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RESUMEN

Doce hibridos F; de trigo hexaploide y dos genotipos de maiz
fueron utilizados en cruzamientos intergenéricos, para evaluar el
potencial de haploidizacién en diferentes épocas de polinizaciéon y
verificar los efectos de la temperatura sobre la capacidad de
gimnogénesis somatica de las poblaciones de trigo. El trabajo fue
desarrollado durante 1999, 2000 y 2001 utilizando ambientes
controlados y el laboratorio de Di-haploidizacion e Hidroponia de la
FAEM-UFPel. Los resultados alcanzados mostraron que el sistema
trigo x maiz, como técnica de haploidizacién, puede ser una alternativa
importante para el avance de generaciones y fijacion rapida de la
homocigosis en el mejoramiento genético de cereales menores. La
formacién de Granos Verdes (GV) y Embriones Haploides (EH) esta
relacionada significativamente con la época de polinizacion y
particularmente con la temperatura que determina la eficiencia
fisiologica en las etapas de pre y pos polinizacién, y permite detectar
variabilidad entre genotipos de trigo respecto del potencial de
haploidizacion, lo cual caracteriza el grado de respuesta de ciertas
constituciones genéticas para la obtenciébn de estos productos,
independientemente del germoplasma de maiz utilizado como fuente
de pdlen, cuyo efecto no fué evaluado en este estudio . Las
condiciones de ambiente, caracterizadas por temperaturas amenas,
son mas favorables para la produgdo de caribpses inmaduros y
embriones hapléides de trigo, pués influenciaron en los resultados en
forma expresiva. El andlisis de regresion revelé que intervalos de
temperatura entre 20 e 30°C son los mas adecuados en el proceso de
haploidizacién.

Palabras clave: Cruzamiento intergenérico, di-haploide, embrion
haploide, temperatura.

INTRODUCCION

En los programas de mejora genética de espécies
autdgamas, el desarrollo de germoplasma se concentra en
tres etapas fundamentales: a) recombinaciéon genética para
ampliar la variabilidad; b) identificacion y seleccion de
genotipos recombinantes con caracteres de interés
agrondmico e c) fijacion de genes en genotipos homocigotos.

La obtencibn de lineas puras, homocigotas vy
homogeneas, es uno de los mas importantes objetivos de la
mejora vegetal. De manera convencional, la recombinacién
genética acumulada en cada generacion, es evaluada a travéz
de la seleccion genealogica y prueba de progenie, mediante

repetidos ciclos de seleccion, hasta la obtencion del grado de
homocigosis deseado para los caracteres de importancia
agronémica. Normalmente entre seis e ocho generaciones de
autofecundaciéon y seleccion son necesarios para obtener
lineas con adecuado nivel de homocigosis, que podran ser
liberadas como cultivares después de evaluarlas en varios
locales y afios

Las tecnologias modernas como la Di-haploidizacién-DH
(produccién artificial de plantas haploides seguidas de
duplicacion cromosémica), contribuyen de varias maneras
para la eficiencia de los programas de mejora vegetal,
abreviando el proceso de obtencion de homocigosis en una
generacion, lo que permite la evaluacién precoz de lineas
puras y liberacion rapida de cultivares superiores y auxiliando
de forma directa en el balance de la interaccion entre los
genes superiores y los efectos del ambiente.

La utilizacion del método DH resulta ventajoso por la
economia de espacio y mano de obra en el proceso de
seleccion, el tamafio de la poblacion para seleccionar un
determinado genotipo con alta probabilidad, se reduce a la raiz
cuadrada del sistema convencional. Considerando la
probabilidad de seleccionar un determinado genotipo, si
fuesen obtenidas 20 plantas DH por cruzamiento, este nimero
equivale en el sistema convencional a un tamafio de poblacién
de 400 plantas, pues los individuos heterocigotos no estaran
presentes en las progenies DH (MORAES-FERNANDES,
1987)

Desde el punto de vista genético el método aumenta la
eficiencia de la seleccion, pues las relaciones de dominancia y
recesividad, presentes en los individuos heterocigotos, son
eliminadas y solamente los homocigotos son evaluados.
Segun PICARD (1989), en una poblacion DH originada de un
cruzamiento, la variancia aditiva fijada es mayor que en una
poblacién de plantas F. obtenidas por autofecundacion del
mismo cruzamiento; asi, la expresion de todos los genes
(alelos), particularmente los recesivos ocultos, valoriza y
optimiza ciertos efectos aditivos o de epistacia (aditividad x
aditividad).

