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Plantas duplo-haploides de cevada: avaliacao
da resposta androgenética de genotipos
Embrapa entre os anos 2005 — 2019

Sandra Maria Mansur Scagliusi'
Euclydes Minella?
Rafaela Roessler?

Resumo — A producdo de plantas duplo-haploides, via cultivo de anteras/
micrésporos, tem sido amplamente utilizada ha muitos anos para estudos de
genética basica e aplicada, e como o método mais rapido para alcance da
homozigose em programas de melhoramento. O emprego deste método vem
sendo usado com relativo sucesso na criagao de novas cultivares de ceva-
da. Porém, alguns entraves ainda impedem sua aplicagdo em maior escala
(gendtipos recalcitrantes e o grande numero de plantas albinas). Assim, este
trabalho objetiva identificar, através do cultivo in vitro de anteras e de dados
obtidos ao longo de 14 anos, gendtipos mais responsivos ao método da an-
drogénese. Para isso, foi feito um levantamento do nimero de plantas duplo-
-haploides produzidas entre os anos de 2005 a 2019 (com excegéo de 2016),
avaliando-se o numero de plantas verdes obtidas por gendtipo e por espiga.
A variavel analisada foi plantas verdes/espiga. Os resultados mais expressi-
vos foram observados para os anos de 2013, seguido de 2012 e 2006, onde
foi obtida uma média de 5,38; 3,14 e 2,0 plantas verdes por espiga, respecti-
vamente. No entanto, ao analisarmos por genétipo, um Unico cruzamento (no
ano de 2008), originado dos parentais (BRS Borema/PFC 2005129) rendeu o
maior numero de plantas verdes por espiga, totalizando 11,27 plantas. Tais in-
formagdes sdo especialmente importantes na escolha de gendtipos com alto
potencial de regeneragao in vitro, para que estes sejam preferencialmente
incluidos nos blocos de cruzamento visando as futuras hibridizacgoes.

Termos para indexagao: Hordeum vulgare, cultura de anteras, androgénese.

" Bidloga, doutora em Biologia Vegetal, pesquisadora da Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.

2 Engenheiro-agronomo, Ph.D. em Melhoramento de Plantas, pesquisador aposentado da Embrapa Trigo,
Passo Fundo, RS.

3 Estudante de Agronomia, Universidade de Passo Fundo (UPF), Passo Fundo, RS. Bolsista Embrapa.
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Barley doubled haploid plants: evaluation
of androgenic response from Embrapa’s
genotypes from 2005 — 2019

Abstract - The production of doubled haploid plants, via anther or
microspore culture, has been widely used for studies of basic and applied
genetics, and as the fastest method to achieve homozygosity in breeding
programs. This method has been used with relative success in the creation of
new barley cultivars. However, some hindrances still prevent its application on
a larger scale (recalcitrant genotypes and the large number of albino plants).
Thus, this work aims to identify, through the in vitro cultivation of anthers, data
obtained over 14 years, highly responsive barley genotypes via androgenesis.
For this, a survey was conducted obtained from the number of doubled
haploid plants produced between 2005 to 2019 (with the exception of 2016),
evaluating the number of green plants by genotype and spike. Green plants/
spike was the analyzed variable. The most expressive results were observed
for the years 2013, followed by 2012 and 2006, where an average of 5.38,
3.24 and 2.01 green plants per spike was obtained, respectively. However,
when analyzing by genotype, a single cross (in 2008), originated from parents
(BRS Borema/PFC 2005129) yielded the largest number of green plants per
spike, totaling 11.27 plants. Such information is especially important when
choosing genotypes with high potential for in vitro regeneration, so that they
are preferably included in the crossing blocks for future hybridizations.

Index terms: Hordeum vulgare, anther culture, androgenesis.

Introducao

A criagdo e desenvolvimento de novas cultivares € um processo comple-
X0 e lento envolvendo conhecimentos que extrapolam a genética. De uma
maneira geral, em espécies autégamas, sao necessarios no minimo 10 anos
para o desenvolvimento e liberagdo de uma nova variedade. O processo de
criagao envolve pelo menos trés etapas: hibridizagéo (cruzamentos), condu-
caoffixagao das linhagens produzidas (ciclos de autofecundagéo) e ensaios
de campo (avaliagdo das linhagens produzidas). Entre as etapas, a fase de
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fixacdo das caracteristicas das linhagens para a estabilidade dos genotipos
€ a mais longa e trabalhosa, sendo necessarios seis a oito ciclos de autopoli-
nizagao para o alcance da homozigose. Utilizando-se de técnicas biotecnolo-
gicas, este processo pode ser abreviado consideravelmente, diminuindo em
até quatro ou cinco anos a geracdo de uma nova variedade. Através da pro-
dugéo in vitro de plantas haploides (originada de gametas) plantas totalmente
homozigotas e estaveis sao produzidas em apenas um ciclo de geragao de
plantas, antecipando as etapas de avaliacéo e selegdo das linhagens, propor-
cionando reducao de custos, espago € mao de obra (Dunwell, 2010).

