentos entre trigos sintéticos e cultivares

elite de trigo, desenvolvidas em 2016 e 2017 em casa de vegetacao,

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com oito tratamentos e
quatro repeti¢des constituidos por seis combinagdes de cruzamentos e dois parentais
masculinos. Cada material foi semeado manualmente no dia 16 de julho de 2018, em
parcela constituida de uma linha de 5 m com 50 sementes espacadas a 10 cm. Os
espacamentos entre duas parcelas na linha de semeadura foi de 1,00 m e lateralmente
entre as parcelas foi de 0,40 m. Para os blocos, o espagamento foi de 0,80 m para
possibilitar a colocagdo de mangueiras sobre o solo visando ao molhamento das espigas.
A condugdo do ensaio seguiu as Indicacdes Técnicas para a Cultura de Trigo e Triticale
(REUNIAO, 2017). O controle de doencas foliares foi realizado até o estadio 10
(emborrachamento) da escala de Feeks e Large (1954). Determinou-se a data em que cada
cruzamento e o parental masculino atingiram 50% do espigamento e a data da coleta das
espigas secas do colmo principal. Ao inicio do espigamento, graos de trigo com peritécios
maduros de G. zea, produzidos conforme protocolo usado rotineiramente na Embrapa
Trigo (LIMA 2007) foram distribuidos em cada linha de irrigagao (Figura 6). Apds, a area
experimental foi submetida ao molhamento de espigas com formagao de neblina, em dias

sem precipitacdo pluvial (LIMA e FERNANDES, 2002).
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Figura6-  Producdo e distribuicdo de graos com peritécio na area experimental A: Preparagao
do isolado. B: Inoculag¢do no grao. C: Detorroamento dos graos colonizados por
Fusarium graminearum. D: Grdos com peritécio pronto em caixa de areia. E:
Distribui¢do dos graos na lavoura em espigamento. F: Molhamento da area para
ocorréncia a doenga giberela. . Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Ao espigamento procedeu-se a identifica¢do da espiga do colmo principal de cada
planta com etiquetas e a contagem do nimero de espiguetas por espiga (Figura 7).
Posteriromente, no estagio 11.2 (grdo em massa mole) de Feeks e Large (1954) foram
quantificadas por espiga, sem destacar da planta, o nimero de espiguetas com sintomas
de giberela, para a determinacdo da severidade real. A classificacdo da resisténcia
genética foi baseada na escala de Kohli (1989): 0 — imune, 1 - resistente (1-5%
severidade), 2- moderadamente resistente (5-25% severidade), 3 - moderadamente
sucetiveis (25-50% severidade), 4 - suscetiveis (50-75% severidade), 5 - muito
suscetiveis (>75% severidade). Esse método foi realizado para determinagdo da

resisténcia tipo II.
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Figura 7-  Identificacdo da espiga do colmo principal para analise de severidade real da
doenca. A: Identificagdo das espigas do colmo principal. B: Contagem de
espiguetas doentes. C: Identificagdo espiguetas em area total. Embrapa Trigo,
Passo Fundo, RS, 2019

Na época da maturagdo do trigo foram colhidas, manualmente, todas as linhas de cada

parcela, onde foram avaliadas as seguintes caracteristicas (Figura 8):

- Altura das plantas (AP): mediu-se o comprimento do perfilho do colmo principal, em

centimetros, do nivel do solo ao apice da espiga, sem as aristas;

- Numero de graos por espiga do colmo principal de cada planta na linha (NGE): o nimero
de graos por espiga foi avaliado em todas as espigas de cada linha colhidas do perfilho
principal, debulhadas manualmente, contando-se o niimero total de grdos obtidos por

espiga. As medidas e contagens foram efetuadas em laboratorio;

- Numero de graos sadios (NGS) e numero de graos giberelados por espiga (NGB) do
colmo principal de cada planta na linha: Os grdos debulhados manualmente foram
separados em graos normais e graos giberelados em laboratorio, para avaliagdo da

resisténcia tipo III;

- Rendimento de graos por planta (RGP): os perfilhos restantes de cada planta da linha
foram colhidos e trilhados separadamente em trilhadora elétrica estacionaria. A entrada
de ar foi reduzida visando a retencdo total de graos. Apos, as amostras foram passadas
pelo soprador, para eliminacdo do excesso de palha e entdo contados para determinagao

do rendimento de graos por planta (LIMA, 2002).
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Figura 8- Procedimentos realizados para coleta e analise das espigas do colmo pincipal.
A: Medicdo de altura da planta de trigo do colmo principal identificada. B:
Etiquetas para coletas de Plantas. C: Coleta das espigas do colmo principal.

D: Espigas do colmo principal trilhadas manualmente. Embrapa Trigo, Passo
Fundo, RS, 2019

Os dados morfologicos de forma e densidade da espiga foram obtidos de acordo
com os descritores morfologicos propostos pelo MAPA (1998), no Servigo Nacional de
Protecdo de Cultivares, na fase de maturagdo, apds a colheita na espiga do perfilho

principal, antes da debulha manual (Figura 9).

Figura 9 - Analise dos genétipos para dados morfologicos das espigas do colmo principal.
Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Determinou-se o subperiodo, em dias, da semeadura ao espigamento (subperiodo de
espigamento) e o ciclo da semeadura a colheita de espiga seca (ciclo de maturagdo), das
populagdes segregantes de trigo e dos parentais masculinos. Estes ciclos foram
definidos com bases, nos parentais masculinos: BRS Guamirim de ciclo precoce, BRS

179, de ciclo - médio. Os valores utilizados para definicdo dos subperiodos do
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espigamento foram: super precoce < 70 dias; precoce de 70 a < 80 dias; médio de 80 a
< 90 dias; tardio de 90 a < 100 dias e super tardio de > 100 dias. Para o ciclo de
maturacao, os valores utilizados foram: super precoce < 125 dias; precoce 125 a < 130

dias; médio 130 a < 140 dias ¢ tardio 140 a < 150 dias.

Os dados climaticos de 2018, foram obtidos na pagina online do laboratorio de
meteorologia da Embrapa Trigo, sendo identificados os dias de cada més a partir do
espigamento (setembro, outubro, novembro do ano de 2018), com precipitagdes > que

0,5 mm.

As caracteristicas avaliadas foram submetidas a analise de variancia, utilizando-
se do teste F, ao nivel de 5% de probabilidade, a fim de detectar os efeitos de gendtipos
e repetigdes. Para a porcentagem da combinagdo de plantas resistentes (R) com
moderadamente resistentes (MR) foi utilizada a média da resisténcia II e I11. Para o teste
de Tukey, ao nivel de 5%, foi empregado para a comparacdo das médias dos gendtipos
em cada local. As estimativas dos coeficientes de correlagdo foram calculadas pelo

método de Pearson.

34 Resultados e Discussao

3.4.1 Desenvolvimento de populacdes segregantes interespecificas

O desenvolvimento da populagdo segregante F; de trigo ocorreu no inverno de
2016. O ntimero de espigas esmaculadas/polinizadas foi distindo para cada combinagdo
de parentais, porque nem sempre se conseguiu pélem suficiente para polinizar todas as
espigas emasculadas. O maior nimeo de graos foi visto no cuzamento CIGM93.298/BRS
179 e o menor no cruzamento CIGM90.909/BRS Guamirim (Tabela 2). Geralmente, as
combinagdes com o parental BRS 179 tiveram maiores numeros de graos, ao contrario de
BRS Guamirim, com menor. A capacidade de combinagdo entre os genitores representa
uma medida mais acurada para a selecdo de populagdes superiores, pois 0s parametros
genéticos sdo estimados com base nas progénies e nos genitores (PIMENTEL et al.,

2013a).
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Tabela 2- Nimero de espiguetas emasculadas/polinizadas e graos obtidos nos cruzamentos
e desenvolvimento das populagdes Fi, realizados no inverno de 2016. Embrapa
Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamentos 2016//Populacio F1 Espigas N° de

(Inverno) emasculadas/polinizadas graos
CIGM90.909/BRS Guamirim 39 131
CIGM90.909/BRS 179 48 400
CIGM92.1666/BRS Guamirim 39 392
CIGM92.1666/BRS 179 31 439
CIGM93.298/BRS Guamirim 37 500
CIGM93.298/BRS 179 50 950

A produgao das populagdes RCi, ocorreram no verao de 2017. Pelo fato do trigo
ndo ser uma cultura de verao, pode-se perceber que o nimero de graos das combinagdes
nos cruzamentos reduziu drasticamente, com excessao da combinagao CIGM90.909/BRS
Guamirim, que, com menos espigas polinizadas do que em Fi, produziu mais graos (Tabela

3).

