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RESUMO - A resistência a diversas moléstias fúngicas do trigo tem sido transferida de espécies perenes
da tribo Triticeae, mas o híbrido produzido pelo cruzamento intergenérico apresenta embrião abortivo.
Embora a técnica de resgate e cultivo in vitro destes embriões já seja amplamente utilizada, sua eficiência
ainda é muito baixa. Este trabalho objetivou a obtenção de progênies de retrocruzamentos em híbrido F1
(2n=56), proveniente do cruzamento de trigo (Triticum aestivum) (2n=42) com Agropyron elongatum
(2n=70), utilizando-se a técnica de cultivo in vitro dos embriões imaturos. Partindo-se do material
perene na geração F1, utilizou-se o trigo como parental recorrente nos retrocruzamentos. A eficiência da
polinização foi de 6% no primeiro retrocruzamento (RC1) e de 12,4% no segundo (RC2). As plantas do
RC1 foram viabilizadas pelo resgate e cultivo in vitro dos embriões imaturos utilizando-
se o meio batata-regeneração, com adição de vitaminas. De 22 sementes, 18 embriões foram resgatados
e cultivados in vitro, originando 12 plântulas. Desses embriões, 50% foram normais, 27,8% apresenta-
ram tamanho reduzido, 16,7% foram deformados e 5,5% apresentaram desenvolvimento retardado. A
eficiência do cultivo dos embriões na regeneração de plântulas foi de 66,6%. Tal resultado indica que a
técnica de resgate e o meio de cultura utilizados foram eficientes para o cultivo e regeneração dos
embriões híbridos, obtendo progênies viáveis de retrocruzamentos a partir de híbridos intergenéricos,
nas condições realizadas.

Termos para indexação: trigo, melhoramento, cruzamentos intergenéricos, resistência à doenças.

EMBRYO CULTURE OF BACKCROSSES BETWEEN HYBRIDS
OF TRITICUM AESTIVUM THELL. AND AGROPYRON ELONGATUM HOST. & BEAUV.

ABSTRACT - Resistance to fungal diseases of wheat has been transferred from perennial species of
tribe Triticeae, but the hybrid so formed presents immature embryos. Although rescue and in vitro
culture of these embryos has been widely utilized, its efficiency is still very low. This work aimed to
obtain backcrossing progenies in hybrid F1 (2n=56), derived from crossing between wheat (Triticum
aestivum) (2n=42) and Agropyron elongatum (2n=70), through in vitro culture of immature embryos.
Starting from the perennial material of F1 generation, several backcrosses were made using wheat as the
recurrent parent. Polinization efficiency was 6.0% in BC1 and 12.4% in BC2. All plants from the BC1
were obtained by in vitro embryo culture. The culture medium used was potato regeneration plus
vitamins. From 22 seeds collected 18 embryos were cultured in vitro and gave rise to 12 plants. Fifty
percent of those embryos were normal. The remaining 27.8% showed reduced size, 16.7% were
deformed and 5.5% had slow growing. The efficacy of immature embryo culture was 66.6%. This result
indicates that rescue and culture medium techniques used were efficient for cultivation and regeneration
of hybrid embryos, allowing  viable backcrosses progenies from intergeneric hybrids.

Index terms: wheat, breeding, wide crosses, resistance to fungal disease.
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INTRODUÇÃO

Variabilidade genética potencialmente útil ocorre
naturalmente em espécies selvagens relacionadas ao
trigo cultivado (Triticum aestivum) (2n=42). Os gê-
neros Secale, Aegilops e Agropyron são espécies
relacionadas ao trigo cultivado e apresentam resis-
tência a diversas doenças e estresses abióticos (Riley
& Kimber, 1966). Aproximadamente 75% das espéci-
es da tribo Triticeae são perenes, mas podem servir
como uma fonte de variabilidade genética em cruza-
mentos com cereais anuais, como o trigo. Resistên-
cia às ferrugens que atacam o trigo (Puccinia
striiformis f. sp. tritici, P. graminis f. sp. tritici e
P. recondita f. sp. tritici) tem sido transferida de es-
pécies perenes com sucesso (Sharma & Gill, 1983;
Singh et al., 1993). Considerável esforço tem sido
despendido com o objetivo de hibridizar trigo com
espécies de Agropyron, entre essas, Agropyron
elongatum (2n=70), pois esse gênero faz parte do
comparium do trigo, o qual compõe-se de um grupo
de gêneros ligados pela capacidade de formar híbri-
dos viáveis direta ou indiretamente (Sharma & Gill,
1983; Mujeeb-Kazi et al., 1984). A produção de híbri-
dos (2n=56) com hábito de crescimento perene, par-
cialmente férteis, torna-se particularmente interessan-
te para estudos citogenéticos, além de ser o primeiro
passo importante na introgressão de genes de espé-
cies afins para o trigo (Jauhar, 1995).