La produccién de hapléides puede ocurrir a travéz del
cultivo de anteras (androgénesis), cuando la planta hapléide
se origina a partir del micrésporo (pdlen) o mediante el cultivo
de embriones inmaduros (gimnogénesis), en cruzas
interespecificas o intergenéricas, cuando la planta haploide se
origina a partir de la oosfera y de la eliminacion del genoma de
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la especie donante del pélen (LAURIE & BENNETT, 1986). El
cultivo del embrion inmaduro promueve el desarrollo de una
planta hapldide, la cual después de la duplicacién del nUmero
cromosomico se torna homocigota (MORAES-FERNANDES,
1990).

La producciéon de haploides en trigo via androgénesis,
utilizada por varios afios, presenta dificultades y limitantes
determinados por la capacidad de regeneracion de los
gendtipos y desarrollo de plantulas verdes (FADEL &
WENZEL, 1990), devido a la interaccion del citoplasma del
microsporo o por factores maternos heredados portadores de
genes nucleares que controlan esta respuesta (HASAN &
KONZAK, 1991), o también por falta de afinidad entre el
genotipo con el medio de cultivo (GHAEMI et al.,1993).

Los cruzamientos interespecificos e intergenéricos
surgieron para superar las dificultades encontradas. El método
denominado de Hordeum bulbosum en el mejoramiento de
cebada, fué adoptado para la obtencion de haploides
androgenéticos con éxito relativo, devido a la influencia de
vérios factores como: variacion somaclonal asociada al cultivo
de tejidos, formacion de aneupléides, especificidad genotipica
(PICARD, 1989) y a las fluctuaciones ambientales (HAYES &
CHEN, 1989; BOZORGIPOUR & SNAPE, 1991).

En esta misma linea de trabajo, cruzas entre diversos
genotipos de trigo hexapléide con maiz (LAURIE & BENNETT,
1988a; LAURIE & REYMONDIE, 1991); sorgo y milleto
(LAURIE & BENNETT, 1988b; OHKAWA et al.,1992; INAGAKI
& MUJEEB-KAZI, 1995); “teosinte” Z. mays ssp. Mexicana
(USHIYAMA et al., 1991); “tripsacum” Tripsacum dactiloides
(L) L. (RIERA-LIZARAZU & MUJEEB-KAZI, 1993); trigo
tetrapléide x maiz (RIERA-LIZARAZU & MUJEEB-KAZI, 1990),
demonstraron mayor eficiencia en la obtencion de haploides.

En vista del constante perfeccionamiento de estas
técnicas, la incorporacion y adaptacion de las metodologias
modernas en los procedimientos de la mejora vegetal clasica,
es una importante alternativa para la investigacién vy
capacitacion en este tema.

La implementacién del laboratorio y de ambientes
controlados, para la adopcion de las técnicas de
haploidizacién, y el desarrollo de lineas DH a partir de cruzas
intergenéricas trigo x maiz, propiciaron el inicio de las
investigaciones en esta area del programa de mejoramiento
genético de cereales menores, de la Facultad de Agronomia
Eliseu Maciel de la Universidad Federal de Pelotas (FAEM-
UFPel).

La validacion de las técnicas de haploidizacién mediante
el sistema trigo x maiz fué realizada en condiciones
controladas de invernadero y laboratorio. La capacidad de
gimnogénesis somatica de diferentes constituciones genéticas
de trigo y la influencia de varias épocas y temperaturas de
polinizacién, fueron los objetivos mayores que llevaron a los
primeros resultados obtenidos en experimentos realizados
durante 1999, 2000 y 2001 y que se presentan en este trabajo.

MATERIAL Y METODOS

El germoplasma utilizado fué constituido de doce
poblaciones F1 de trigo desarrolladas por la Embrapa-Trigo, a
partir de cruzamientos entre 15 genotipos con potencial de
adaptacion y caracteres de importancia agronémica e
industrial (Tabla 1).

Dos genotipos de maiz, con caracteristicas deseables
relacionadas con estatura de planta, tamafio de las anteras y
prolificidad de pélen, el hibrido precoz AG 6018 (maiz comun)

y la variedad BR-400, (maiz dulce), fueron las fuentes
donantes de pélen, cuya influencia no fué estudiada en esta
investigacion.