Tabela 3 - Numero de espiguetas emasculadas/polinizadas e graos obtidos nos cruzamentos
e desenvolvimento das populagdes RCi, realizados no verdo 2016/2017.
Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamentos 2016/2017/Populacio Espigas N° de

Fi1RC1 (Verao) emasculadas/polinizadas graos
CIGM90.909/BRS Guamirim 25 170
CIGM90.909/BRS 179 30 180
CIGM92.1666/BRS Guamirim 30 150
CIGM92.1666/BRS 179 30 160
CIGM93.298/BRS Guamirim 30 70
CIGM93.298/BRS 179 30 100

Alguns trabalhos t€ém mostrado que em cruzamentos com parental sintético,
ocorreu maior produgdo de graos em situacdo de estresse ambiental por calor. Houve
acréscimo de 10% e 15% no niimero de graos, mostrando que trigos sintéticos podem ser
potenciais fontes também em situagdes ambientais adveras (SHARMA et al., 2014;

JAFARZADEH et al., 2016;). Isso pode ser pelo fato de que Ae. fauschii cresce
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amplamente em ambientes hostis e, portanto, pode ter genes Uteis para a tolerdncia ao
estresse biotico e abiotico (ELBASHIR et al., 2017). No entanto, isso foi verificado apenas
em um cruzamento, e vale lembrar que a geracao ainda estava em RC;. O estresse térmico
afeta negativamente os caracteres morfoldgicos, fenologicos e fisiolégicos em todas as
fases, em particular, diminui o contetido de clorofila e a capacidade fotossintética das

folhas (PRASAD et al., 2008).

A temperatura ideal para o crescimento e rendimento do trigo ¢ de 18 a 24 °C. A
temperatura, verificada, no verdo de 2017 foram altas para o cultivo do trigo, prejudicando
o rendimento, embora essa espécie apresenta certa plasticidade com relagdo a essa variavel,
0 que permite, mesmo nesses periodos, o desenvolvimento de populagdes segregantes,
estratégia essa adotada por inimeros programas de melhoramento genético. Entretanto, a
exposicao a 28-32 °C, por apenas cinco a seis dias, reduziu o rendimento em até 20% em
trabalhos conduzidos por STONE e NICOLAS (1994). Além do mencionado, em uma
cultura exposta a altas temperaturas antes da antese, o nimero de graos ¢ reduzido por
meio de uma redugdo na espiga/m’ e nos grios/espigas (SHPILER e BLUM, 1991;
BARNABAS et al., 2008). Isso porque, alta temperatura afeta a mobilizagao de amido
dentro da antera interrompendo o desenvolvimento do grao de pélen e intensificando sua

mortalidade (ZHANG et al., 2012).

Numerosas pesquisas relataram que o numero de grdos estd positivamente
associado com a taxa fotossintética (TIAN et al., 2011) e condutancia estomatica pos-
antese (ZHENG et al., 2011). No presente estudo, visando ao desenvolvimento das
diferentes geracdes de hibridos foi verificado claramente o efeito/interacao dos genotipos
e ambiente. Cabe ressaltar que efeitos genéticos e de ambiente influem direta ou
indiretamente sobre o cardter rendimento de grdos e sobre os demais caracteres
agrondmicos importantes na selecdo de plantas (FEHR, 1987). Nesta geragdo, os
cruzamentos tiveram, praticamente, o mesmo numero de espigas emasculadas e
polinizadas (excessdo do cruzamento CIGM90.909/BRS Guamirim), o que fica melhor de
evidenciar, o nimero de grdos, com a combinag¢ao a qual foi utilizado como genitor paterno

a cultivar BRS 179.
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A ultima geracdo de populagdes segregantes produzida neste trabalho foi
desenvolvida no inverno de 2017. Todas as combinag¢des de cruzamento, tiveram o mesmo
numero de espigas polinizadas e emasculadas. Além disso, vale lembrar que como o
trabalho foi realizado em casa de vegetagdo, as condi¢des eram controladas e iguais para
todas as plantas. Nesta geracdo pode-se ver nitidamente que todos os genotipos de trigos
sintéticos quando cruzados com a cultivar BRS 179, apresentaram maior nimero de graos.
Em contrapartida todos os genotipos cruzados com a cultivar BRS Guamirim,

apresentaram menores nimeros de graos (Tabela 4).

Tabela 4- Numero de espiguetas emasculadas/polinizadas e graos obtidos nos cruzamentos
e desenvolvimento das populagdes RCi, realizados no verdo 2016/2017.
Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamentos 2017/Populacao F1RC2 Espigas N° de graos
(inverno) emasculadas/polinizadas
CIGM90.909/BRS Guamirim 40 226
CIGM90.909/BRS 179 40 703
CIGM92.1666/BRS Guamirim 40 310
CIGM92.1666/BRS 179 40 620
CIGM93.298/BRS Guamirim 40 393
CIGM93.298/BRS 179 40 644

Nota-se nitidamente que o nimero de sementes produzidas pelas populagdes
segregantes de trigo desenvolvidas com o parental masculino BRS 179 foram maiores em

comparac¢ao com BRS Guamirim (Figura 5).
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Figura 5- Numero de graos das populacdes segregantes de trigo, oriundas do cruzamento
entre trigos sintéticos e cultivares comerciais de trigo. Embrapa Trigo, Passo
Fundo, RS, 2019

® Populagdo F1 (Inverno)

100 JI ® Populagio FIRC (Verio)
\QQ

Populagao F2RC2 (inverno)

A selegdo de cruzamentos que apresentem entre genitores uma boa combinacao
maximiza o rendimento de graos por planta, o nimero de graos por espiga e a estatura de
planta (BORNHOFEN et al., 2013). As principais caracteristicas desejadas para os novos
cultivares de trigo sdo: rendimento de graos; qualidade industrial; tolerancia a germinacao
na espiga, a moléstias, a seca, ao aluminio toxico do solo, a debulha natural e ao

acamamento; capacidade de afilhamento; boa resposta a adubagao e ampla adaptabilidade

e estabilidade fenotipica (MARCHIORO et al., 2009).

Os grandes contrastes, para importantes caracteres agronomicos permitird em
conjunto com as estimativas dos graus de dominancia/heterose bem como dos estudos de
herdabilidade e correlagdes obtidos, conduzir adequadamente as populagdes segregantes,
visando a obten¢do de linhagens, as quais, eventualmente poderdo ser transformadas em

novas cultivares de interesse para a triticultura do estado do Rio Grande do Sul.
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3.4.2 Avaliagoes agrondomicas e morfolégicas de populacgdes segregantes

Por meio da analise de variancia, encontrou-se diferenga significativa para os
parametros avaliados entre as populagdes segregantes de trigo e os parentais masculinos,

exceto para numero de plantas (Tabela 5) e forma de espiga (Tabela 6).

Tabela 5- Resumo da anélise de variancia das populacdes segregantes de trigo ¢ dos

parentais masculinos, avaliadas no campo em 2018 na Embrapa Trigo, Passo
Fundo, RS, 2019

Quadrado Médio
F. V. GL NP NET NEG PEG
Bloco 3 9,83"s 3,56* 1,35% 15,69%*
Tratamento 7 11,5 18,84 12,26 776,63
Residuo 21 17,5 0,38 1,29 44,58
CV (%) 10,24 3,62 15,50 15,20

* significativo (p < 0,05), ns = ndo significativo (p > 0,05). NP=ntmero de plantas; NET=numero de
espiguetas totais; NEG=Numero de graos giberelados; PEG=porcentagem de graos giberelados

Tabela 6- Resumo da anélise de variancia das populacdes segregantes de trigo ¢ dos

parentais masculinos, avaliadas no campo em 2018, Embrapa Trigo, Passo
Fundo, RS, 2019

Quadrado médio
F. V. GL NGT* NGB* PGB* NGS* RGP* EP* FE" DE* R+MR*
Bloco 3 46,53 9,69 178,24 25,79 905798 99,12 1,16 3,36 4,88
Tratamento 7 122,83 32,88 161,69 4496 170690 493,15 145 20,17 4,12
Residuo 21 3,85 3,50 41,88 3,17 27539 18,06 0,79 1,08 1,03
CV (%) 8,18 13,48 1045 17,68 10,57 5,54 35,08 2,32 20,79

* significativo (p < 0,05), ns = ndo significativo (p > 0,05). NGT=numero de graos totais; NGB=ntimero
de grios giberelados; PGB=porcentagem de grios giberelados; NGs=nimero de graos sadios;
RGP=rendimento de graos por planta; EP=estatura de planta; FE=forma de espiga; DE=densidade de
espiga, R+MR= resistente + moderadamente resistente.

No subperiodo de espigamento, todas as populagdes segregantes (FiRC»)
realizadas com o parental masculino BRS Guamirim apresentaram ciclo precoce, ja as os
cruzamentos realizados com o BRS 179 apresentaram ciclo médio, sendo que o mesmo
ocorreu para o ciclo de maturagdo (Tabela 7). De fato, BRS Guamirim apresenta ciclo
precoce € BRS 179 ciclo médio, o que foi herdado nas populagdes segregantes. Frizon,

(2016) também caracterizou essas cultivares como ciclo precoce e médio,
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respectivamente. Os ciclos das cultivares sdo de grande importancia para auxiliar os
produtores de trigo a escalonar a época de semeadura para que, em caso de ocorréncia de
geadas, se diminua os riscos de perdas na colheita (MAI, 2014). O nimero de dias para
floracdo ¢ determinante no estabelecimento do ciclo de uma cultivar (ALMEIDA et al.,

2013).