A introdução da cultura de embriões aumentou
de forma significativa as possibilidades de hibridação
dentro da tribo Triticeae (Riley & Kimber, 1966). A
técnica de resgate e cultivo in vitro vem sendo am-
plamente utilizada em cruzamentos cujos embriões
são abortivos. No entanto, muitos problemas ainda
permanecem e a eficiência do resgate apresenta-se
baixa ou não é descrita na literatura. Embora várias
técnicas e meios de cultivo tenham sido emprega-
dos, as principais características são similares. Os
embriões precisam ser resgatados no momento em
que alcançam o máximo de desenvolvimento possí-
vel, no tecido materno, e antes que inicie o processo
de degeneração. A excisão e transferência precisam
ser realizadas sob condições assépticas, para evitar
contaminação. Durante o processo de excisão, os
embriões devem ser mantidos com suficiente umida-
de até serem transferidos para o meio de cultura, a

fim de evitar danos causados pela desidratação. As
particularidades dos meios de cultura podem variar
dependendo da espécie em questão, mas geralmente
são líquidos ou parcialmente solidificados com ágar,
contendo sais minerais, uma fonte de carboidratos,
vitaminas, hormônios e algumas vezes, uma fonte
orgânica de N (Hadley & Openshaw, 1980). Após a
regeneração, na fase de aclimatação, a plântula pre-
cisa ajustar-se fisiologicamente, pois ao sair de um
ambiente asséptico, úmido e com disponibilidade
ideal de nutrientes, necessitará iniciar o processo de
fotossíntese em um ambiente com baixa umidade re-
lativa e na presença de microorganismos parasitas.
A aclimatação é, sem dúvida, uma das mais difíceis
etapas na obtenção de plantas adultas originadas
por cultura de embriões in vitro e cultura de tecidos
em geral (Grattapaglia & Machado, 1990).

De acordo com Cauderon (1986), em cruzamentos
interespecíficos naturais ou induzidos, a obtenção
de um F1 ou de uma planta poliplóide não é suficien-
te para a criação de uma nova espécie ou variedade.
Este é um trabalho que requer um profundo conheci-
mento da diversidade genética dos parentais,não
somente em relação aos caracteres de interesse agro-
nômico, mas também à constituição genômica e às
possíveis interações com outras espécies. Além dos
problemas derivados da dificuldade de pareamento
entre os cromossomos homeólogos, a desarmonia
entre os sistemas fisiológico e citológico das dife-
rentes espécies, promove barreiras internas de isola-
mento nos vários estádios da ontogenia dos híbri-
dos interespecíficos. A partir do conhecimento das
barreiras de isolamento, para alcançar sucesso nos
cruzamentos e sobrevivência do embrião híbrido,
Jauhar (1993) descreveu passos essenciais que de-
vem ser seguidos na transferência de genes afins
para o trigo: identificação dos genótipos que carre-
gam as características desejadas, os quais devem
pertencer a gêneros ou espécies relacionados ao tri-
go, utilização das técnicas mais apropriadas tanto
nos cruzamentos como no resgate dos embriões, pro-
moção do pareamento intergenômico por meio de
métodos que propiciem a homeologia entre os
cromossomos parentais; realização de retrocru-
zamentos, utilizando-se o híbrido como planta-mãe,
para recuperar a fertilidade ou, em caso de insucesso,
produzir um anfiplóide pela utilização da
colchicina.
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Retrocruzamentos sucessivos em trigo, seguidos
de autofecundação, levam à eliminação progressiva
dos cromossomos do parental doador, presentes no
híbrido F1 interespecífico. Esse procedimento pro-
move o acúmulo progressivo dos cromossomos do
trigo, até a obtenção de um produto final que pos-
suirá o complemento inteiro do trigo com alguns seg-
mentos da espécie afim (Xueyong et al., 1992). Em
cruzamentos entre uma espécie doadora resistente e
uma variedade receptora, altamente produtiva, nu-
merosos retrocruzamentos devem ser efetuados para
restabelecer-se o balanço genômico do parental re-
corrente.