Semillas F1 de cada cruzamiento fueron sembradas en
invernadero en baldes de plastico con tierra organica
adicionada de fertilizante. Simultaneamente, semillas de maiz
donantes de pdlen, fueron sembradas en el campo en el
verano y en ambiente protegido (invernadero) durante el
invierno en el Campus de la FAEM-UFPel. Estos experimentos
fueron realizados durante 1999 y 2000, utilizando similares
procedimientos.

Tabla 1 - Poblaciones F: originadas del cruzamiento entre
genotipos de trigo con diferentes caracteristicas de
importancia agronémica. Embrapa-Trigo. 1998.

Poblacion Fi Cruzamiento

BR 35/CEP 24
CEP 24 /BR 35
CEP 24/ PF 87504
CEP 24/ PF 93167
FUNDACEP 29 / ANAHUAC
FUNDACEP 29 / BR 18
EMBRAPA 49 /| EMBRAPA 120
EMBRAPA 120 / EMBRAPA 49
PF 92231 / SONORA 64
10 EMBRAPA 119/ TB 951
11 EMBRAPA 49 / BR 23
12 BR 23/ PF 950354

OCoO~NOYUTD,WNE

La siembra de los genotipos de trigo fué realizada
semanalmente durante tres meses, cada mes fué definido
como Epoca (Ei — Ey — Eii), utilizando cuatro semillas por
maceta e dos macetas en cada época. Los genotipos de maiz
fueron sembrados de forma continua cada 4-5 dias para
disponer permanentemente de pélen (Tabla 2). Cuidados
durante el desarrollo de las plantas fueron devidamente
tomados, mediante irrigacién y control de enfermedades y
plagas.

En la época de otofio-invierno de 1999 (mayo-julio), asi
como en la época de primavera-verano) de 2000 (septiembre-
noviembre), en cada poblacion de trigo fué realizada la
emasculacion de las espigas en antesis, procediendo a abrir
con cuidado las estruturas florales de cada espiguilla,
eliminando las flores secundarias y retirando las anteras;
seguidamente, cada espiga fué protegida con un glacine para
conservar la humedad del estigma e identificada con una
etiqueta registrando la fecha de emasculacion e el
responsable del trabajo.

Después de 3 dias fué realizada la polinizacion con poélen
de maiz recién colectado, abriendo las flores con una pinza y
pincelando una pequefia cantidad de pdlen sobre los
estigmas, cubriendolas nuevamente.

Una solucién de 1,0 mg/l de la hormona de crecimiento
2,4 D (acido 2,4 diclorofenoxiacético), fué inyectado en el tallo
por debajo de la insercién de cada espiga, en dos periodos, 24
y 48 horas después de la polinizacion para favorecer al
desarrollo del embrién somatico. La cosecha de las espigas
inmaduras de trigo fué realizada entre 15 y 20 dias después de
la polinizacién, en funcion de las diferencias de temperatura
que ocurrieron entre las épocas.

En el laboratério de di-hapléides, en todas las espigas
colectadas se realizé la identificacion y contaje del nimero de
flores polinizadas y de los caridpsides inmaduros
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denominados “granos verdes” (GV). Seguidamente fué
realizada la desinfeccion de los mismos con solucion de
hipoclorito de sodio y agua esterilizada (1:1) y alcohol 70% por
5 minutos, respectivamente. En la camara de flujo laminar con
auxilio de estereomicroscépio y histuri, los embriones
hapléides inmaduros (EH) fueron retirados, contabilizados y
colocados en tubos de ensaio con medio de cultivo

modificado, batata-dextrosa-agar BDA, (CHUANG et al.,
1981), preparado con antecedencia. Los tubos fueron
protegidos, identificados y colocados en la camara de
crecimento BOD, donde permanecieron por tres dias en
obscuridad y después con iluminacion permanente para
propiciar el desarrollo de las plantulas hapléides, la
temperatura utilizada fué de 25°C.

Tabla 2 - Epocas de siembra y de polinizag&o de trigo y maiz, para la obtencion de hapldides, durante 1999 y 2000. FAEM-UFPel.

Afio Actividad Epoca | Epoca ll Epoca lll
1999 Siembra de trigo Enero Febrero Marzo
Polinizacién Abril-Mayo Mayo-Junio Junio-Julio
Siembra de maiz Febrero-Marzo Abril-Mayo Junio-Julio
2000 Siembra de trigo Junio Julio Agosto
Polinizacion Septiembre/Octubre Octubre-Noviembre Noviembre-Diciembre

Siembra maiz Julio-Agosto

Septiembre/Octubre Noviembre-Diciembre

Siguiendo la metodologia descrita para los ensaios
anteriores, un tercer ensayo fué realizado en el verano-otofio
de 2001, utilizando semilla F2 de los cruzamientos: Embrapa
120 / Embrapa 49 y PF 92231 / Sonora 64, que fueron los mas
eficientes en los primeros trabajos.