Tabela 7- Subperiodo (dias) da semeadura ao espigamento e ciclo da semeadura a
maturacao, das populacdes segregantes de trigo em FiRC> e dos parentais
masculinos em 2018. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamentos/Parentais Média Ciclo Média Ciclo
Masculinos dias espigamento dias maturacao

CIGM90.909/BRS Guamirim 76 Precoce 125 Precoce
CIGM90.909/BRS 179 82 Médio 132 Médio
CIGM92.1666/BRS Guamirim 76 Precoce 125 Precoce
CIGM92.1666/BRS179 82 Médio 132 Médio
CIGM93.298/BRS Guamirim 76 Precoce 125 Precoce
CIGM93.298/BRS 179 82 Médio 132 Médio
BRS Guamirim 76 Precoce 125 Precoce

BRS 179 82 Médio 132 Médio

O uso de cultivares com ciclos reprodutivos diferentes ¢ uma pratica cultural que
visa o escape a doenca, fazendo com que a fase reprodutiva da cultura ndo venha coincidir
com periodos favoraveis a doenga. Essa pratica ¢ recomendada para minimizar os
prejuizos por giberela, fazendo com que, pelo menos, parte da lavoura ndo seja atingida
(LIMA et al., 2002). No entanto, de acordo com Osério (1992), as condi¢des de cultivo e
as variacdes dos fatores climaticos ou edafoldgicos de cada ambiente podem influenciar
a duragao dos ciclos da cultura. Plantas com ciclo precoce ficam menos tempo expostas
aos estresses bidticos e abidticos, permitindo a escolha da melhor época de semeadura,
de forma a aproveitar as condigdes ambientais mais favoraveis ao seu desenvolvimento
(CAMARGQO, 1993). Albeirone et al. (2015), verificaram que as linhagens de trigo com
ciclo tardio apresentaram indices mais altos de giberela, enquanto que as linhas de ciclo
precoce, tiveram indices mais baixos da doenga. Por outro lado, Szabo-Hever et al.
(2018), observaram que trigos sintéticos que floresceram mais tarde mostraram menor

severidade da giberela nos experimentos de campo.
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Em 2018, o nimero de dias com precipitagao > 0,5 mm foi de 13 dias em setembro,
12 dias em outubro e 11 em novembro. O volume de precipitagdo nesses meses ficou
acima da média em 54,52%, 108,96% e 60,66%, respectivamente (Tabela 8), indicando
condicao favoravel ao patdégeno e, portanto, a ocorréncia de epidemia de giberela em
Passo Fundo, RS. Além das condi¢des naturais de precipitagdo pluvial favoravel a
ocorréncia da giberela, a partir do més de setembro, inicio do espigamento dos gendtipos,
nos dias de estiagem, a area experimental foi submetida a irrigagdo com formacao de
neblina (LIMA, 2002). Desta forma, a area experimental teve condi¢des de molhamento
favoravel a giberela, uma vez que a umidade ¢ tdo importante quanto a temperatura para

a ocorréncia de giberela no trigo.

Tabela 8- Precipitacdo pluvial total (mm), temperatura média (°C), nos meses de
setembro, outubro e novembro de 2018, Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS,

2019
Ano Precipitacdo Temperatura
Set. Out. Nov. Set. Out. Nov.
2018 305,5 197,7 211,6 16,5 17,8 20,9
Normal 197,7 152,9 131,7 15,7 17,6 19,6

Fonte: Embrapa Trigo- informagdes meteorologicas-
http://www.cnpt.embrapa.br/pesquisa/agromet/app/principal/agromet.php?ano=2018

As temperaturas ficaram acima da média em setembro e novembro (0,8 ¢ 1,3 °C,
respectivamente). Como a giberela pode ocorrer a partir do espigamento, e este, na regido
Sul do Brasil, ocorre na estagao da primavera, pode-se dizer que anos de primavera mais
chuvosa, e com temperatura mais elevadas que o normal, sdo anos de epidemia de giberela
(LIMA, 2004). Tendo em vista que todas as populagdes segregantes e os parentais
masculinos espigaram nos meses de setembro e outubro, e, diante das informagdes
climaticas ¢ molhamento das espigas com formag¢do de neblina ¢ inegavel afirmar que
houve condi¢des extremamente favoraveis para a ocorréncia da doenga. A giberela infecta
as espigas em condig¢des de alta umidade favorecidas por periodos longos de molhamento,
ou seja, superior a 30 horas (DEL PONTE, 2004). Aliado a este fator, temperaturas 6timas
entre 20 e 30 °C, também favorecem a infec¢do do fungo (DEL PONTE et al, 2004). Vale
lembrar que, segundo Zoldan (2008), o fungo também pode se desenvolver em uma faixa

mais ampla de temperatura (10-30°C), dependendo do periodo de molhamento da espiga.
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Anderson (2007) constatou que a incidéncia aumenta a medida que a temperatura

aumenta de 20°C para 30°C, onde pouca ou nenhuma infec¢ao ocorreu abaixo de 15°C.

Para a variavel numero de espiguetas, ocorreu a formacdo de quatro grupos
estatisticamente distintos (Tabela 9). A cultivar BRS 179 e o cruzamento
CIGM93.298/BRS179, permaneceram no mesmo grupo ndo diferindo estatisticamente.
Esse grupo, foi o que apresentou maior quantidade de espiguetas. Ja todos as populagdes
segregantes cruzadas com BRS Guamirim, incluindo esse parental masculino
permaneceram no mesmo grupo estatistico, com menor nimero de espiguetas.
Gadimaliyeva et al. (2017), analisando tracos agrondmicos em trés grupos de trigos
sintéticos, verificaram uma média de 20 espiguetas por espiga de trigo. Valores

semelhantes ao encontrado no presente trabalho nos cruzamentos com BRS 179.

Para as variaveis espiguetas com giberela e porcentual de espiguetas com giberela,
ocorreu a formacdo de dois grupos estatisticamente distintos (Tabela 9), sendo que o
cruzamento que mais apresentou espiguetas afetadas foi o CIGM93.298/BRS Guamirim
(76,72%). Os outros cruzamentos e os parentais masculinos permaneceram no mesmo
grupo com porcentagem menor que 50% de espiguetas doentes. Segundo a escala de
Kohli (1989), todas as populagdes segregantes, mais os parentais masculinos foram
considerados de moderadamente sucetiveis e muito sucetivel, para resisténcia tipo II.
Estudos semelhantes realizados por Hartel et al. (2004), observaram que o trigo sintético,
01INDSWG-5, desenvolvido entre a combinacao de 7. turgidum L. var. dicoccoides com
T. tauschii, exibiu classificagdes de severidade para giberela de 36% e 32% . Ja a cultivar
Alsen que ¢ de primavera e resistente a giberela apresentou severidade de 9 e 30%. A
cultivar suscetivel também utilizada no trabalho teve severidade de 70 e 96%. Esse
trabalho, foi realizado na primavera e verdo, sendo que as avalia¢des fenotipicas foram

realizadas em estufa localizada no campus da universidade da Dakota do Norte.

Mendes et al. (2017), em trabalho para resisténcia a giberela em cultivares de
trigos brasileiros, observaram alta severidade (> 70%) nas espigas de todos os gendtipos
de trigo aos 5 dias apds a incubacgdo de 2 dias, especialmente em plantas inoculadas com

F. graminearum.
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Tabela 9- Numero de espigueta por planta (NEP), nimero de espiguetas gibereladas
(NEG) e percentual de espiguetas gibereladas (PEG) nas populagdes FiRC> e nos

parentais masculinos, em 2018. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamentos/Parentais Masculinos NEP NEG PEG
CIGM90.909/BRS Guamirim 15,00 ¢ 7,16 b 47,72 b
CIGM90.909/BRS 179 17,68 b 7,77 b 42,69 b
CIGM92.1666/ BRS Guamirim 15,14 ¢ 6,00 b 39,30 b
CIGM92.1666/BRS179 18,55 ab 6,73 b 36,00 b
CIGM93.298/BRS Guamirim 14,82 ¢ 11,39 a 76,72 a
CIGM93.298/BRS 179 19,29 a 6,83 b 35,26 b
BRS Guamirim 14,86 ¢ 5,83 b 39,20 b
BRS 179 19,85 a 6,95b 34,65b

Me¢dias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5% de
probabilidade

Para a varidvel nimero de graos (Tabela 10) ocorreu a formagao de dois grupos,
sendo que no grupo (a), ficaram os cruzamentos realizados com o parental masculino
BRS 179, apresentando maiores numeros de graos, ja o grupo (b) ficou composto pelo
parental masculino BRS Guamirim e todos os cruzamentos realizados com o mesmo, com
menos nimeros de graos. No numero de graos giberelados, ocorreu a formacao de quatro
grupos estatisticamente distintos, sendo que o cruzamento CIGM93.298/BRS179
apresentou mais graos giberelados e o que menos apresentou foi CIGM93.298/BRS
Guamirim. Na porcentagem de grdos giberelados, ocorreu a formacao de trés grupos,
sendo que a maioria dos cruzamentos com exce¢ao de CIGM90.909/BRS 179 e dos
parentais masculinos apresentaram valores acima de 50% de graos giberelados. Martin et
al. (2017) verificaram, em estudo de resisténcia a giberela, que, geralmente, todas as
amostras inoculadas com F. graminearum, incluindo todas as variedades em todos os

ambientes, continham graos afetados pela doenca em varias proporgoes.