Os métodos de produgéo de haploides podem variar entre as espécies,
sendo a cultura de anteras e/ou cultura de micrésporos isolados (ambos via
androgénese) os mais comumente utilizados em cevada. Apesar das inume-
ras vantagens desses métodos, algumas limitagdes impedem sua completa
utilizacdo em larga escala nos programas de melhoramento genético, sendo
o efeito “gendtipo-dependente” e o grande numero de plantas albinas, as
principais delas. O conhecimento prévio da resposta de varios gendtipos de
cevada frente a androgénese podera auxiliar os programas de melhoramento
genético na escolha da genealogia dos parentais que serdo utilizados nos
cruzamentos futuros, ja que a resposta ao processo da androgénese € uma
caracteristica altamente herdavel, tanto em trigo como em cevada (Foroughi-
Wehr; Friedt, 1984; Dagustu, 2008; Kahrizi; Mohammadi, 2009). Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar a resposta androgenética de diferentes
genotipos de cevada originados dos blocos de cruzamento da Embrapa Trigo,
durante os anos de 2005 a 2019 e identificar as combinagbes genéticas mais
responsivas a androgénese, visando aumentar a oferta de linhagens duplo-
-haploides aos programas de melhoramento genético.

Material e Métodos

Genétipos de cevada

No periodo compreendido entre 2005 a 2019, foram analisados ao todo
141 gendtipos (um gendtipo € representado por sementes F1 de um dado
cruzamento) e utilizados como plantas doadoras de anteras na produgéo de
plantas duplo-haploides de cevada (Tabela 1). Os gendtipos F1 avaliados
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neste estudo foram originados dos blocos de cruzamento do programa de
melhoramento genético de cevada e representam uma selegcéo preliminar
indicada pelo melhorista. Para cada novo ciclo de cruzamentos, uma nova
selegdo de sementes F1 € submetida ao processo de duplo-haploidizagao
(anualmente).

Tabela 1. Identificagdo e genealogia dos gendétipos de cevada usados nos cruza-
mentos que geraram plantas F1 doadoras de anteras para produgéo de plantas
duplo-haploides. DHC = Duplo Haploide de Cevada; N° Esp. = numero de espigas
utilizadas; PVs = total de plantas verdes produzidas; PVs/Espiga = plantas verdes
produzidas por espiga.

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
50001 BR 2/Cellar 58 1 0,02
50002 BRS 225/PFC 2002113 51 4 0,08
50003 BRS Borema//Embrapa 127/Dash 58 0 0,00
50004 BRS Borema//BRS Greta/PFC 99206 39 8 0,21
50005 PFC 98074/Metcalfe 43 59 1,37
50006 PFC 98103/PFC 2002025 44 110 2,50
50007 (sem informagéo) 48 10 0,21
50008 PFC 2001048//Embrapa 128/Pyramid 42 10 0,24
50009 PFC 2001058/PFC 2002111 51 121 2,37
50010 BRS Sampa//Embrapa 128/Pyramid 41 3 0,07
50011 PFC 2002025/Prestige 46 11 0,24
50012 PFC 2001038/Prestige 62 42 0,68
50013 PFC 2001048/PFC 2002113 43 5 0,12
50014 IPFC 200117//Scarlett/PFC 9215 59 51 0,86
50015 BRS Elis/Prestige 64 21 0,33

DHC 2006

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
60001 Prestige/BRS 195 54 37 0,69
60002 Barke/BRS Caué 47 108 2,30
60004 PFC 2002113/PFC 2004188 55 10 0,18
60005 BRS 195/Danuta 62 265 4,27
60006 BRS Borema/PFC 2003032 75 35 0,47

Continua.
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Tabela 1. Continuagéo.

DHC 2006

Cruzamento Genealogia Es":: PVs PVs/Espiga
60007 PFC 2001048/PFC 2002113 85 54 0,64
60008 BRS Manduri/Braemar 60 6 0,10
60009 BRS Caué/BRS Elis 100 191 1,91
60010 BRS Sampa/Danuta 78 370 4,74
60011 PFC 2002113/BRS Caué 61 219 3,59
60012 PFC 2002113/PFC 2004193 55 89 1,62
60013 PFC 2001038/Scarlett 62 120 1,94
60014 PFC 2001038/Danuta 47 134 2,85

60015 Jersey/BRS Caué 36 173 4,81

DHC 2007
Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
70001 PFC 2003041/PFC 2003032 104 35 0,34
70002 PFC 2004033/PFC 2002119 132 178 1,35
70003 PFC 2004077/PFC 2003007 116 195 1,68
70004 BRS 195/Metcalfe//Barke/BRS 195 100 99 0,99
70005 BRS 195/Metcalfe//PFC 200193/Danuta 66 26 0,39
70006 BRS 195/PFC 2002027//BRS Lagoa/ 67 75 112
Auriga
70007 Jersey/BRS 195//Jersey/BRS Borema 133 167 1,26
PFC 2001049/PFC 2002028//PFC
s 2002116/Prestige i 2t s
70009 PFC 2002113/PFC 2003035//PFC 94 51 0,54