La siembra fué realizada semanalmente entre los meses
de enero hasta mayo, con el objetivo de estudiar la influencia
de la temperatura durante el proceso fisiologico de la
polinizacién, asi como en la secuencia de eventos
relacionados con el desarrollo somatico del embrién hapléide.

La polinizacién, fué realizada siempre a partir de medio
dia e la temperatura durante este periodo fué registrada en
grados Celcius (CO) mediante un termémetro.

El andlisis estadistico realizado fué mediante um
delineamento completamente al azar, en arreglo factorial de
sus componentes: Epocas de polinizacién y Genotipos de trigo
(poblaciones F1), para los ensayos realizados en 1999 y 2000.

La variacion de la temperatura observada durante la
polinizacién y su influencia en la formacién de EH en 2001, fué
analizada estadisticamente. Mediante andlisis de regresion
entre el nimero de EH y las temperaturas observadas que
variaron entre 14 y 34°C, fué estimado el punto térmico mas
adecuado para optimizar el desarrollo de embriones somaticos
durante esta etapa en el proceso de haploidizacion. Los

analisis de variancia, las comparaciones entre las medias
(Scott Knott a 5%), asi como los analisis de regresion, fueron
ejecutados mediante los programas estadisticos GENES y
EXCEL.

RESULTADOS Y DISCUCION

El nimero de granos verdes formados (GV) y el nimero
de embriones hapléides inmaduros recuperados (EH), fueron
las variables estudiadas en el presente trabajo para explorar el
potencial de las técnicas de haploidizacion en el proceso de
mejoramiento genético del trigo.

El comportamiento de los genotipos de trigo y de las
épocas de polinizacion en relacién a las variables indicadas,
fueron examinadas mediante analisis de variancia que permitié
evidenciar la influencia de los genotipos y de las épocas sobre
la frecuencia de GV, siendo posible establecer claramente
efectos altamente significativos de las épocas de polinizacion
sobre los genotipos de trigo y sus interacciones en la
formaciéon de cariopsides. El desarrollo de EH de manera
general fué baja y no fué posible detectar diferencias
estadisticas entre las variancias y tampoco sobre suas
interacciones (Tabla 3).

Tabla 3 - Resumen del analisis de variancia conjunto para las variables nimero de Granos Verdes (GV) y nimero de Embriones
Inmaduros Hapléides (EH), durante 1999 y 2000. FAEM-UFPel.

Cuadrado medio

Fuentes de variacion

GV /1999 GV /2000 EH /1999 EH / 2000
Genotipos (G) 2,22 9,53 0,11™ 0,33™
Epocas (E) 25,57 18,19 1,54" 1,46™
Genotipos x Epocas 1,217 2,49" 0,04™ 0,10™
Error 0,31 0,25 -- --

** Significativo al 1% ns No significativo

De modo general, los valores encontrados para los
caracteres estudiados fueron bajos, apreciandose un
comportamiento variable entre los genotipos, y entre las
épocas de polinizacién, que fueron especificas para cada
ensayo en las condiciones experimentales (invernadero). De
todas maneras, la formacion de GV y el desarrollo de EH, fué
mejor en todos los genotipos en el segundo ensayo en 2000.

En las poblaciones F1 de trigo sembradas en tres épocas

diferentes en el primer ensayo durante 1999 y en el
segundo ensayo durante 2000, un total de 4.150 flores
fueron polinizadas utilizando pélen de maiz disponible que
produjeron 815 GV y 72 EH. La media de GV fué de 7,18
en 1999 y 15,78 en 2000; mientras tanto que la media de
EH revel6 indices aun menores: 1,17 y 4,83 en los afios
1999 y 2000, respectivamente. De acuerdo con
BOZORGIPOUR & SNAPE, 1991, la pequefia cantidad de
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embriones recuperados se considera como um factor limitante
de la metodologia DH en el mejoramiento genético de algunas
espécies.

La influencia de las épocas de polinizacion en los dos
ensayos mostré que la mayor frecuencia de GV en 1999,
ocurrié cuando la polinizacién fué realizada entre abril y mayo
(I época) lo que representa 32,70%, declinando
progresivamente en mayo-junio (Il época) con 14,34% y junio-
julio (Il época) con 7,56% de granos verdes.