Em contrapartida para o numero de graos sadios, os melhores resultados foram
observados no parental BRS 179 e no cruzamento CIGM90.909/BRS 179 que nao
difereriram estatisticamente. No entanto, o parental BRS Guamirim e os cruzamentos
derivados do mesmo, CIGM92.1666/ BRS Guamirim, CIGM93.296/BRS Guamirim,

apresentaram menores valores para graos sadios.
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No caso do numero de graos por planta, ocorreu a fomacao de quatro grupos
estatisticamente distintos, onde o melhor rendimento foi encontrado no cruzamento
CIGM93.298/BRS 179 e o mais baixo no CIGM90.909/BRS 179 (Tabela 10). O
rendimento de graos em trigo ¢ determinado por varios componentes: nimero de espigas
por planta, nimero de espiguetas por espiga, nimero de graos por espiga e por espigueta
e peso médio do grao, dependendo diretamente dos fatores de origem genética e de
ambiente (GRAFIUS, 1956; CRUZ, 2004). Em 2003, Chuanmai 42, uma cultivar obtida
de um cruzamento entre um trigo sintético do CIMMYT e um variedade de trigo, foi
langado na China, produzindo 22,7%, superior ao controle comercial cv. Chuanmai 107
(YANG et al., 2009). Ja Ogbonnaya et al. (2007) descobriram que linhas resultantes de
trigos sintéticos renderam 8-30% mais do que as cultivares elite de trigo em diversos
ambientes. Isso refor¢a, pesquisas anteriores realizadas no CIMMYT, em que linhas
derivadas de trigo sintético conseguiram melhorar significativamente o rendimento de

graos entre os ambientes (ORTIZ et al., 2008).

Tabela 10- Numero de graos por espiga (NGE), nimero de graos giberelados (NGG),
porcentagem de graos giberelados (PGG), nimero de graos sadios por planta
(NGS) e ntiumero de graos por planta (NGP) nas populacdes FiRC> e nos
parentais masculinos, em 2018. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamentos{Parentais NGE NGG PGG (%) NGS NGP
Masculinos
CIGM90.909/BRS Guamirim 20,62b 11.75bc  60.52ab 8,83 bc 154,78 bc
CIGM90.909/BRS 179 27,67a 12.83bc 49.58 b 14,73 a 134,05 ¢
CIGM92.1666/ BRS 1845b 11.75bc  67.55a 6,71 ¢ 137,70 be
Guamirim
CIGM92.1666/BRS 179 31,60a 16,18ab 60,69ab 11,80ab 150,75 bc
CIGM93.298/BRS Guamirim 18,60 b 11,64 ¢ 66,76 a 6,84 ¢ 153,05 bc
CIGM93.298/BRS 179 31,60 a 19,48a 64,43ab 12,14 ab 198,11 a
BRS Guamirim 18,26 b  12,09bc  68,65a 6,12 ¢ 152,80 bc
BRS 179 28.84a 1548abc 57,38ab  13,37a 174,90 ab

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5% de probabilidade

Na variavel estatura de planta (EP), ocorreu a formagao de dois grupos estatisticos,
sendo que no primeiro ficaram todos os cruzamentos realizados com o parental BRS 179,
onde as plantas foram maiores e no segundo, todos os cruzamentos realizados com BRS

Guamirim e com plantas menores (Tabela 11). A estatura das plantas tem sido relatada
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como um mecanismo passivo de resisténcia a giberela em inimeros estudos, onde plantas
mais altas tendem a ter menos doencas (BUERSTMAYR et al., 2012). Estudo de He et
al. (2013), também revelou essa tendéncia, sendo que dos 12 acessos que apresentam
pouquissima infecgdo, oito eram mais altos que 120 cm. E certo que podem existir novos
genes ou alelos de resisténcia naqueles acessos altos e a falta de sintomas de giberela ¢
geralmente associada a alta estatura e baixo rendimento, ¢ a experiéncia de reprodugao
na China mostrou que ¢ dificil utilizar esses materiais no melhoramento (ZHOU, 2003;
BAI E SHANER, 2004). Gadimaliyeva et al. (2017), estudando tragos agronomicos em
linhas derivadas de trigos sintéticos, verificaram altura média para todos os trigos
sintéticos e seus derivados, variando de 85-126 cm, sendo que nehuma linha foi
considerada semi-and. Szabo-Hever et al. (2018) indicaram que as plantas de trigo
sintético mais baixas tinham maior severidade da doenca. A relacdo entre a resisténcia e
altura de planta foi confirmada por meta-andlise de varios QTLs. Plantas mais baixas
afetam diferentemente a severidade da giberela, aliado ao fato de que os mecanismos das
associacoes sdao complicadas (MAO et al., 2010). Em geral, isso ocorre, também, porque
as plantas mais altas podem secar mais rapidamente e ser menos infectados pela doenca

(CHENG et al., 2018).

A resisténcia a giberela tem sido frequentemente encontrada associada a
caracteristicas morfologicas e ao desenvolvimento das plantas, especialmente altura,
arquitetura de espiga, extrusdo de anteras e data de floracdo, atuando principalmente

como fatores de resisténcia passiva (MESTERHAZY, 1995).

Na forma de espiga, nenhum material diferiu estatisticamente (Tabela 11). Ja na
densidade de espiga ocorreu a formagao de quatro grupos distintos, sendo que a maior
densidade foi encontrada no cruzamento CIGM93.298/BRS Guamirim ¢ a menor em
cruzamentos realizados com o parental BRS 179 (Tabela 11). Algumas caracteristicas
morfoldgicas estdo associadas com o aumento da doenca. Em gendtipos com espigas
densas a tendéncia ¢ de rapida disseminagdo do patdogeno, ao contrario de genotipos de
espiga laxa. Além disso, os gen6tipos de porte baixo sdo mais severamente infectados do

que os gendtipos de porte alto (ALVES et al., 2013).
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Tabela 11- Estatura de planta (EP), forma de espiga (FE) e densidade de espiga (DE), nas
populagdes FiRC> e nos parentais masculinos, em 2018. Embrapa Trigo, Passo

Fundo, RS, 2019

Cruzamentos/Parentais Masculinos EP (cm) FE DE (mm)
CIGM90.909/BRS Guamirim 69,87 b 2,07 a 46,07 be
CIGM90.909/BRS 179 84,69 a 341 a 42,33d
CIGM92.1666/ BRS Guamirim 63,86 b 2,29a 44,79 bed
CIGM92.1666/BRS 179 82,61 a 3,30 a 42,74 d
CIGM93.298/BRS Guamirim 71,71 b 2,03a 48,82 a
CIGM93.298/BRS 179 90,14 a 2,29 a 44,39 cd
BRS Guamirim 62,47 b 1,88 a 47,12 cd
BRS 179 88,73 a 293 a 43,42 d

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5% de
probabilidade

Através da analise de correlagdo dos dados (Tabela 12), verificou-se que quanto
maior o numero de espiguetas gibereladas, também foi maior a porcentagem de espiguetas
gibereladas. Por sua vez, quanto maior o nimero de graos giberelados, maior serd a
percentagem de graos giberelados. As outras variaveis analisadas tiveram uma correlagao
fraca, visto que Dancey e Reidy (2005) mostram que as correlagdes sdo baseadas desta

forma: r = 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até¢ 0,6 (moderado); r = 0,70 até 1 (forte).

Tabela 12- Correlagao de Pearson de todas as variaveis analisadas

Varidveis  NEG ~ PEG  NGG PGG NGS RGP EP FE DE

NEG 1
PEG 0,96 1
NGG 0,11 - 1

PGG 0,36 0,34 0,56 1
NGS -0,32  -0,36 -0,30 -0,85 1
RGP 0,17 0,09 023 0,03 0,08 1

EP - -0,12 032 -0,15 0,38 0,28 1
FE - - 0,06 -0,18 0,27 0,15 0,28 1
DE 0,32 0,38 - 0,17 -0,20 020 -0,17 -0,48 1

NEG= Numero de espiguetas gibereladas; PEG= Porcentagem de espiguetas gibereladas; NGG= Numero
de grios giberelados; PGG= Porcentagem de graos giberelados; NGS= Numero de graos sadios; RGP=
rendimento d egraos por planta; EP= Estatura de Planta; FE=Forma de espiga ¢ DE= Dendidade de espiga,
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onde **(p < 0,01); *(p < 0,05) pelo teste t, em que 0 < rxy < 0,3 (correlagdo fraca); 0,3 < rxy < 0,6
(correlagdo moderada); rxy > 0,6 (correlagao forte) (CALLEGARI-JACQUES, 2003)

Tendo por base os resultados das variaveis analisadas, nos testes para verificar a
resisténcia tipo II e III dos cruzamentos e dos parentais masculinos, foi identificada que
a melhor resisténcia a giberela estd presente no cruzamento do acesso sintético
CIGM90.909 com a cultivar BRS 179 (Tabela 13). Nesse material mais de 60%
apresentou resisténcia, além de apresentar ciclo médio, estando no grupo das plantas mais
altas e menos densas, o que corrobora com alguns autores que destacam que plantas mais
altas florescem mais tarde, apresentando melhor resisténcia para a giberela. As cultivares
de trigo diferem em sua resposta a giberela, onde alguns sao mais resistentes € outros sao
altamente suscetiveis, mas nenhum genoétipo estd imune (GUNUPURU et al., 2017).

Embora a populacdo F1RC, CIGM90.909/BRS179 foi a mais resistente aos tipos
IT e II1, teve menor rendimento. Geralmente, ¢ dificil combinar o conjunto completo de
caracteristicas desejadas em um cruzamento inicial entre um trigo sintético primario € um
trigo elite ou cultivar comercial. H4 baixa probabilidade de encontrar linhas com
rendimento, resisténcia a doengas e desempenho agrondmico igual ou maior que um trigo
de elite que ao mesmo tempo que ha boa qualidade de grios. Portanto, linhas
desenvolvidas dessa maneira podem ser uma fonte 1til da diversidade genética, mas
precisa apresentar caracteristicas agronomicas competitivas ou superiores a variedades

comerciais de trigo em todos os aspectos (DUNCKEL et al., 2017).