Este trabalho teve por objetivo obter progênies
de retrocruzamentos em híbrido perene F1 (trigo
PF 839197 x Agropyron elongatum PF 84001) utili-
zando-se a técnica de cultivo in vitro dos embriões
imaturos.

MATERIAL E MÉTODOS

O estudo foi desenvolvido entre 1991 e 1994 na
Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Trigo (CNPT),
localizada em Passo Fundo, RS. Foram utilizados híbridos
perenes, em geração F1, obtidos por cruzamentos
intergenéricos realizados em 1988 entre a cv. PF 839197
de trigo (Triticum aestivum, 2n=42) e o genótipo PF 84001
de Agropyron elongatum, espécie perene 2n=70, atual-
mente descrita pelo sinônimo Thinopyrum ponticum. Par-
tindo-se do híbrido F1 (PF 839197/PF 84001), foram
efetuados retrocruzamentos utilizando-se o trigo
PF 839197 como parental recorrente.

As plantas utilizadas nos retrocruzamentos permane-
ceram em casa de vegetação, sob condições ambientais
parcialmente controladas (temperatura de 20ºC ± 3ºC). As
sementes da linhagem de trigo PF 839197 foram semeadas
diretamente em baldes de plástico, com semeadura perió-
dica semanal, objetivando o florescimento na mesma épo-
ca que o híbrido F1 perene (PF 839197/PF 84001). Antes
da polinização, os híbridos F1 foram emasculados. A
emasculação foi realizada em espigas com órgãos
reprodutivos imaturos, antes da antese, para evitar a
autofecundação. Em cada espigueta, restaram duas flores
laterais cujas anteras foram retiradas com o auxílio de uma
pinça. Após a emasculação, as espigas foram ensacadas
em envelopes de papel vegetal branco encerado, para não
ocorrer polinizações indesejadas. Foram feitas observa-
ções diárias com o objetivo de verificar quando os estigmas
estariam receptivos, aptos à polinização. Nesse momento

efetuou-se a aplicação do pólen, coletado da planta doado-
ra em placa-de-Petri e transferido ao ovário da planta-mãe
com um pincel. Após 24 horas houve a repolinização,
utilizando-se o mesmo procedimento. A eficiência da
polinização foi avaliada pelo número de grãos formados a
partir das flores polinizadas.

Entre 15 e 30 dias após a polinização, os grãos foram
retirados da espiga, para evitar que a degeneração do
endosperma causasse a morte do embrião. O processo de
degeneração do endosperma caracterizou-se pelo
escurecimento e murchamento externo do grão na espiga,
no sentido ápice-base. O critério utilizado para determinar
o momento do resgate dos embriões foi a evolução dos
sintomas em um terço do comprimento do grão. A remo-
ção do embrião foi realizada no laboratório, em câmara de
fluxo laminar, com o auxílio de um microscópio
estereoscópico. A assepsia superficial foi feita mergulhan-
do-se o grão por 15 segundos em solução de hipoclorito de
sódio comercial a 50% com água esterilizada, e em álcool
comercial a 70%, por 20 segundos. Foram feitos cortes
superficiais no tegumento e no pericarpo da extremidade
basal do grão, retirando-se o embrião com uma espátula. O
embrião foi colocado no tubo de ensaio em posição ven-
tral, com o escutelo em contato com o meio de cultura.
Com o auxílio de uma espátula, ele foi hidratado com uma
gota d�água esterilizada, como forma de evitar a desidrata-
ção causada pelo ressecamento no momento da excisão. O
meio de cultura utilizado foi o Batata-Regeneração: meio
de Chuang et al. (1978) modificado pela adição de vitami-
nas, que compõe-se de extrato aquoso de batata a 5%; Fe
EDTA 10 mL/L; vitamina Fuji 2 mL/L; ácido indol acético
1 mL/L; macrobatata regeneração 100 mL/L; sacarose
30 g/L e ágar 7 g/L; o pH foi ajustado em 5,9. Autoclavou-
se por 15 minutos em erlenmeyer e por 25 minutos em
tubos de ensaio. Os tubos contendo os embriões foram
envoltos em papel alumínio, permanecendo por quatro
dias na geladeira, a 4ºC. Após esse período foram incuba-
dos em câmara de crescimento, a 20ºC, no escuro, até a
germinação, quando então foram expostos à iluminação,
com lâmpadas Grow Lux, em fotoperíodo de 12 horas. As
plântulas regeneradas permaneceram nessas condições até
atingirem um bom desenvolvimento radicular. A eficiência
da cultura de embriões foi avaliada pelo número de plântulas
regeneradas a partir dos embriões cultivados no meio de
cultura.