Este efecto de las épocas en la formacion de cariépsides
fué observado de maneira parecida en el segundo ensayo
durante 2000, donde la Il época (octubre-noviembre) y il
época (noviembre-diciembre) con 23,27% y 20,10% de GV,
respectivamente, fueron un poco mas favorables que en la |
época (septiembre-octubre) con 17,72% de eficiencia.

El desarrollo de EH en el primer ensayo en 1999 ocurrié
apenas durante la | y Il épocas de polinizacién y la pequefia
frecuencia observada fué de aproximadamente 6%. La Il
época resultd desfavorable para la formacion de embriones en
todas las poblaciones.

Durante el segundo ensayo en 2000 la Il y Il épocas
fueron mais favorables con aproximadamente 10% de EH,
disminuyendo para 7,14% en los meses de septiembre-
octubre de la | época. Mediante analisis de las Figuras 1y 2,
se puede apreciar el desempefio de las poblaciones de trigo
en las épocas de polinizacion.

Los resultados alcanzados mostraron la importancia de
las épocas de polinizacion y su influencia en este proceso, lo
cual permite verificar la hipétesis de la interaccién entre los
factores del ambiente y las constituicdes genéticas a travéz de
la capacidad de gimnogénesis somatica observada. Entre los
componentes del ambiente, de manera particular la
temperatura durante la microsporogénesis y la germinacion del
tubo polinico en el maiz, asi como en el proceso de formacion
del embrién somatico en el trigo, parece tener influencia
significativa.

Asi, la mayor frecuencia de GV y EH en 1999 ocurrio
cuando la temperatura-ambiente era amena, caracteristica de
los meses de abril y mayo, decayendo progresivamente a fines
de mayo y sobre todo en los meses de junio-julio, que
corresponden a la época fria de invierno.

Por otro lado en el afio 2000, el desarrollo de GV y EH
fué mejor, principalmente entre octubre y diciembre,
caracterizados también por temperaturas mas favorables. Sin
embargo, los ajustes realizados en la metodologia y control del
ambiente para el desarrollo del germoplasma de maiz y la
obtencién de podlen viable, pueden haber contribuido también
para incrementar la frecuencia, sobre todo de embriones
hapléides en este segundo ensayo.

La interaccion genotipo x ambiente, especificamente
relacionada con la temperatura, fué observada por GRANDO
et al. (1994), en cruzas intergenéricas utilizando avena.
THORN, (1992), encontré que polinizaciones realizadas entre
enero-abril influenciaron favorablemente en los resultados en
el sistema H.vulgare x H. bulbosum y los meses mas frios
(junio-julio-agosto) provocaron alteraciones en el desarrollo
fisiologico del pdlen y del estigma. SITCH & SNAPE, (1987) en
el sistema trigo x H. bulbosum, verificaron reduccion de la
fertilizacion en temperaturas elevadas que afetaron la
receptividad del estigma y el crecimiento del tubo polinico.

De acuerdo con estas observaciones es posible sugerir
gue las condiciones adversas de ambiente, particularmente las
temperaturas extremas que ocurrieron en algumas épocas de
polinizacién, pueden haber alterado el pélen de maiz, debido a

la fragil estrutura de proteccion, asi como la receptividad de
los estigmas de trigo en temperaturas elevadas.

EGV /1999
GV /2000

GRANOS VERDES (%)

| I 11
EPOCAS DE POLINIZACION

Figura 1 - Granos verdes formados en doce poblaciones
de trigo y trés épocas de polinizacion. FAEM-
UFPel, 1999-2000.

12

OEH /1999 P —

10 OEH /2000

-E

EMBRIONES HAPL OI DES (%)

=

| 1 111
EPOCAS DE POLINIZACION
Figura 2 - Embriones hapléides recuperados en doce
poblaciones de trigo y trés épocas de
polinizacién. FAEM-UFPel, 1999-2000.

De acuerdo con SUZIN (1994), en cruzas avena X
maiz y avena x milleto, el efecto significativo de
determinadas combinaciones especificas asociadas con el
ambiente, pueden indicar la existencia de combinaciones
génicas mas favorables que otras respecto de la formacion
de cariopsides, de manera independiente del polinizador.