2002113/Auriga

DHC 2008

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
80022 BRS Boremal//Prestige/S. Austria 42 5 0,12
80023 PFC 99318/BRS Manduri 51 56 1,10
80024 BRS Manduri/IPFC 200117 42 12 0,29
80025 BRS Sampa/PFC 2006146 49 14 0,29
80026 BRS Brau/PFC 2003032 47 5 0,11
80027 BRS Brau/PFC 2004062 45 10 0,22

Continua.
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Tabela 1. Continuagéo.

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
80028 PFC 2004062/PFC 2005052 58 34 0,64
80029 PFC 2006102/PFC 2006138 59 30 0,51
80030 PFC 2006102/PFC 2006146 62 12 0,19
80031 BRS 195/IPFC 200117 8 1 0,13
80032 BRS 195/PFC 2004062 9 6 0,67
80033 BRS Borema/PFC 2005129 1 124 11,27
80034 BRS Greta/PFC 2004062 13 7 0,54
80035 BRS Mirene/IPFC 200117 10 19 1,90
80036 BRS Sampa/PFC 2006031 10 13 1,30
80037 BRS Elis/PFC 2003047 9 9 1,00
80038 BRS Caué/PFC 2004062 14 6 0,43
80039 PFC 2003047/PFC 2004188 9 0 0,00
80040 PFC 2004062/PFC 2006033 7 3 0,43
80042 PFC 2006031/PFC 2004062 8 3 0,38
80043 Danuta/PFC 2006138 12 5 0,42
80044 PFC 2005021/PFC 2005052 10 9 0,90

DHC 2009

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
90001 BRS Elis/Ke 5 39 45 1,15
90002 BRS Caué/Ke 5 25 91 3,64
90003 BRS Sampa/Ke 5 39 81 2,08
90004 BRS Brau*2/PFC 2004033 30 20 0,67
90005 PFC 2004021/Ke 5 23 10 0,43
90006 PFC 2004062/PFC 2005052 20 12 0,60
90007 (sem informagéo) 34 6 0,18
90008 PFC 2007002/Ke 5 10 8 0,80
90009 Ke 5/BRS Brau 20 13 0,65
90010 Ke 5/PFC 2005052 15 27 1,80
90011 Ke 5/PFC 2006031 38 54 1,42
90012 Ke 5/PFC 2007020 24 19 0,79
90013 Ke 5/PFC 2007037 27 8 0,30

Continua.
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Tabela 1. Continuagéo.

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
10001 (sem informacéo) 143 47 0,33
10002 (sem informagéo) 117 122 1,04
10003 (sem informagéo) 168 103 0,61
10004 (sem informagéo) 101 18 0,18
10005 (sem informagéo) 143 19 0,13
10006 (sem informagéo) 14 2 0,14
10007 (sem informagéo) 62 13 0,21
10008 (sem informagéo) 81 102 1,26

Total 829 426 Média=049

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga

F09-020 BRS Elis/PFC 2007020 52 4 0,08
F09-031 BRS Sampa/CGN 02857 97 27 0,28
F09-053 BRS Brau/Quest 159 106 0,67
F09-090 BRS Korbel/MN 684 98 55 0,56
F09-148 Embrapa 129/Quench 149 37 0,25
BRS Elis/BRS Caué//BRS Elis/PFC
F09-172 2007020 81 33 0,41
DHC 2012
Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
BRS Elis/MN 684//BRS Brau/Quest/3/
11013 Embrapa129/ Quench//BRS Sampa/ 80 323 4,04
CGN 02857
11023 BRS Brau/Umbrella 45 71 1,58
11092 BRS Korbel/Merlin-BAR 81 247 3,05
11100 BRS Korbel*2/MN 684 66 225 3,41
11179 BRS Caué/PFC 2009118//BRS Caué/ 88 519 5.90
Sunshine
11214 MN 6021/PFC 33'386001281//PFC 2005100/ 68 289 425
111282 (sem informagéo) 70 74 1,06
111284 (sem informagéo) 97 175 1,80

Continua.
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Tabela 1. Continuagéo.