As plântulas cultivadas in vitro, que apresentaram bom
desenvolvimento foram transferidas para vasos de plásti-
co com vermiculita e regadas com solução nutritiva de
Hoagland & Arnon (1969). Sobre os vasos foram embor-
cados copos de Becker de 500 mL para manter umidade.
Os copos foram sendo inclinados, aos poucos, até que as
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plântulas se adaptassem à nova condição ambiental. Nas
primeiras 24 horas, os vasos permaneceram na câmara de
crescimento, no laboratório, a 20ºC com fotoperíodo de
12 horas. Em seguida foram levados para câmara de cresci-
mento (fitotron), com temperatura média de 15ºC e
fotoperíodo de 10 horas de luz. Ao atingirem o estádio de
perfilhamento, as plantas foram transplantadas para bal-
des com solo e posteriormente levadas à casa de vegetação.
A eficiência da aclimatação foi avaliada pelo número de
plantas que atingiram a fase adulta, em casa de vegetação,
desenvolvidas a partir das plântulas regeneradas em tubo
de ensaio.

A partir do RC2 não houve a necessidade do resgate
dos embriões, os grãos permaneceram na espiga até o ama-
durecimento, quando foram coletados e mantidos em en-
velopes de papel à temperatura ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A eficiência da polinização (Tabela 1) determina-
da pelo número de grãos formados a partir do núme-
ro de flores polinizadas, estimou a fertilidade nas pro-
gênies dos retrocruzamentos. No primeiro retro-
cruzamento  (PF 839197/PF 84001//PF 839197), 368
flores foram polinizadas, com a formação de 22 grãos,
o que equivale dizer que a fertilidade, neste primeiro
retrocruzamento (RC1) foi de 6.0%. No segundo,
(RC2) a formação de 24 grãos a partir de 194 flores
polinizadas indicou um percentual de fertilidade de
12,4%. As percentagens de formação de grãos no
RC1-F1 e RC2-F1 observadas neste estudo demons-
tram que os resultados foram superiores aos obtidos
em F1 por Comeau et al. (1985), 2,3%; Limin & Fowler
(1990), 5,2 - 2,9 - 0,7 e 0%; Plourde et al. (1990), 0,45%;
Chen et al. (1990), 0,41 a 2,87%; Sharma & Ohm (1990),
3,7%; Chen et al. (1992), 2,1% ; e Franke (1992), 1,5%
em RC1.

Chen et al. (1992), em estudo sobre a análise
citogenética de plantas das gerações RC1, RC2 e RC3
provenientes de cruzamentos entre T. aestivum e
A. cristatum, obtiveram aumento de 7,32% na forma-
ção de sementes da geração RC1 para a RC2, e de
30% da geração RC2 para a RC3. A recuperação da
fertilidade supõe-se estar relacionada à recuperação
do genoma do trigo após cada retrocruzamento, fa-
zendo com que o comportamento meiótico, na for-
mação das células gaméticas, apresente menos anor-
malidades e produza uma maior proporção de óvulos
e grãos de pólen viáveis. Em um processo normal de
polinização, o grão de pólen adere ao estigma e, após
sua hidratação, inicia-se a atividade metabólica com
a germinação do tubo polínico. No caso de genitores
totalmente incompatíveis, a reação da calose na su-
perfície do estigma e a formação de tubos polínicos
distorcidos revelam a ocorrência de uma barreira pré-
zigótica (Dumas & Knox, 1983, citados por Kerlan
et al., 1992). A escolha certa dos genitores é, sem
dúvida, um dos fatores determinantes para o suces-
so dos cruzamentos. Outros fatores podem ter con-
tribuído ainda para os resultados obtidos nesse tra-
balho:

- compatibilidade parcial entre pólen e óvulo dos
genitores: pois sabe-se que além das barreiras
intergenéricas, as diferenças genotípicas entre culti-
vares interferem positiva ou negativamente na ferti-
lidade (Mujeeb-Kazi & Kimber, 1985; Baum et al.,
1992; Kerlan et al., 1992);

- sistema de emasculação diferenciado: no pre-
sente estudo, não houve o corte da ponta das glumas
do parental feminino. Esse corte é um procedimento
padrão em polinizações artificiais, porém pode levar
à desidratação do estigma, antes ou após a polini-
zação, inviabilizando a produção de sementes. Se-

TABELA 1. Eficiência da polinização na obtenção do RC1 e RC2 de cruzamentos intergenéricos entre Triticum
aestivum e Agropyron elongatum.

Retrocruzamento Flores polinizadas
(no)  

Grãos obtidos
(no)  

Fertilização
(%)

RC1 (PF 839197 / PF 84001 // PF 839197) 368 22 6,0

RC2 (PF 839197 / PF 84001 // 2* PF 839197) 194 24 12,4

Total 562 46 -
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gundo Mujeeb-Kazi & Kimber (1985), a desidratação
do estigma em ambientes secos e com alta tempera-
tura pode ser o maior obstáculo ao cruzamento com
algumas espécies selvagens.

- procedimento de repolinização: caracteristica-
mente, o estigma do grupo de espécies, utilizado
neste estudo indica a receptividade para a polinização
por uma rápida elongação das células, produzindo
uma aparência plumosa. A polinização geralmente é
feita nesse momento. Polinizando o estigma antes
das indicações morfológicas de receptividade,
Mujeeb-Kazi et al. (1984) e Mujeeb-Kazi & Kimber
(1985) obtiveram maior formação de grãos híbridos,
pois tal procedimento pôde evitar as barreiras à ferti-
lização que ocorrem em estigmas maduros. A
polinização nos retrocruzamentos, foi efetuada du-
rante e após o período de estigma maduro, possivel-
mente colaborando na superação das barreiras pré-
zigóticas de fertilização.

Todas as plantas híbridas oriundas do cruzamen-
to inicial e do RC1 foram obtidas pelo resgate e culti-
vo in vitro dos embriões imaturos, antes da degene-
ração do endosperma. Observou-se que o endos-
perma dos grãos do RC1 apresentou aspecto aqüoso
e hialino, com variações na quantidade e densidade.
Dos 22 grãos coletados no RC1, 18 (81,7%) embriões
foram resgatados, dando origem a 12 plântulas
(Tabela 2). A eficiência da cultura de embriões híbri-
dos imaturos foi de 66,6%, considerada alta para cru-
zamentos intergenéricos com Agropyron sp., quan-
do comparada com os resultados obtidos por
Mujeeb-Kazi et al., (1984), de 9,3 a 48%; Comeau
et al. (1985), 50 a 54%; Chen et al. (1990), 30%;  Chen

et al. (1992), 21%; Plourde et al. (1990), 100 a 0%; e
Limin & Fowler (1990), 6,5 - 4,5 e 50%. Esse resultado
indica que a técnica de resgate e o meio de cultura
utilizado foram eficientes para o cultivo e a regenera-
ção dos embriões híbridos. Quanto à técnica de res-
gate, certos procedimentos podem justificar o resul-
tado obtido. Durante a extração dos embriões, por
causa da câmara de fluxo laminar e da luz do estereo-
microscópio, eles sofreram um rápido processo de
desidratação. Para evitar danos nos tecidos, após
serem corretamente dispostos no meio de cultura, os
embriões foram reidratados com uma gota de água
destilada esterilizada.

O período entre a polinização e a coleta dos em-
briões variou de 14 a 34 dias. Esse resultado corro-
bora as observações feitas por Brove et al. (1982),
citados por Pasqual & Pinto (1990).