Por otro lado, los genotipos de maiz utilizados como
polinizadores en este estudio, aunque las bajas
temperaturas inhibieron la produccién de pélen, no fueron
determinantes “per se“ en el comportamiento variable de
los genotipos de trigo para la formacién de granos y
desarrollo de embriones.

En relacion a la participacion de los genotipos de trigo
en estos ensayos, las diferencias estadisticas significativas
detectadas a travéz del andlisis de variancia entre las
poblaciones para la variable formacion de GV en los 2
ensayos, permitié discriminarlos mediante andlisis de las
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medias, estabeleciendose un ordenamiento gradativo como se
muestra en la Tabla 4.

Debido a la interaccion significativa observada entre los
genotipos y las épocas, no fué posible determinar los mejores
cruzamientos en relacion a las variables estudiadas en este
trabajo. La superioridad genotipica depende de la eficiencia
fisiolégica del polinizador y de la respuesta del receptor
asociados a determinadas condiciones del ambiente, donde
una determinada combinacién de genotipos puede ser
superior en una determinada época e inferior en otra para os
caracteres analizados; sin embargo, es importante destacar la
estabilidad observada en las poblaciones 7 (Embrapa
49/Embrapal20) 8 (Embrapa 120/Embrapa 49) e 9 (PF
92231/Sonora 64), que presentaron valores superiores a la
media de maneira consistente en los dos ensayos Yy

demonstraron la posible especificidad genotipica de estas
constituiciones genéticas para la formacién de cariopsides.

Las poblaciones 10 (Embrapall9/TB951) 5
(Fundacep29/Anahuac) e 11 (Embrapa 49/BR 23), fueron
importantes para esta variable de manera independiente en
1999 y 2000, respectivamente.

Debido a la baja frequencia de embriones hapléides
recuperados, no fueron detectadas diferencias estadisticas
entre los genotipos y épocas en los dos ensayos. Mientras
tanto, el mayor nimero de embriones fué encontrado en las
poblaciones 7 y 8 oriundas de los cruzamientos reciprocos
entre Embrapa 120 y Embrapa 49, asi como el cruzamiento
10 (Embrapa 119/TB 951). Por otro lado, la poblacion 9 (PF
92231/Sonora 64), fué importante en el segundo ensayo en
2000 (Tabla 5).

Tabla 4 - Medias del nimero de Granos Verdes (GV) resultantes de las combinaciones entre genotipos y épocas estudiadas

durante 1999 y 2000. FAEM-UFPel.

N° Poblacién Fy Media / 1999 Media / 2000
7 Embrapa 49 / Embrapa 120 10,00 * 17,30 *
8 Embrapa 120 / Embrapa 49 9,00 * 26,30 *
4 CEP 24 / PF 93167 9,00 * 10,00
11 Embrapa 49 / BR 23 8,30 * 15,70
10 Embrapa 119/ TB 951 8,00 * 14,00
9 PF 92231 / Sonora 64 7,70 * 22,00 *
1 BR35/CP 24 7,00 9,70
5 Fundacep 29 / Anahuac 7,00 19,30 *
6 Fundacep 29 /BR 18 5,70 17,30 *
3 CEP 24 / PF 87504 5,70 10,70
2 CEP 24 /BR 35 5,00 12,70
12 BR 23/ PF 950354 4,70 14,30
Media Geral 7,18 15,78

* Valores superiores a la media, de acuerdo con la prueba de SCOTT & KNOTT a 5% de probabilidad

Tabla 5 - NUmero de Embriones hapldides (EH) resultantes de
las combinaciones entre genotipos y épocas
estudiadas durante 1999 e 2000. FAEM-UFPel.

=z
o

Poblacién F1 EH /1999 EH / 2000

Embrapa 120 / Embrapa 49 4% 14 *
Embrapa 49 / Embrapa 120 3* 9*
Embrapa 119/ TB 951 2%
Embrapa 49 / BR 23
PF 92231 / Sonora 64
Fundacep 29 /BR 18
CEP 24/ PF 93167
CEP 24/ PF 87504

BR 35/ CEP 24

CEP 24 /BR 35
Fundacep 29 / Anahuac
BR 23/ PF 950354
MEDIA

P
agNvRrwhoORE~N®

[y
)
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* Valores superiores a la media

La formacion y desarrollo somatico del embrion, segin
diversos autores, es un proceso delicado y puede ser afectado
por vérios factores, incluyendo la propia capacidad de
respuesta de los genotipos cuando participan en cruzamientos
intergenéricos. Segundo FALK & KASHA, 1981; SNAPE et al.,
1979, la capacidad de combinacion entre trigo x H.bulbosum
es geneticamente controlada por los genes dominantes Kry e
Kr2 en el cromossomo 5B y 5A, respectivamente; sin embargo

LAURIE & BENNETT, 1986, observaron que el pélen del maiz
puede inducir a la formacién somatica del embrion del trigo
independientemente de la presencia de los genes Kr.