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
13001 BRS 195/Conchita//BRS Brau/BRS 67 355 5.30
Quaranta
loee PR I2tgggr1noa1/ZDFFC0220000860121?PFC 65 103 1,58
13003 Publican//BRS Korbel/Umbrella/3/Con- 53 41 0,77

chita*2/BRS Korbel
PFC 2006025/PFC 2005125//MN 6021/
13004a PFC 2006025/3/PFC 2006025/PFC 57 415 7,28
2005125//PFC 2006025/PFC 2007020
BRS Korbel/Ambev 31//PFC 2008028/
13005 PFC 2008046/3/BRS Korbel/CLE 202 58 628 10,83
RPH 15//BRS Korbel/Conchita

13006 BRS Caué*2/PFC 2006113 65 51 0,78
BRS Kalibre//BRS Itanema/PFC
13007 2007020 36 307 8,53
13008 PFC 2008012/BRS Aurine 16 127 7,94
DHC 2014
Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga

BRS 195/Conchita//BRS Brau/PFC

13004 2008058 26 40 1,54
BRS Itanema/PFC 2008028//PFC

2l 2005101/PFC 2006113 @ Shik

13059 Publican//BRS Korbel/Umbrella/3/Con- 30 18 0,60

chita*2/BRS Korbel
PFC 2006025/PFC 2005125//MN 6021/
13070 PFC 2006025/3/PFC 2006025/PFC 36 4 0,11
2005125//PFC 2006025/PFC 2007020

BRS Korbel/Ambev 31//PFC 2008028/

13078 PFC 2008046/3/BRS Korbel/CLE 202 25 55 2,20
RPH 15//BRS Korbel/Conchita

13103 BRS Caué*2/PFC 2006113 43 40 0,93

13145 BRS Kalibre//BRS Itanema/PFC 2007020 37 20 0,54

13148 PFC 2008012/BRS Aurine 30 6 0,20

13195 Andrea/3/PFC 2006102/PFC 2006127// 38 33 0,87

PFC 2006025/PFC 2009148

Continua.
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Tabela 1. Continuagéo.

Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
1 BRS Brau/BRS Elis 101 9 0,09
2 BRS Korbel/Avalon 92 29 0,32
3 PFC 2009148/Voyager 123 113 0,92
4 2B09-3944/BRS Quaranta 124 127 1,02
5 Rawson/2*BRS Korbel 155 41 0,26
6 CLE 280/BRS Quaranta 77 3 0,04
7 BRS Quaranta/BRS Kalibre 91 47 0,52
DHC 2017
Cruzamento Genealogia N°Esp. PVs PVs/Espiga
DH 1 BRS Itanema/Anag 01 47 72 1,53
DH 2 BRS Itanema/PFC 2012044 19 64 3,37
BRS Brau/Sebastian//CLE 267/BRS
DH 6 Quaranta/3/Latrobe//1090*3/GPT Sk 029
338 CLE 280/PFC 2011133 63 7 0,11
339 BRS Brau/Planet 122 56 0,46
340 BRS Itanema/Anag 01 85 91 1,07
341 PFC 2011133//BRS Korbel/Andrea 169 95 0,56
342 ABI 13/BRS Korbel//CLE 267/BRS 84 12 0.14
Quaranta

DHC 2018
Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
Anag01*4/GPT/4/BRS Brau//Sebastian/
DH 18 682 CLE 267/BRS Quaranta/3/Latrobe//BRS 27 2 0,07
ltanema*3/GPT
DH 18 683 Anag01*4/GPT/3/BRS Itanema*3/GPT// 21 14 0,67
Planet
DH 1801 688 BRS Itanema/Anag01//BRS Korbel/ 249 252 1,01
Planet
DH 1802 689 Anag01/MN 698//\Voyager/Anag01/3/ 93 38 0.41

BRS Brau/Sebastian//COOID 2014

Continua.
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Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
Avalon/C74006//BRS 225/3/GPT/BRS
DH 1803 690 Korbel//CLE 280 147 13 0,09
Anag01/Tesla//\Voyager/3/BRS 225/PFC
DH 1804 691 2012037 81 27 0,33
DH 1805 692 Planet/BRS Caué 185 112 0,61
DHC 2019
Cruzamento Genealogia N° Esp. PVs PVs/Espiga
Planet/BRS Sampa//BRS Brau/PFC

18003 2014176 69 1 0,01
18004 BRS Cryst/BRS Caué//Irina 56 47 0,84
18031 Planet//MN 6021/PFC 2014176 117 26 0,22
18045 BRS Caué/Irina 109 8 0,07
18095 PFC 2014176/Irina 101 28 0,28
18145 BRS Sampal/lrina 96 5 0,05
18227 Anag01*2/BRS Sampa 66 1 0,17

Condigoes de cultivo das plantas doadoras

As plantas de cevada (F1) foram desenvolvidas em camaras de cresci-
mento com ambiente climatizado (marca Conviron) para que fossem manti-
das livres de patégenos e pragas, em fotoperiodo de 14-16 horas luz, com
temperaturas de 18 °C (dia) e 14 °C (noite) e umidade relativa do ar de 80%.
As plantas doadoras foram conduzidas de acordo com as recomendagdes
para a cultura da cevada.