Tabela 13- Porcentagem da combinagdo de plantas resistentes (R) com moderadamente
resistentes (MR ) nas populagdes F1RC; e nos parentais masculinos, em 2018.
Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamentos{Parental Combinacado de Plantas R + MR (Tipo Il e III %)
Masculino

CIGM90.909/BRS 179 6,9 a
BRS 179 5,5 ab
CIGM90.909/BRS Guamirim 5,3 ab
CIGM92.1666/BRS 179 49 ab
CIGM93.298/BRS Guamirim 44 b
CIGM92.1666/BRS Guamirim 44D
GIGM93.298/BRS 179 41 Db
BRS Guamirim 3,7b
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M¢dias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados do presente estudo foram menos satisfatérios do que os encontrados
por Zhu et al., (2015), que avaliando linhas de trigos sintéticos do CIMMYT (SYN1-
Mayoor // Tksn1081 / Ae. squarrosa-222,), classificaram como sendo altamente resistente
a giberela, com um indice médio de 5,7% ao longo de dois anos. Jin et al. (2013)
caracterizaram a resisténcia de 363 linhagens sintéticas provenientes dos EUA e
constataram que 75% apresentaram-se suscetivel e moderadamente suscetivel (43% e
32%, respectivamente), pois apenas 25 (7,0%) foram classificadas como resistentes.
Szabo-Hever et al. (2018), analisaram um total de 149 linhagens de trigos sintéticos e
seus progenitores tetraploides de trigo (7. turgidum L.) para analise de diversidade
genética e avaliagdo da resisténcia a giberela. Estas linhas sintéticas foram desenvolvidas
a partir do cruzamento de 10 acessos de Ae. tauschii e 74 acessos tetraploides de trigo
pertencentes ao trigo duro e cinco outras subespécies de trigo tetraploide (7. carthlicum,
T. dicoccum, T. polonicum, T. turgidum e T. turanicum) e encontraram nesse estudo, 13
linhas sintéticas mostrando um alto nivel de resisténcia a giberela. Essas linhas tiveram
uma redugdo média de 18,3% de giberela em comparagdo com os pais tetraploides. Nesse
trabalho, a populacdo segregante CIGM90.909/BRS179, também mostrou-se mais
resistente que os pais o que pode indicar que o genoma D pode desempenhar um papel
importante na redugdo da gravidade da doenga nos trigos sintéticos (SZABO-HEVER et
al., 2018).

No geral, essas observagdes sugerem que todos os tipos de resisténcia a giberela
estdo interagindo e podem ser interdependentes (MESTERHAZY et al., 1999;
MESTERHAZY, 2002). No entanto, acredita-se que a resisténcia a essa doenca ¢ dada
por uma combinacdo de sua resposta a incidéncia e severidade (GIANCASPRO et al.,

2016).
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3.5 Conclusoes

Nas trés geragdes desenvolvidas (Fi, RCi e RCy), as melhores combinagdes de
cruzamentos, verificadas pelo nimero de graos, foi com o parental masculino BRS 179,
sendo que em duas geragdes consecutivas RCi e RCz, 0 maior niimero de graos foi em
CIGM90.909/BRS179. Para avaliacdes realizadas a campo em 2018, a populacao FiRC»
CIGM90.909/BRS 179 apresenta melhores resultados para resisténcia a giberela, mas
menor rendimentos de graos por planta. Diante disso, evidencia-se que os cruzamentos
realizados com o parental masculino BRS 179 tiveram melhores resultados para a
resisténcia a doenga, contrapondo-se com BRS Guamirim, uma vez que as populagdes
foram mais suscetiveis. Recomenda-se, dar sequéncia ao desenvolvimento de populacdes
segregantes, por meio de retrocruzamentos com ambos parentais masculinos visto que os
retrocruzamentos ainda estdo em RC, ou seja, nem todas acaracteristicas ainda forma
passadas nas geragdes segregantes.Necessita-se avangar geragdes para uma conclusio

definitiva.
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4 CAPITULO 11

Estabilidade genética nas populacdes segregantes interespecificas de trigo, estimada

pelo indice meidtico e viabilidade polinica

4.1 Resumo

O trigo sintético ¢ desenvolvido através do cruzamento de espécies tetraploides (7riticum
turgidum, AABB) com uma espécie diploide (4egilops tauschii, DD), seguido de duplicagdo
cromossdmica através do uso de colchicina para restaurar a fertilidade originando assim um trigo
sintético hexaploide. A principal importancia da producdo de trigo sintético ¢ aumentar a
variabilidade genética e incorporar genes de resisténcia a estresses bidticos e abidticos no trigo
cultivado. Este estudo teve como objetivo avaliar o indice meiotico e a viabilidade polinica de
populagdes segregantes em F;RC, de trigo oriundas do cruzamento entre trigos sintéticos e
cultivares comerciais de trigo. Para andlise de indice meidtico trés plantas foram coletadas por
genoétipo, antes da antese, ¢ os tecidos foram fixados em solugdo de Carnoy. As laminas
citoldgicas foram preparadas pelo método de maceragao e as células foram coradas com carmim
acético a 1% e observadas sob um microscopio Optico, sendo analisadas tétrades normais e
tétrades com micronucleos. Para a analise da viabilidade polinica, as inflorescéncias foram
coletadas no estagio de graos de polen maduro (fase anterior a antese) e fixadas em Carnoy. O
procedimento metodoldgico foi semelhante ao das tétrades. No entanto, os graos de pdlens foram
avaliados em: viaveis, com pouco amido, com presenca de dois poros, tamanho diferentes e
inviaveis. Dez graos de pdlen por laminas foram medidos pelo programa Axion Vision. Todas as
populagdes segregantes apresentaram Indice Meiodtico (IM) acima de 90%, refletindo também em
uma viabilidade polinica elevada em todos os genotipos (acima de 85%). Isso significa que o
comportamento meiotico de todas as populagdes segregantes encontram-se estaveis. Quanto ao
tamanho, o cruzamento CIGM90.909/BRS 179 apresentou os maiores graos de polen (58,43 pm),
enquanto que o CIGM93.298/BRS Guamirim apresentou os menores (47,15 um). Com base nos
resultados, as populagdes segregantes de trigo foram considerados meioticamente estaveis e
adequadas para seguirem em programas de melhoramento de trigo.

Palavras-chave:1.Trigo sintético. 2.Retrocruzamentos. 3.Comportamento meidtico

4.2  Introducao

O trigo hexaploide (7riticum aestivum L.) € um dos cereais mais importantes do
mundo tendo muitos estudos citogenéticos, moleculares e evolutivos sobre a estrutura

genética e gendmica das varias espécies do grupo (Aegilops, Amblyopyrum e Triticum) e



sobre as relagdes entre os varios parentes selvagens, bem como entre eles e as espécies
domesticadas (MOLNAR-LANG, et al., 2015). Originario da hibridizagdo entre um trigo
tetraploide, contendo os genomas AABB (7. turgidum spp. durum., 2n = 4x = 28
cromossomos) e outro diploide Aegilops tauschii Coss. (sindbnimos Ae. squarrosa; T.
tauschii), genoma DD (2n = 2x = 14 cromossomos) (Kihara, 1944; Mcfadden e Sears,
1946), teve a sua domesticagdo nas lavouras primitivas do Sudeste da Asia de 7000 a
9000 anos A.C., sendo introduzido na india, na China e na Europa desde 5000 anos A.C.
(MORAES-FERNANDES et al., 2000).

Dentre as espécies que contribuiram na evolugdo do trigo, destaca-se Ae. tauschii,
onde foi considerado como recurso genético inestimavel para a melhoria do trigo
cultivado (ARORA et al., 2018), principalmente por esse genoma possuir importantes
caracteres comercialmente tuteis, dentre os quais tolerancia/resisténcia aos estresses
bidticos e abidticos. Uma maneira de trazer potenciais genes de resisténcia a partir de Ae.
tauschii para programas de melhoramento de trigo ¢ o desenvolvimento de trigo sintético
hexaploide (OGBONNAYA et al., 2013). Tais trigos sao obtidos a partir de cruzamentos
artificial entre a espécie tetraploide 7. turgidum = T. durum (genoma AABB, 2n =28) e
o parente selvagem Ae. tauschii (genoma DD, 2n = 14), seguido de cultivo in vitro do
embrido imaturo e aplicagdo da colchicina, visando a duplicacdo cromossomica e a
fertilidade nas plantulas regeneradas para restabelecer a condicdo hexaploide
(TRETHOWAN e VAN GINKEL, 2009). Essas formas sintéticas representam um
produto novo, onde o genoma da espécie afim torna-se disponivel por ser mais facilmente

cruzado com a forma cultivada (MORAES-FERNANDES et al., 2000).