Como fué observado con los genotipos Embrapa 120 y
Embrapa 49, que presentaron un desempefio superior y
consistente en el primero y segundo ensayo, es posible que
factores genéticos hayan determinado este comportamiento,
sobre todo cuando los otros factores del ambiente fueron
adecuados.

De manera especifica, segun diversos autores, la
oscilacion de la temperatura interfiere en los procesos
fisiolégicos de pre e pos-polinizacién, siendo mas decisiva
durante las etapas meioticas y mitéticas de la division celular
tanto en la microsporogénese, como en la germinacion del
tubo polinico, asi como durante los eventos de diferenciacion
somatica del embrioide (embridn joven o pro-embrién) a partir
de la estimulacion de la oosfera en las etapas que
caracterizam a la gimnogénese no gamética (CAMPBELL et
al., 1998).

Para verificar la hipétesis de la interferencia de la
temperatura en el proceso fisioldgico de la formaciéon de
cariopsis y embriones somaticos, durante los primeros meses
de 2001 fué realizado un ensayo utilizando las poblaciones 8 y
9 de trigo-F2 oriundas de los cruzamientos Embrapa 120 /
Embrapa 49 y PF92231 / Sonora 64, respectivamente. El
factor temperatura registrado durante el momento de la
polinizacién, que oscil6 entre 14 y 34°C, distribuido
escalonadamente en siete clases, fué analizado
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estadisticamente en relacién a la formaciéon de GV e EH. Los
resultados revelaron efectos significativos en todos los
intervalos para los dos genotipos, de acuerdo con el analisis
de variancia realizado que se presenta en la Tabla 6.

Un total de 2.759 flores de trigo fueron emasculadas y
seguidamente polinizadas con maiz, originando 1.239 GV
(44,9%) y 85 EH (6,8%). De acuerdo con estos resultados,
comparativamente las dos poblaciones mostrarom mejor
produccion de GV y EH que en los ensayos anteriores,
observandose nuevamente la superioridad de la poblaciéon 8
para estas variables (Tabla 7).

Tabla 6 - Resumen del andlisis de variancia de las diferentes
temperaturas de polinizaciéon para la obtencion de
EH en dos poblaciones F2 de trigo. FAEM/UFPel,

2001.
Fuentes de Cuadrado Medio
Variacion
Poblacién 8 Poblacion 9
(Emb.120/Emb.49) (PF 92231/Sonora 64)
Temperatura 0,253* 0,269*
Error 0,105 0,098

* significativo a 5% CV= 26,75 %

Tabla 7 - Temperatura de polinizacién (T°P) Numero de flores polinizadas (N°FP) Numero de Granos Verdes formados (N°GV) y
nimero de Embriones Hapléides recuperados (N°EH), en dos poblaciones F. de trigo en diferentes temperaturas de

polinizacion, FAEM/UFPel, 2001.

Pop. T°P NCEP NCFP N°GV N°ER %NER MNPER
F2Pg 14a16 8 132 42 0 0 0
PF 92231/Son.64 17a19 8 101 48 1 0,99 0,12
20a 22 16 268 121 4 1,49 0,25
23a25 17 316 150 15 4,75 0,88
26 a 28 8 154 67 7 4,54 0,87
29a3l 12 244 119 9 3,69 0,75
32a34 8 122 40 2 1,63 0,25
- - - - - - 0,49
TOTAL 77 1337 587 38
F2Ps 14a16 12 212 74 3 1,42 0,25
Emb.120/Bem.49 17a19 9 120 44 4 3,33 0,44
20a 22 10 176 81 9 511 0,90
23a25 13 262 132 11 4,2 0,85
26 a 28 7 148 74 7 4,73 0,87
29a3l 18 354 201 10 2,82 0,56
32a34 10 150 46 3 0,2 0,3
- - - - - - 0,59
TOTAL 79 1422 652 47