Observacgao das células ao microscopio éptico

Ao se aproximar da fase de inicio de coletas de cada ciclo, escala Zadoks
Z41 (Zadoks et al., 1974), duas espigas de cada genotipo de cevada foram
analisadas citologicamente para verificar o estéddio de desenvolvimento das
células de micrésporos, a fim de determinar a fase correta de coleta (fase uni-



Plantas duplo-haploides de cevada: avaliagéo da resposta androgenética de genétipos Embrapa entre os anos 2005 — 2019 15

nucleada intermediaria). Para o preparo das laminas, trés anteras da porgao
mediana da espiga foram retiradas com o auxilio de uma pinga, maceradas
em carmim aceético a 1%, e observadas ao microscépio 6ptico. Através desta
analise, foi possivel estabelecer um parametro visual de selegéo para a cole-
ta das espigas, sendo variavel para cada genétipo. Além da confirmagdo via
analise citologica, a distancia entre a folha-bandeira e a insergéo do ultimo
noé do caule (variando de 4 — 10 cm) também foi usada para estimar a fase
de coleta.

Coleta das espigas de cevada

Apos estabelecer um parametro visual para coleta das espigas, iniciou-se
0 processo das coletas, sendo todas feitas no inicio das manhas. Em se-
guida, as espigas foram superficialmente desinfetadas em camara de fluxo
laminar, com o borrifamento de alcool etilico 70%. Em ambiente asséptico, as
espigas foram retiradas da bainha foliar e suas aristas cortadas, sendo entao
acondicionadas em placas de Petri estéreis, junto a uma placa menor conten-
do agua destilada estéril, com o intuito de evitar a desidratagdo das espigas
como mostra a Figura 1.

Pré-tratamento das espigas (indugao da rota esporofitica)

O pré-tratamento mais comumente utilizado para indugédo da rota es-
porofitica € a submissédo das espigas ao frio (4 °C) e escuro, sendo que
as placas nas quais as espigas foram acondicionadas sdo vedadas com
parafilme e embaladas para que permanegam no escuro, por um periodo
de sete a 10 dias, tempo suficiente para ocorrer o desvio da rota gametofitica
e promover a rota esporofitica, induzindo o processo da androgénese.
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Foto: Sandra Mansur Scagliusi

Figura 1. Placa de Petri mostrando espigas jovens de cevada, ja
removidas da bainha foliar, contendo micrésporos na fase uninucle-
ada (confirmagéo por microscopio 6ptico), e incubadas em ambiente
Uumido a 4 °C, por um periodo de sete a 10 dias no escuro.

Plaqueamento e cultivo das anteras

Ao final do periodo de indugao da rota esporofitica, as anteras presentes
em cada espigueta, foram cuidadosamente retiradas com o auxilio de uma
pinga e lupa, e colocadas em placas de Petri de 90 mm de didmetro conten-
do 12 ml de meio de indugéo especifico para cereais — FHGA (Kasha et al.,
2001), com algumas modificagdes, quando necessario. Ao final do proces-
so de plagueamento das anteras, as placas foram vedadas com parafilme
e mantidas em camara de crescimento, ainda no escuro, a 25 °C por um
periodo de 20 a 30 dias, para que o processo da embriogénese fosse inicia-
do. Passados os dias de escuro, as placas de Petri com as anteras foram
expostas a luz, permanecendo na camara de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas a 25 °C, até que as estruturas embriogénicas desejadas fossem
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regeneradas. As plantas verdes formadas foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 15 ml de meio de enraizamento (Rooting — Eudes et al.,
2003), mantidas em camara de crescimento com mesmo fotoperiodo, até o
desenvolvimento satisfatorio das raizes (longas e ramificadas).

Aclimatizacao das plantulas

Apds completo desenvolvimento de raizes e parte aérea, as plantas fo-
ram transferidas para tubetes, contendo substrato, onde foram fertilizadas
semanalmente, com solugdo nutritiva de Hoagland (Hoagland; Arnon, 1938),
na propor¢ao 2:1 (agua:solugdo nutritiva). As plantas foram mantidas em ca-
maras com ambiente controlado para aclimatizagdo (marca Conviron), em
fotoperiodo de 14-16 horas luz, 18 °C (dia) e 14 °C (noite).

Duplicacao induzida dos cromossomos

A avaliacao da duplicagédo espontanea dos cromossomos foi realizada no
inicio da fase reprodutiva. As plantas visualmente identificadas como haploi-
des foram tratadas com colchicina (0,25%) e DMSO 2% (Dimethyl Sulfoxide)
para a duplicacao artificial dos cromossomos. Este procedimento envolve a
poda dos afilhos e raizes das plantas haploides, colocando-as em frascos
contendo a solugao de colchicina por um periodo de quatro horas, com bor-
bulhador para aeracao. Apés lavagem para remogao da colchicina, as plantas
sédo transferidas para vasos com mistura de terra:substrato:vermiculita (1:1:1)
e mantidas em ambientes com condigdes controladas, com temperatura no-
turna variando de 8-10 °C. As plantas duplo-haploides espontaneas e ou du-
plicadas artificialmente foram acompanhadas até o final do ciclo reprodutivo,
quando as sementes foram colhidas e repassadas ao programa de melhora-
mento genético da cevada.