Espécies silvestres sdo consideradas repositorios de genes e via hibridagdo
interespecifica, tem sido possivel o melhoramento de muitas variedades de culturas
agronomicamente importantes (HAJJAR e HODGKIN, 2007). No entanto, ¢ comum a
observacdo de algumas irregularidades cromossomicas (instabilidade meidtica)
decorrentes da pratica de hibrida¢do ou da préopria autofecundagao (SHOPOVA, 1966;
NOVAK e BETLACH, 1970).
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Os programas de melhoramento vegetal estdo fundamentados na obtengdo de
cultivares superiores, a partir do potencial reprodutivo dos gametas e da manipulacao da
variabilidade genética existente no germoplasma de determinada espécie (MARTINS,
2010). A determinagdo do Indice Meidtico (IM) informa a porcentagem de tétrades
normais (sem a presenc¢a de micronucleos), infere sobre o comportamento cromossomico
durante a meiose I e Il e tem sido considerada um critério importante em estudos quanto
a estabilidade genética/cromossomica de espécies vegetais (TONIAZZO et al., 2018).
Isso porque, ¢ muito comum na familia Poaceae, a ocorréncia de irregularidades
meidticas. Dentre as mais comuns, verifica-se a migracao precoce dos cromossomos para
os polos e cromossomos retardatarios em metafases e principalmente micronucleos em

tétrades (MENDES-BONATA et al., 2006).

Microntcleos sdo definidos como estruturas resultantes de cromossomos inteiros
ou de fragmentos cromossdmicos que se perdem na divisdo celular e, por isso, ndo sdo
incluidos nos nucleos das células-filhas, permanecem no citoplasma das células

interfasicas e podem causar perdas de material genético nas plantas (HEDDLE, 1973).

A caracteristica cromossomica e seu comportamento meiotico também podem ser
explorados como uma ferramenta pratica para a escolha de espécies parentais em
cruzamentos (MENDES-BONATA et al., 2006). A elevada instabilidade meiotica,
associada as anormalidades genéticas e/ou aberragdes cromossomicas, podem prejudicar
a obteng¢ao dos padroes minimos exigidos para a producao de sementes, assim como afetar

a poliniza¢do e, consequentemente, a fecundacio (BIONE et al., 2000).

Aliado a isso, e para garantir o sucesso no uso de individuos superiores
selecionados e, principalmente, para producdo de novas cultivares por meio da
recombinacdo de caracteres pela hibridacdo controlada, ¢ importante que o pélen tenha
viabilidade (POZZOBON et al., 2011), uma vez que graos de pdlen viaveis influenciam
diretamente o sucesso da fertilizagdo (CABRAL et al., 2013). Dessa forma, testar a
viabilidade dos graos de pdlen ¢ indispensavel. As irregularidades passam a ter reflexo
na viabilidade de pdlen que, por consequéncia, influenciam a taxa de pegamento de frutos

em cruzamentos e autofecundacdes e, consequentemente, a producdo de sementes
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hibridas ou de sementes autofecundadas. Informacgdes diretas sobre a viabilidade do
polen, ou seja, sobre a capacidade do grao de polen em germinar no estigma da flor e
fertilizar o ovulo, sdo essenciais para a conservagao e caracterizagdo de germoplasma,
assim como para o melhoramento genético. O estudo sobre a biologia reprodutiva de
espécies de plantas tem permitido a confirmagdo e compreensao dos resultados relatados

de certos cruzamentos (da SILVA et al., 2017).

Entretanto, o exame de graos de polens, via andlises citogenéticas, ¢ um método
rapido para estimar as anormalidades de comportamento cromossdmico durante a meiose.
Quando observados em fase mais tardia ou de desenvolvimento mais avangado, a analise
de graos de polen permite avaliar algumas caracteristicas anatomicas e fisiologicas
importantes, fundamentais para a sua completa maturagao e desenvolvimento, tais como:
nimero de nucleos e poros, tamanho do poélen e quantidade de amido. Além disso, os
estudos dos quartetos (fase final da meiose) servem de critério adicional ao programa de
melhoramento, ou seja, plantas que sdo anormais citologicamente podem ser descartadas
ou reservadas para estudos posteriores (ZANOTTO et al., 2009). Essa avaliacao pode ser
realizada com base em parametros citologicos, como a reacao a corantes, onde os métodos
colorimétricos utilizam corantes quimicos especificos que reagem com componentes

celulares presentes nos graos de poélen maduro (PAGLIARINI e POZZOBON, 2004).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi de determinar o indice meidtico e analisar
a viabilidade polinica e o tamanho dos graos de polens das populagdes segregantes de
trigo em F1RC>, oriundas do cruzamento entre trigos sintéticos e cultivares comerciais de

trigo.

4.3 Material e métodos

Foram avaliados seis cruzamentos em geracdo RCyF 1, oriundos da combinagao de
trigo sintético com cultivares comerciais de trigo, obtidos nos anos de 2016 e 2017:
CIGM90.909/BRS Guamirim; CIGM90.909/BRS 179; CIGM 92.1666/BRS Guamirim;
CIGM 92.1666/BRS 179; CIGM93.298/BRS Guamirim e CIGM93.298/BRS 179. A

escolha do material foi baseada na caracterizagdo fitopatologica e citogenética dos
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parentais masculinos (BRS Guamirim e BRS 179) e femininos (CIGM 90.909,
CIGM92.1666 e CIGM93.298) realizadas no ano de 2014 e 2015, por Frizon, (2016),
ressaltando que na caracterizagao citogenética esses genotipos apresentaram IM acima de

90%.

O ensaio foi conduzido no campo experimental da Embrapa Trigo (latitude de 28°
15'46" S, longitude de 52° 24' 24" W e altitude de 684 m), em Passo Fundo, RS, no ano
de 2018 e as analises citogenéticas foram realizadas no Laboratdrio de Biotecnologia —

area de citogenética, também da Embrapa Trigo.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com seis combinagdes,
além dos parentais masculinos (BRS Guamirim e BRS179) e com quatro repeti¢des. Cada
cruzamento foi semeado em parcela constituida de uma linha de 5,00 m com 50 sementes
espacadas de 10 em 10 cm. A condugdo do ensaio seguiu as indicac¢des técnicas para a

cultura de trigo e triticale (REUNIAO, 2017).

Para determinar o Indice Meidtico (IM) foram valiadas as tétrades, a fim de
identificar a presenga de micronucleos. Inicialmente, foram coletadas aleatoriamente trés
espigas por tratamento, no estddio 10 da escala Feeks e Large, (1954), as quais foram
fixadas em Carnoy 3:1 (alcool etilico absoluto:acido acético glacial, por 24 h, em
temperatura ambiente e armazenadas em alcool 70% a temperatura de -20 °C. As laminas
foram preparadas usando as trés anteras da mesma flor e da regido mediana da espiga. A
técnica utilizada foi a de maceragdo e coloracdo com carmim acético 1% (Figura 11). As
variaveis analisadas foram: tétrades normais (sem a presencga de micronucleos) e tétrades
com a presenc¢a de micronucleos. De cada tratamento, foram feitas trés repeti¢des, onde
cada repeti¢do foi representada por uma espiga. Para cada espiga foi confeccionada uma
lamina e de cada lamina, as primeiras 200 tétrades. O IM foi calculado segundo Love
(1949), onde IM = numero de tétrades normais/niimero total de tétrades analisadas x 100,

sendo que IM superior a 90% indica que o material ¢ meioticamente estavel.
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Figura 11 - Coletas das espigas para andlise de indice meiodtico e presenca de micronucleos.A:
Coleta do material para analise citogenética. B: Fase do trigo anterior a antese.C:
Material coletado para analises citogenéticas.D: Espiga de trigo utilizada nas analises
citogenéticas. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Para a andlise da viabilidade polinica, as inflorescéncias foram coletadas no estagio
de polen maduro (fase anterior a antese) e fixadas em Carnoy. O procedimento
metodologico foi semelhante ao das tétrades. A diferenca nestas andlises ¢ que em cada
lamina, 200 graos de polen foram contados e analisados. As varidveis analisadas foram: I)
graos de polens viaveis; II) graos de pdlens com pouco amido; III) graos de polen com
mais de um poro; IV) graos de pdlens com tamanhos diferentes e V) graos de pdlens

vazios.

As medidas dos graos de pdlens foram realizadas pelo programa Axion Vision
Rlease 4.8.2 e as imagens captadas pelo microscopio Zeiss — modelo Axioscop FL40.
Foram analisados dez grios de pdlens em cada lamina, sendo que foram analisadas trés

laminas por bloco.

Para as analises das tétrades e viabilidade polinica, as laminas foram observadas
em microscopio optico, com aumentos de 200 a 400x. A captura das melhores imagens foi

realizada pelo programa Honestech TVR 2.5 utilizando-se o microscopio 6ptico Olympus
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BXS5. Realizou-se a andlise da varidncia e, posteriormente, o teste de Tukey a 5% de

probabilidade, para todas as variaveis.

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Indice meiético

A meiose, quando acontece de forma regular, deve ter ao final do processo de
divisdo, quatro células-filhas com a metade do niimero de cromossomos da célula
original. No entanto, estes cromossomos devem ser integros e conter todos os genes que
a célula original possui (Figura 12). A presenca de micronucleos em tétrades, portanto,
ira resultar na formacao de graos de polens com material genético diferente da célula-mae

(Figura 12) (URIO, 2013).