Os dados referentes ao aspecto e desenvolvimen-
to dos embriões são apresentados na Tabela 2. Dos
18 embriões resgatados, 50% tiveram aspecto e ta-
manho normal (aproximadamente 1 mm), semelhan-
tes a um embrião proveniente de autofecundação em
trigo. Cinco embriões apresentaram forma normal,
porém em tamanho reduzido (menos de 1 mm). Três
embriões foram deformados, o que impossibilitou a
identificação do escutelo e da coleorriza, e um apre-
sentou-se em estádio de desenvolvimento precoce,
denominado jovem. Ao contrário das observações
de Mujeeb-Kazi & Kimber (1985), 50% dos embriões
resgatados apresentaram aspecto normal. Do total
de plantas adultas regeneradas da cultura dos em-
briões, 72,7% originaram-se de embriões normais,
18,2% de embriões pequenos, e 9,1% de embriões

TABELA 2. Aspecto e desenvolvimento dos embriões resgatados e cultivados em meio de cultura, obtidos no
RC1-F1 de cruzamentos entre Triticum aestivum e Agropyron elongatum1.

Aspecto ER EG ED MC PR PA

Normais 9 9 1 0 8 8

Pequenos 5 5 2 0 3 2

Jovens 1 1 1 0 0 0

Deformados 3 3 1 1 1 1

Total 18 18 5 1 12 11
1 ER: embriões resgatados; EG: embriões germinados; ED: embriões degenerados; MC: embriões mortos por contaminantes; PR: plântulas regenera-

das; PA: plantas adultas.
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deformados. Como pode-se verificar na Tabela 2, no
total, a germinação dos embriões resgatados foi de
100%. Deste total, apenas 27,7% degeneraram e 5,5%
foram contaminados. Obteve-se, portanto, 66,6% de
plântulas regeneradas e 61,1% de plantas adultas.
Embora 50% dos embriões tenham apresentado as-
pecto anormal, esta condição não foi obstáculo à
germinação. Entre os embriões deformados, 33% fo-
ram eliminados por contaminantes. O embrião jovem
entrou em processo de degeneração (necrose do te-
cido embrionário). Resultado semelhante foi descri-
to por Baum et al. (1992). Uma hipótese que pode
explicar o êxito na germinação dos embriões é a efi-
ciência do tratamento com frio pós-cultura, aplicado
nos embriões resgatados. Sharma & Ohm (1990) re-
lataram um aumento de 12,5% na germinação de em-
briões híbridos expostos ao tratamento com frio. De
acordo com revisão do mesmo autor, o efeito favorá-
vel desse tipo de tratamento na germinação dos em-
briões híbridos imaturos é similar ao que acontece
em sementes maduras de trigo. O efeito do pré-
condicionamento do embrião, antes de expô-lo à tem-
peratura ideal para germinação, pode auxiliar na que-
bra de dormência, além de, lentamente, adaptá-lo ao
meio de cultura prevenindo uma germinação preco-
ce, que originaria plântulas sem vigor. Tal efeito é
novamente mencionado em recente revisão de
Sharma (1995).

O processo de aclimatação das plântulas regene-
radas no tubo de ensaio levou em média 31 dias,
variando entre 14 a 73 dias. Das plântulas regenera-
das, 91,7% desenvolveram-se até a fase adulta.

No RC2 foi observado que o endosperma perma-
neceu viável, com capacidade de manter o grão ínte-
gro na espiga até a fase final de amadurecimento.
Dos 24 grãos formados no RC2, nenhum apresentou
sinais de degeneração, originando sementes que atin-
giram a maturação fisiológica. Portanto, para a pro-
dução do RC2 não foi necessário o resgate dos em-
briões.

CONCLUSÕES

1. A obtenção de híbridos entre Triticum aestivum
(PF 839197) e Agropyron elongatum (PF 84001) é
viável quando utilizada a técnica de cultura de em-
briões imaturos.

2. O emprego do meio de cultura Batata-Regene-
ração modificado com vitaminas é eficiente na cultu-
ra dos embriões híbridos imaturos derivados da ge-
ração RC1-F1 dos cruzamentos entre Triticum
aestivum (PF 839197) e Agropyron elongatum
(PF 84001).

3. A geração RC2 dos cruzamentos entre
Triticum aestivum (PF 839197) e Agropyron
elongatum (PF 84001) pode ser obtida sem a cultura
dos embriões.
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