Analise dos dados

Ao final de cada ciclo, foi quantificado o numero total de plantas produzi-
das por gendtipo, determinado o numero de plantas produzidas por espiga e
a média do ano, dentro de cada ano do estudo. Além dos dados obtidos por
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cruzamento, os gendtipos usados como parentais (individualmente) foram
posteriormente agrupados e a média de plantas verdes por espiga, para cada
genotipo também foi registrada (cruzamentos simples). Em alguns casos,
um mesmo genotipo participou em mais de um cruzamento, ou foi utilizado
repetidamente, dentro de um mesmo cruzamento, porém de natureza mais
complexa (cruzamentos multi-parentais, como o caso do gendtipo 13004a —
Tabela 1). Assim, para obter esses dados, os gendtipos parentais que foram
usados em mais de um cruzamento, ou repetidas vezes, foram individuali-
zados, para que o peso de sua potencial influéncia na produgao de plantas
verdes, fosse ponderado e corretamente atribuido.

Resultados e Discussao

No presente estudo foi avaliada a resposta androgenética de 143 genoti-
pos de cevada originados do programa de melhoramento genético de cevada
da Embrapa Trigo, ao longo dos anos de 2005 a 2019. O levantamento feito
neste estudo considerou apenas a resposta genética ao método da andro-
génese, ndo levando em consideracgdo, outros fatores que conhecidamente
afetam a resposta ao método, tais como as condigdes fisioldgicas das plantas
doadoras; possiveis variagdes no estadio de desenvolvimento das anteras
quando plaqueadas e mudangas na composi¢do do meio de indugéo (quando
necessario).

As plantas doadoras foram sempre conduzidas em ambientes controla-
dos (Camaras Conviron), ndo havendo variagdo nos tratamentos de condu-
¢ao das plantas, ao longo do periodo avaliado. Dessa forma, assegura-se
a qualidade fitossanitaria das plantas, minimiza-se a infestacdo por insetos
e pragas, reduz-se a contaminagao por patégenos, além de se evitar even-
tos meteoroldgicos extremos, diferentemente do que ocorreria num cultivo
a campo. Entretanto, mesmo com o controle de temperatura, fotoperiodo e
umidade adequados para a espécie em estudo, tais ambientes podem ser es-
tressantes para o desenvolvimento das plantas, interferindo inevitavelmente
no desenvolvimento e na fisiologia das mesmas.

Os resultados observados (Tabela 1) mostraram uma ampla variagdo de
resposta entre os anos e dentro do ano (entre os genotipos). O ndmero de
cruzamentos em cada ano variou, sendo, por exemplo, apenas seis, para o
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ano de 2011, e 24 para o ano de 2008, ndo havendo nenhum dado para o
ano de 2016 (razdes ndo técnicas). O numero de cruzamentos utilizados para
os demais anos encontra-se na Tabela 1. O resultado para cada gendtipo foi
representado pelo nimero de plantas verdes formadas por espiga utilizada,
conforme dados expressos na Tabela 1. Os valores observados entre todos
0s cruzamentos, ndo considerando o ano, variou de zero até 11,27 plantas
verdes por espiga. Diante deste espectro de variabilidade, foi determinado
arbitrariamente como numero de plantas aceitaveis e de interesse ao obje-
tivo deste estudo, intervalo de valores entre estes dois extremos. Assim, ao
analisar as médias entre os anos, os resultados mais expressivos foram
observados para os anos de 2013, seguido de 2012 e 2006, onde foram
obtidas médias de 5,38; 3,14 e 2,01 plantas verdes por espiga, respecti-
vamente. Ja analisando por cruzamento, o n° 80033 (do ano de 2008), ori-
ginado dos parentais BRS Borema/PFC 2005129, com apenas 11 espigas
coletadas, produziu 124 plantas verdes, rendendo o maior nimero de plantas
verdes por espiga, com um total de 11,27 plantas. O segundo maior nimero
de plantas formadas por espiga foi de 10,83 plantas, apresentada pelo
cruzamento n° 13005 (do ano de 2013), originado do cruzamento BRS
Korbel/Ambev 31//PFC 2008028/PFC 2008046/3/BRS Korbel/CLE 202 RPH
15//BRS Korbel/Conchita.