Figura 12- Células de trigo em estadio de tétrade: (A) tétrade normal. (B) tétrade com micronucleos (seta).
Aumento: 400 x. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Para a determinacdo do IM, todos os cruzamentos apresentaram valores superiores

a 90% (Tabela 14). Isso ¢ considerado ideal, j4 que se espera que nos estudos
citogenéticos esse ¢ o parametro que permite inferir a estabilidade dos materiais. Esse
parametro reflete a ocorréncia de uma meiose com comportamento cromossomico
regular, o que ¢ de fundamental importancia durante as hibridagdes e permutas genéticas
nos cruzamentos entre as diferentes espécies (SOUZA, 2008; MARTINS, 2010). Plantas
que apresentam IM superiores a 90% podem ser consideradas citologicamente estaveis,

pois quanto maior for esse indice, mais regular ¢ o processo meidtico (LOVE, 1949).
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Tabela 14- Indice meidtico (IM) e Micronticleos (MNC) dos parentais masculinos e das
populagdes segregantes de trigo em FiRC», obtidas na andlises citologicas de
tétrades de trigo. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

Cruzamento IM (%) MCN (%)

BRS 179 99,37 a 0,63 ¢

BRS Guamirim 98,66 ab 1,34 bc
CIGM90.909/BRS Guamirim 98,04 ab 1,96 bc
CIGM90.909/BRS 179 97,85 ab 2,15 be
CIGM93.298/BRS 179 97,79 ab 2,21 bc
CIGM92.1666/BRS Guamirim 97,25 ab 2,75 bc
CIGM92.1666/BRS 179 96,70 b 330 b
CIGM93.298/BRS Guamirim 93,62 ¢ 6,38 a

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Inimeros sdo os estudos nessa tematica, onde podem ser exemplificados a seguir:
Arabbeigi et al. (2010) ao avaliarem germoplasma de trigo, encontraram o IM em
diferentes combinacdes de trigos sintéticos hexaploide (99%: Altar84/Ae. squarrosa;
Sca/de. squarrosa e Doyl/Ae. squarrosa). No caso das espécies 7. dicoccum, T.
compactum, T. durum estas tiveram IM de 99,8% e para T. dicoccoide, IM de 99,5%. Para
as espécies diploides Ae. umbellulata, Ae. cylindrica, Ae. crassa e Ae. triuncialis
registraram IM de 100%. Por sua vez, Ghorbani et al. (2015) analisaram o comportamento
meiodtico de oito genodtipos de 7. monococcum subsp. aegilopoides e oito genotipos de Ae.
cylindrica, que naturalmente crescem em quatro regides diferentes no oeste do Ira. Os
resultados indicaram um IM de 82,6% para Ae. cylindrica, caracterizando-se como tendo
comportamento meiotico relativamente instavel. O contrario foi observado para T.
monococcum subsp. aegilopoides, onde o IM foi de 97,1%, sendo considerada com
comportamento meidtico estdvel. Do mesmo modo, em estudos com trigos sintéticos,
Frizon et al. (2017) encontraram valores de IM acima de 90% para os acessos
CIGM90.909 (GAN/Ae. squarrosa), CIGM92.1666 (RASCON/ Ae. squarrosa e
CIGM93.298 (RASCON/Ae. squarrosa) em dois anos de estudo (2014 e 2015), onde
foram analisados tétrades, por meio da maceragdo de anteras e coloragdo com corante
carmim acético 2%. Toniazzo et al. (2018), analisando 67 acessos de trigos sintéticos
oriundos do CIMMYT e armazenados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa

Trigo, verificaram que apenas 15 foram considerados estaveis e com IM acima de 90% e
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52 dos acessos com IM entre 46% e 89%, considerados citogeneticamente invidveis e

instaveis.

No presente estudo, o percentual de micronucleos foi baixo (menos que 10%).
Isso ¢ desejavel, uma vez que elevadas instabilidades meioticas, associadas a
anormalidades cromossdmicas, resultam na formacao de plantas atipicas, macho-estéreis
ou incapazes de formagao de graos de polen, podendo prejudicar a obtencao dos padroes
minimos exigidos para a produ¢ao de sementes, assim como afetar a polinizagdao
(POZZOBON et al. 2011). A cultivar BRS 179, utilizada como parental masculino,
apresentou o maior IM (99.37%) e BRS Guamirim também apresentou elevado IM
(98,66%). Frizon et al. (2017), também encontraram valores elevados de IM para a
cultivares comerciais avaliadas. Por exemplo, a cultivar de trigo BRS 179, tanto no ano
de 2014 quanto no ano de 2015, apresentou o maximo IM (98,98% e 99,54%,
respectivamente) ¢ minimo percentual de MCN (01,02% e 0,46%, respectivamente) e as
média de IM das cultivares variaram de 95,91% e 95,26% nos anos de 2014 e 2015
respectivamente. Urio, (2013), analisando cultivares de trigo, também, verificou elevado
indice meiodtico, com excegao das cultivares BRS 220 ¢ BR 25 que mostraram valores
abaixo do recomendado (90%). De modo geral e de acordo com Damasceno Junior et al.,
(2010), maiores indices meidticos sao identificados para as espécies cultivadas em relagao

as espécies silvestres.

Portanto, observando-se os resultados da analise de tétrades (Tabela 14), pode-se
inferir que as populagdes segregantes e os parentais masculinos apresentaram meiose
regular. Tal situagdo certamente resulta em graos de pdlen viaveis e com material genético
idéntico a célula original, contribuindo para a fertilidade destes graos e para a fiel

transmissdo das caracteristicas hereditarias (URIO, 2013).

4.4.2 Viabilidade polinica

Para a viabilidade polinica (Tabela 15), todos os cruzamentos e parentais paternos
ndo diferiram estatisticamente, considerando-se as seguintes varidveis: graos de pdlen

viaveis (bi/trinucleados e com presenga de amido); pouco amido; mais de um poro;
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difereng¢a de tamanho e inviaveis (vazios). Entretanto, o cruzamento que teve menor
porcentagem de graos de polens normal foi CIGM90.909/BRS179 (92%). Considerando
a analise de variancia, essa apontou diferenca significativa para pouco amido e tamanhos

diferentes.

Figura 13 - Viabilidade polinica analisada nas populagdes segregantes: (A) grao de
polen normal; (B) grao de pélen com pouco amido; (C) grao de pdlen com
dois poros; (D) grao de polen com tamanhos diferentes e (E) grao de pélen
vazio. Aumento: 400 x. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS, 2019

A viabilidade polinica pode ser considerada elevada para valores acima de 70% e
esse porcentual seria suficiente para trabalhos de melhoramento genético da espécie
(SOUZA et al., 2002). De um modo geral, os graos de pdlen vidveis apresentaram-se mais
desenvolvidos, mais circulares e coraram-se melhor na presenca do carmim acético,
enquanto os invidveis apresentaram-se malformados, elipticos e pouco corados pelo

carmim (SOARES et al., 2011). Brambatti et al., (2016) verificaram que em gendtipos de
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triticale, a viabilidade polinica foi superior a 90%, em mais de 66% dos materiais

analisados

Elevada percentagem de graos de pdlens vidveis normalmente ¢ esperada como
resultado de um alto percentual de tétrades normais, as quais refletiriam diretamente um
processo meiotico regular (CORREA et al., 2005). Por sua vez, células viaveis indicam
alta fertilidade masculina, visto que a eficacia dos cruzamentos depende diretamente da
viabilidade polinica (TECHIO et al., 2006). Diversas espécies produzem alto percentual
de graos de polens vidveis, embora muitos desses nao sdo utilizados na fertilizagao, pois
sdo perdidos no transporte, através dos ventos, ou servindo de alimentacdo aos insetos

(SANTOS et al., 2015).

Patricia Frizon 71



-opepIjiqeqold op 9,¢ & AN ] 9p 91593 0[od SJUSWEBOSIIL)SI WAIIJIP OBU SBIO[ SBWISIUW SBP SBPINSos SBIPIA

e €80°l Qe 000°C 0000 ®BAOSEY ®009°T61 oL1 S¥d
€ 000°0 9000 ®0000 ®q0ST B OSLI6] wens SYg
€ 000°0 q.00S°0 BLIF0  ®90099 ®00SC61 6L1 SYL/86T C6INDID
8 0SL0 q 0ST'1 ®0ST0 ®00ST1 BGLT981  wHmwenD SYH/86C C6INDID
® L99°1 B OSL'S ® 0000 q5L0°C © GTS061 6L1 S™L/9991 T6INDID
B €CE0 qeee’l ® 0000 Qe 00S°¢ BCT8 Y6l wHIEND SYH/9991 TENDID
® 0051 Qe LI¥T © 000°0 qe STEE ® 007 'v81 6L1 SUL/606'06INDID
®L16C q L160 © 000°0 B CTL9 B ST 681 wiuren §¥d/606 06JNDID
SOJUIIIJIP o1od opluwe
SIOABIAUL soyuewe) wn op slew oonod SIOABIA sojuouIeznI))

6102 ‘SY ‘opuny osseq ‘0311], edeiquyg 0311} op ud[od 9p SOBIS Ip SBIIF0[0I10 ASI[BUE BU
sepnqo ‘sournosew srejudred o 2! wo saue3dai3as saodendod sep eowurjod apepr[IqeIA -G B[oqeL



Para a variavel grao de pdlen com pouco amido, os cruzamentos mais os parentais
masculinos formaram trés grupos estatisticamente distintos, porém apresentaram valores
baixos e ndo ultrapassando 6%, o que ¢ considerado ideal. A presenga de amido como
substancia de reserva ¢ considerada importante na manutencao da viabilidade do grao de
polen, pois 0 amido ¢ totalmente ou parcialmente convertido em glicose, frutose, sacarose
e pectinas que aumentam a sua resisténcia em ambientes hostis, bem como auxiliam na
germinagdo do tubo polinico no momento da fecundagido (RODRIGUEZ-GARCIA et al.
2003; PACINI et al., 2006).