Los valores correspondientes al nimero de GV y EH
obtenidos se dlstrlbuyeron de forma normal entre las escalas
de temperatura de 14 a 34°c y el analisis de regresion permitio
establecer claramente la relacion entre las dos variables,
siendo posible observar que el incremento de la temperatura
en la polinizacion estimulaba la formacion de um malor
namero de EH. Los rangos de temperatura entre 14 y 19°Cc y
superiores a 31°C, fueron menos favorables para el desarrollo
de GVy EH en los dos genotipos estudiados y los intervalos
entre 20 y 30°C mostraron los mejores resultados. Con esta
tendencia de comportamiento se verific6 un intervalo
especifico optimo de temperatura para cada genotipo
evaluado; asi, en las poblaciones 8 y 9 eI mayor ndmero de
EH fué conseguido entre 21 vy 28°C y 22y 30°C,
respectivamente; sin embargo, es posible que otras
constituciones genéticas sean eficientes en intervalos de
temperatura diferentes, debido a la interaccion observada
entre los genotipos y la temperatura durante la polinizacion tal
como se observa en las Figuras 3y 4.

0s resultados alcanzados en esta etapa permiten
establecer que las diferencias de temperatura que ocurrieron
entre los periodos de polinizacion en los dos primeros ensayos,
influenciaron significativamente tanto en el proceso de
induccion de la formacion somatica de las estruturas del
embrion y del endosperma del trigo, como en el desarrollo del
tubo polinico en el polen del maiz que comprometieron la
propia viabilidad, en este sentido CAMPBELL et al.(1998),

indican que la eficiencia del sistema trigo x maiz en el proceso
de haploidizacion, depende de la época del afio en la cual los
cruzamientos son realizados, especialmente en relacion a
factores como temperatura y luminosidad.
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Figura 3 - Influencia de la temperatura de polinizacion en el

desarrollo de Embriones Hapléides. Trigo F»
Embrapa 120 / Embrapa 49, FAEM — UFPel,
2001.
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92231 / Sonora 64, FAEM — UFPel, 2001.

La aplicacion de las técnicas de haploidizacion utilizando
el sistema trigo x maiz, puede ser una alternativa importante
para el avance de generaciones y fijacion rapida de la
homocigosis en el mejoramiento genético de cereales de clima
frio. Con la intencién de viabilizar el uso de estas técnicas en
las condiciones de la FAEM-UFPel, nuevos estudios en esta
linea de investigacién relacionados especificamente con el
potencial genotipico y eficiencia de los polinizadores; la
influencia de los factores del ambiente; los medios de cultivo
para recuperacion, induccién y crio-preservacion de los
embrioides y plantulas haploidizadas, seran necesarios.

CONCLUSOES

Existe un desempefio variable entre los genotipos de
trigo estudiados en relacion al potencial de haploidizacion,
medidos a travéz de la formaciéon de caridpses inmaduros
(granos verdes) y embriones somaticos, lo cual caracteriza a
ciertas constituciones genéticas como de mejor respuesta para
la obtencién de estos productos.

Las épocas de polinizacion caracterizadas por
temperaturas amenas, son mas favorables para la formacion
de granos verdes y embriones hapléides. En 1999 la Epoca |
(abril-mayo). En 2000 las Epocas Il (octubre-noviembre) y
Epoca Ill (noviembre-diciembre), proporcionaron las mejores
condiciones ambientales e influenciaron en los resultados de
manera expresiva.

Intervalos de temperatura entre 20 y 30°C son los mas
adecuados para el proceso de haploidizacion.

ABSTRACT

A group of 12 F; hexaploid wheat hybrids and two Zea mays L.
parents were used in intergeneric crosses with maize to test the
haploydization potential at different times of polinization and the
temperature effect on the somatic gynogenesis capacity of wheat
genetic constitutions. The work was carried out in 1999, 2000 and
2001 in the FAEM-UFPel greenhouse and laboratory of haploydization
& hydroponic system. The results showed that wheat x maize
haploidization system can be an important alternative for the progress
of generation and rapid fixation of homozigozity on breeding of small
grain cereals. The green seeds and haploid embryo development is
significatively related with the time of polinization and the temperature

particulary which determine the physiological efficiency at pre and post
polinization. It were observed diferences among genotypes for
haploidization potential, characterising some genetic constitutions with
responsive effect, independently of maize pollen germplasm used. Mild
temperatures are adequate to maize polen viability and wheat estigma
receptivity, greatly influencing the results. The regression analysis
showed that temperature range between 20 and 30°C is adequate for
the haploydization process.

Key words: Double haploid, haploid embryo, hidroponic,
intergeneric crossing, temperature.
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