Considerando o grande numero de micrésporos presentes em uma unica
antera e o grande numero de anteras por espiga, parece razoavel acreditar
que o numero de plantas geradas a partir de uma unica espiga seja de de-
zenas de milhares. Contudo, tal resultado ndo acontece na realidade, e o
numero de plantas verdes regeneradas para cada 100 anteras pode variar
de zero a algumas centenas, dependendo do gendtipo (Li; Devaux, 2003;
Jacquard et al., 2009). As razdes para essa grande disparidade se devem
a uma variedade de fatores, incluindo as condigdes fisiolégicas das plantas
doadoras, a capacidade dos microsporos de alterar sua rota de desenvol-
vimento (de gametofitica para esporofitica), as taxas de sobrevivéncia das
células de microsporos (in vitro), a eficiéncia da produgao androgénica de
embrides, e a capacidade de regeneragao para formar plantas verdes, bem
como o fendmeno altamente importante do albinismo (Makowska; Oleszczuk,
2014). Ratificando os dados observados na literatura (Logue et al., 1993;
Cistué et al., 2003; Lazaridou et al., 2005; Kahrizi et al., 2011), os dados ob-
tidos neste estudo, em especial para o ano de 2008, indicam um acentuado
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efeito do gendtipo sobre a resposta da androgénese. Neste ano, muitos
genotipos apresentaram baixo numero de plantas verdes; sendo que dos
24 cruzamentos testados, 14 apresentaram um numero de plantas inferior a
0,5 planta verde por espiga. No entanto, neste mesmo ano, um dos cru-
zamentos (n° 80033), apresentou o maior valor de rendimento (11,27 plantas
verdes por espiga), sugerindo o forte efeito do gendtipo sobre a resposta
androgenética. Resultados similares foram obtidos no estudo feito por Kahrizi
et al. 2011, mostrando que o principal fator que afeta a formagao de plantas
verdes na cultura de anteras € a predeterminacao genética de uma planta
doadora. O efeito do gendétipo sobre a resposta frente a androgénese também
foi relatado em outro estudo, tanto para variedades de cevada de habitos
invernais (em gendtipos de inverno, o meristema apical deve ser exposto a
baixas temperaturas por um periodo minimo de tempo, para induzir a fase de
desenvolvimento reprodutivo), como de primavera (Makowska et al., 2015).
Além do efeito gendtipo, outro fator que contribuiu para a baixa produgao
de plantas no ano de 2008 foi o elevado nimero de cruzamentos, limitando
o trabalho da coleta de espigas para cada gendtipo. Outros anos avaliados
também foram frustrantes, com produgao de poucas plantas duplo-haploides,
ficando com médias préximas (ou inferiores) de 0,5 planta verde por espiga,
tais como: 2010 (0,49 planta verde/espiga); 2011 (0,37 planta verde/espiga);
2015 (0,45 planta verde/espiga); 2018 (0,46 planta verde/espiga) e o mais
baixo de todos 2019 (0,24 planta verde/espiga). Como mencionado anterior-
mente, os resultados aqui apresentados apenas se referem a resposta dos
gendtipos frente ao método da androgénese, ndo levando em consideragao
outros fatores que afetam o processo. No caso especifico do ano de 2019,
houve problemas durante o preparo dos meios de cultura que prejudicaram
os resultados, levando a um numero extremamente baixo de plantas duplo-
-haploides produzidas para todos os cruzamentos avaliados. Diversamente
aos anos de baixa produgéo, os anos de 2006 (2,01), 2012 (3,14) e 2013
(5,38) se destacaram com as mais altas médias de plantas verdes produzi-
das por espiga, totalizando 5.761 plantas duplo-haploides nos trés anos de
destaque.

Quando analisamos a genealogia dos cruzamentos e a frequéncia que es-
tes genotipos foram usados como parentais (Figura 2), podemos verificar que
nem sempre os genétipos que indicaram uma melhor resposta, foram os mais
usados como parentais nos cruzamentos. E de se esperar que nos programas
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de melhoramento, a resposta androgenética néo seja a caracteristica alvo de
um processo de selecdo. No entanto, um brago paralelo dentro de programas
de melhoramento, focando em gendtipos mais responsivos ao processo da
androgénese, poderia contribuir para otimizar a resposta dos genétipos frente
ao método. Uma das melhores respostas obtidas neste estudo, baseando-
se na média de plantas verdes/espiga/gendtipo, foi encontrada na cultivar
BRS Aurine (Figura 2), originada do cruzamento entre “BRS Sampa/Danuta”
(Minella et al., 2017), e obtida via cultura de anteras, resultando na linhagem
denominada PFC 2008072 (cruzamento 60010 — 2006). Esta informacéao &
especialmente importante, uma vez que a resposta positiva em relagdo ao
processo da androgénese € uma caracteristica altamente herdavel, como ja
relatado em varios artigos (Foroughi-Wehr; Friedt, 1984; Moieni et al., 1997;
Kahrizi; Mohammadi, 2009; Al-Ashkar, 2013). O conhecimento prévio da res-
posta de diferentes gendtipos frente a androgénese pode ser determinante
para uma resposta mais efetiva do método, disponibilizando um maior nime-
ro de plantas homozigotas ao melhorista, que poderdo apresentar as carac-
teristicas agrondmicas de interesse.