A variavel grao de pdlen com mais de um poro foi a menos encontrada, tanto nas
combinagdes de cruzamentos como nos parentais masculinos. As unicas combinagdes que
apresentaram um numero inexpressivo foram as combinagdes com o trigo sintético
CIGM93.298. Isso pode significar uma caracteristica do proprio genétipo, mas nao afetou

as analises observadas nesse trabalho (IM e viabilidade polinica).

Os graos de polen de tamanhos diferentes, tiveram a formacao de trés grupos
estatisticamente distintos. Isso ¢ esperado ja que se tratam de cruzamentos com mais de
um genotipo. Graos de pdlen com tamanhos distintos sdo comumente encontrados nas

espécies pertencentes a tribo Triticeae (ROSA et al., 2006).

Outra varavel que ndo diferiu estatisticamente foi a de grdos de polen
vazios/inviaveis. Essa varavel apresentou valores minimos, o que também ¢ desejado.

Esse tipo de estrutura celular, apresentaram-se mal formados, elipticos e pouco corados

pelo carmim (SOARES et al., 2011).

Informagdes sobre a viabilidade do grao de podlen sdo essenciais para a
conservagdo e caracterizacdo de germoplasma, assim como para o melhoramento
genético, uma vez que as taxas de viabilidade polinica estdo associadas ao comportamento
meiotico (de OLIVEIRA e PIERRE, 2018). O estudo da viabilidade polinica ¢
comumente empregado no melhoramento genético vegetal de diversas espécies, em

virtude da facilidade, da rapidez, do baixo custo financeiro e da confiabilidade da técnica



(CORR]:ZA etal., 2005; VARGAS et al., 2005; MUNHOZ et al., 2008; CARDOSO et al.,
2009).

Como a condugao do experimento e o desenvolvimento das plantas foi no campo
e, em virtude de fatores biodticos e abidticos também influenciarem na formagao do grao
de polen e na interagdo gendtipo/ambiente (local/ano), é relevante que em um programa
de melhoramento genético vegetal a técnica da viabilidade polinica seja utilizada
rotineiramente, a fim de agregar maior conhecimento sobre o material trabalhado, avangar
na sele¢do e priorizar os melhores cruzamentos, excluindo ou deixando para estudos

posteriores os materiais instdveis (BRAMBATTI et al., 2016).

4.4.3 Tamanho do grao de polén

Com relacao aos tamanhos dos graos de polens, verificou-se a formacao de cinco
grupos distintos. Grupo [ foi composto pelo cruzamento CIGM90.909/BRS 179,
contendo os maiores tamanhos de poélens. Grupo II foi composto pelo cruzamento
CIGM90.909/BRS Guamirim. O grupo III ficou com o parental masculino BRS 179 ¢
dois cruzamentos (CIGM92.1666/BRS 179 e CIGM93.298/BRS Guamirim). O grupo IV,
também ficou com um parental masculino, BRS Guamirim e o cruzamento
CIGM92.1666/BRS Guamirim. O ultimo grupo (V) foi composto pelo cruzamento
CIGM93.298/BRS 179, onde foram obtidos os graos de pdlens de menor tamanhos
(Tabela 16).

Tabela 16 - Tamanho de graos de pdlen das populacdes segregantes em F1RC; e parentais
masculinos, obtidas na andlise citologicas. Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS,

2019
Cruzamento M¢dia de tamanhos (um)

CIGM90.909/BRS 179 58,430 a
CIGM90.909/BRS Guamirim 55,713 ab
CIGM92.1666/BRS 179 53,985 abc
BRS 179 52,988 abc
CIGM93.298/BRS Guamirim 51,778 abc
CIGM92.1666/BRS Guamirim 50,503 be
BRS Guamirim 49,205 bc
CIGM93.298/BRS 179 47,155 ¢
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Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os graos de pdlen da familia Poaceae sdo descritos como forma esférica, com
opérculo rodeado por engrossamento da exina nas proximidades do poro, formando um
anel e dimensodes variando entre 20 ¢ 70 pum (POCAS, 2004). Cardoso (2007), estudando
diferentes espécies de trigo, constatou que em um acesso de Ae. tauschii, apresentou graos
de pdlen com o menor diametro (39,14 um), quando comparado com quatro cultivares
brasileiras e com quatro acessos de trigos sintéticos que tiveram didmetros variando de
55,82 a 59,87 um. Além desses, também verificou que em quatro variedades comerciais
de T. durum, obtiveram diametros intermediarios entre Ae. tauschii e T. aestivum com
valores de 46,57 a 47,64 um. Semelhantemente, Urio (2013) analisou 17 cultivares de
trigo e verificou que as medidas dos grdos de pdlen variaram entre 48,3 um e 61,8 um.
Valores similares aos das duas cultivares utilizadas neste trabalho BRS 179 (52,98 um) e
BRS Guamirim (49,205 um).

No presente estudo, pode-se verificar que as populagdes segregantes analisadas e
os parentais masculinos possuem tamanhos de graos de polen dentro do padrao observado
por outros autores e que ndo influenciaram na viabilidade. Diante das variaveis utilizadas,
fica evidenciado que a compreensdao da meiose ¢ fundamental e tem implicagdes na
reproducdo, fertilidade e, consequentemente, na viabilidade econdmica da produgdo de

sementes comerciais de uma nova cultivar gerada (POZZOBON et al., 2015).

4.5 Conclusao

Tendo em vista as analises realizadas quanto ao indice meidtico,
presenca/auséncia de micronucleos e viabilidade polinica nas populacdes segregantes
FiRC; e parentais masculinos, pode-se inferir que todos apresentam normalidade na
meiose, podendo ser utilizados em blocos de cruzamento de programas de melhoramento,

por consequéncia de sua estabilidade genética.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve grande importancia no melhoramento de plantas para resisténcia
a giberela. Isso porque, foi utilizado nos cruzamentos e retrocruzamentos para originar
populacdes segregantes, trigos sintéticos que sdo imporantes fontes de resisténcia a
doencas e ainda existem poucos estudos devido a dificuldade de serem trabalhados, ja
que originam plantas ruasticas, com dificuldade na trilha, o que torna o trabalho com um
grau de dificuldade muito maior. Sabe-se que no Brasil, muito pouco tem-se trabalhado

com esse tipo de material, o que torna o trabalho diferenciado.

Os resultados encontrados para resisténcia a giberela realmente nao foram tao
satisfatorios. No entanto, 2018 foi um ano tipico para ocorréncia da epidemia de giberela.
Isso fez com que a expressao da doenga foi muito intensa. Logo, os melhores resultados
encontrados nas populacdes segregantes sao bastantes relevantes, pois sdo plantas com
bastante potencial para seguirem em um programa de melhoramento para resisténcia a

doenga, ja que recomenda-se chegar até a geracao Fe para obter-se resultados conclusivos.

Unica questdo que ficou a desejar no trabalho por questdo de tempo e financeira
foi a parte biotecnologica, uma vez que ndo foram usados marcadores moleculares para
ajudar na selecdo de plantas resistentes a doenca e isso seria necessario entdo em uma

proxima etapa do trabalho.
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6 CONCLUSAO GERAL

Considerando os dois capitulos, foi verificado que, desde 2016 ¢ 2017 com o
desenvolvimento das trés populacdes segregantes de trigo a melhor combinagao foi entre
o trigo sintético CIGM90.909 e a cultivar BRS 179 para as geracdes F1RC; e FiRC», onde
tiveram o maior nimero de graos formados. No ano de 2018, com a instalagdo do
experimento a campo, no viveiro de giberela, foi possivel verificar que em
CIGM90.909/BRS 179 obteve melhores resultados para resisténcia a giberela em
comparacao com os demais cruzamentos. No entanto, obteve o menor numero de graos

por planta.

Fazendo uma andalise mais ampla, foi possivel verificar que todas as populagdes
segregantes com o parentalBRS 179 tiveram melhores resultados para a doenca em
comparac¢do com BRS Guamirim. Ainda os cruzamentos realizados com BRS Guamirim
originaram plantas com ciclo de espigamento e maturagao precoce, de estatura mais baixa
e com maior densidade de espigas. Ja as cruzadas com BRS 179 foram de ciclo médio,

mais altas e menos densas.

Na andlise de estabilidade genética, todas as populagdes segregantes e os parentais
masculinos analisados encontraram-se com  estaveis meioticamente. Entretanto,
CIGM90.909 /BRS 179 apresentou os maiores tamanhos de graos de pdlen, enquanto que
CIGM93.298/BRS 179 teve os menores tamanhos. Destaca-se que enquanto o primeiro
obteve menor numero de graos por planta o segundo teve maio nimero de graos por

plantas.

Tendo em vista os resultados para resisténcia a giberela fica evidenciado que deve-
se dar sequéncia ao trabalho de desenvolvimento de populacdes segregantes até a geragao

Fs e juntamente fazer uso de marcadores moleculares ou outra ferramenta biotecnologica,



a fim de verificar quais genes estdo envolvidos no processo de resisténcia a giberela no

material utilizado.
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