Como mencionado antes, uma das principais limitagcbes do método de
producao de haploides, via androgénese, além do gendtipo, é a formagao de
plantas albinas (Kumari et al., 2009; Makowska; Oleszczuk, 2014). A ocorrén-
cia deste fendmeno € mais comum em gendtipos de cevada de primavera, o
que € o caso de todos os genotipos deste estudo (em contraste aos gendtipos
de habitos invernais, adaptados ao curto fotoperiodo e baixas temperaturas).
O numero de plantas albinas observadas no presente estudo superou o de
plantas verdes em 10 dos 14 anos avaliados, chegando em 2018 a ser 4,25
vezes maior que o de plantas verdes (dados ndo mostrados). A formagao
de plantas albinas € uma alteragdo morfofisiolégica ligada a combinagao de
uma série de fatores, tais como: efeito do gendtipo, ambiente, anormalida-
des meidticas, desequilibrio hormonal, incompatibilidade entre os genomas
nuclear-plastidico, e até mesmo dele¢cdes no DNA plastidial (Kumari et al.,
2009). Assim, torna-se praticamente impossivel eliminar a formacao de
plantas albinas no processo de produgdo de plantas duplo-haploides
de cevada. No entanto, varios autores relatam que tal fenbmeno pode ser
minimizado com o acréscimo de cobre ao meio de cultura (Jacquard et al.,
2009; Makowska; Oleszczuk, 2014). Em trabalho mais recente, foi elucidada
a hipétese de que a diferenciacdo morfoldgica de plastidios em micrésporos
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de cevada, antes da cultura in vitro, afeta a capacidade do gendtipo de re-
generar plantas verdes. Ao antecipar a fase de coleta das anteras (para uma
fase mais jovem de desenvolvimento do micrésporo), os autores observaram
efeitos positivos na formagéo de plantas verdes, ja que os plastidios destas
células ainda nao haviam sido totalmente diferenciados em amiloplastos e
nem estavam preenchidos com amido (Gajecka et al., 2020). Assim, utilizan-
do desses dados (acréscimo de sulfato de cobre e coleta antecipada das
espigas), ensaios voltados para otimizagdo do método poderao minimizar tais
efeitos, diminuindo consideravelmente a formagao de plantas albinas e con-
tribuindo para uma maior eficiéncia do processo da androgénese.

Ao longo do periodo avaliado (14 anos), foram produzidas 10.162 linha-
gens duplo-haploides, entre as quais deram origem a muitas linhagens e di-
versas variedades de cevada: BRS-Mirene, BRS Caué, BRS Sampa, BRS
Brau, BRS Manduri, BRS Aliensa, BRS Korbel, BRS Quaranta e BRS Aurine
(Minella et al., 2017), refletindo o emprego do método da haploidizagcéo na
formacao de novas cultivares. No Brasil, cerca de 70% da cevada cultiva-
da é de variedades ‘BRS’ — nome comercial das cultivares indicadas pela
Embrapa, ou seja, materiais originados do seu programa de melhoramento
genético. Com isso, o alcance da tecnologia de haploidizagdo passa para
um patamar nacional, e ndo apenas regional, com a geragéo de variedades
indicadas para outras regides geograficas e ndo apenas para a regido Sul
do pais. Esse é o caso da variedade BRS Sampa, produzida para areas ir-
rigadas, com potencial de rendimento de 7.000 kg/ha (Minella et al., 2015),
contribuindo para elevar a média nacional de produtividade de cevada para
3.612 kg/ha, na safra de 2019.

Além das variedades ja langadas, as linhagens homozigotas produzidas,
via haploidizagédo, podem contribuir ainda mais com programas de melho-
ramento genético, se usadas de forma combinada com outras ferramentas
biotecnolégicas, como o uso de marcadores moleculares (MAS — Molecular
Marker Assisted Selection). Com a integracdo das duas técnicas (haploidiza-
¢ao e marcadores moleculares) é possivel fixar caracteristicas qualitativas e
melhorar as frequéncias génicas de caracteristicas quantitativas, otimizando
a taxa de sucesso na identificagdo de gendtipos superiores, quando da etapa
de avaliagdo das linhas DH em ensaios de campo (Humphreys; Knox, 2015).
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Consideracdes finais

Os resultados obtidos neste levantamento possibilitam conhecer a res-
posta androgenética de gendtipos de cevada avaliados no periodo, e assim
indicar ou escolher os genétipos com alto potencial de regeneragéo in vitro,
para que estes sejam preferencialmente incluidos nos blocos de cruzamento
visando as futuras hibridizacdes. Alternativamente, quando gendtipos com
baixa capacidade de regeneracéo representarem fontes de genes ou carac-
teristicas desejaveis para os programas de melhoramento, as informacdes
relacionadas ao seu desempenho frente ao método da androgénese séo
igualmente Uteis. Nesse caso, é possivel determinar o numero suficiente de
plantas doadoras para se iniciar a cultura in vitro e produzir o nimero neces-
sario de linhas duplo-haploides, visando melhor atender aos programas de
melhoramento.
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