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Viabilidade polinica e inferéncia da estabilidade
genética em genotipos de cevada
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Euclydes Minella*
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Resumo — A cevada é uma importante alternativa de cultivo no inverno,
podendo ser utilizada tanto na alimentagao animal ou humana como também
para a fabricacdo do malte. Fatores bidticos e abidticos podem influenciar na
formacao do grao de pdlen e, consequentemente, na estabilidade genética da
espécie. Em vista disso, objetivou-se realizar a analise citogenética de graos
de podlen em gendtipos de cevada, a fim de verificar a viabilidade polinica
para posterior uso em programas de melhoramento genético. Um conjunto de
onze gendtipos de cevada, de distintas origens, foi utilizado para a viabilidade
polinica. Os gendtipos foram semeados em casa de vegetagéo, com umidade
parcialmente controlada, em julho de 2018 com delineamento experimental
de blocos casualizados. Foram coletadas nove espigas por genétipo e fixadas
em Carnoy. As laminas citologicas foram confeccionadas utilizando-se trés
anteras da mesma flor, da regido mediana da espiga, seguindo a técnica de
esmagamento, coradas com DAPI e foram analisados o niumero de graos
de pdlen viaveis, inviaveis e com tamanhos diferentes em microscopia de
epifluorescéncia. Além disso, foi realizada a medida de didmetro de graos de
polen utilizando-se uma escala em micrdmetros, para dez células por lamina
e dispostas na regidao mediana. As imagens das células foram obtidas pelo
programa Axion Vision Release 4.8.2. Foi possivel concluir que os gendétipos
avaliados apresentam estabilidade genética, com viabilidade polinica
acima de 84% e podem ser utilizados como genitores em um programa de
melhoramento genético de cevada.

" Engenheira-agrénoma, mestre em Agronomia/Produgéo Vegetal, estagiaria da Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS.
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Termos para indexagao: Hordeum vulgare, graos de pdlen, citogenética,
fertilidade.

Pollen viability and inference of genetic
stability in barley genotypes

Abstract — Barley is an important alternative crop for winter farming as it can
be used either for animal and/or human food and also for malt production.
Biotic and abiotic factors may influence the formation of pollen grains and
consequently on the genetic stability of the species. Therefore, we aimed at
carrying out the cytogenetic analysis of pollen grains in barley genotypes in
order to verify the pollen viability for later use in breeding programs. A set
of eleven barley genotypes, from different origins, was used to characterize
the pollen viability. The genotypes were sown, in July 2018, in a greenhouse
with partially controlled humidity. A total randomized experimental design in
blocks was used. Nine ears from each genotype were collected and fixed in
Carnoy. The cytological slides were made using three anthers from the same
flower, from the middle region of the spike, following the squash technique
and stained with DAPI. The number of viable, non-viable pollen grains and
their different sizes were analyzed in epifluorescence microscopy. In addition,
the diameter of pollen grains, measured in micrometers, was performed for
ten cells per slide from the middle region of the spike. The images of the cells
were obtained with the Axion Vision Release 4.8.2 software. It was possible
to conclude that the evaluated genotypes have genetic stability, with pollen
viability above 84% and can be used as male parents in breeding programs
of barley.

Index terms: Hordeum vulgare, pollen grains, cytogenetics, fertility.

Introducao

A cevada é o quarto cereal de maior importancia no mundo, ficando atras
do milho, trigo e arroz. Desde a sua domesticagéo, a cevada vem sendo altera-
da geneticamente, com vistas a adaptagao a diferentes condigbes ambientais
(Caierao, 2008). Este cereal € uma importante alternativa de cultivo na safra
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de inverno, sendo que em 2019 a area cultivada com cevada no Brasil foi de
aproximadamente 118 mil hectares e produtividade estimada de 3.612 kg por
hectare (Conab, 2020).

Dentre os fatores que podem afetar a qualidade de malte, destacam-se o
genotipo, o manejo e o ambiente de cultivo. Por ser fortemente afetada pelo
clima, para a produgao de malte de boa qualidade, as cultivares de cevada
devem se adaptar a diferentes ambientes de cultivo (Miralles et al., 2011), ou
seja, a uma série de condigdes sob as quais organismos e plantas crescem,
influenciados pelo local, condigbes edafoclimaticas, época, praticas culturais
e outras variaveis que afetam seu desenvolvimento (Borém, 2001). Contudo,
o melhoramento genético por introgressao tem sido um método importante
para melhorar a cevada desde a domesticagao e continua sendo uma ferra-
menta chave para expandir a diversidade genética para atender aos desafios
atuais e futuros da producao agricola (Hernadez et al, 2020).

Uma das formas de caracterizagdo de germoplasma é mediante a avaliagéo
de caracteres morfologicos, em que o melhorista analisa visualmente as
plantas e estima sua distancia genética. Através da variabilidade existente,
o melhorista pode escolher como genitores de um cruzamento individuos
distantes geneticamente, o que contribui para a ampliacdo da variancia
genética em populacdes segregantes. No entanto, ao sofrer influéncia do
ambiente, o fenétipo da planta provoca desvios nas estimativas realizadas
(Bered, 1999).

Emyvirtude de fatores biétipos e abidticos tambéminfluenciarem naformagéao
do gréo de pdlen e na interagdo gendtipo x ambiente, 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 (Brambati et al., 2016). Conhecendo as caracteristicas de
cada gendtipo disponivel no banco de germoplasma é possivel consolidar a
estrutura basica do programa e o planejamento das recombinagbes (Borém,
2001).

Os programas de melhoramento genético geralmente cumprem pelo menos
trés etapas: sele¢do dos individuos que seréo cruzados, cuja descendéncia
formara a populagéo-base; selegéo dos individuos com melhor desempenho,
resultantes do cruzamento entre os parentais; e avaliagdo das progénies
em diversos ambientes para analisar a interacdo com o genotipo (Cargnin
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et al., 2006). Especificamente, a analise citogenética é utilizada para avaliar
a estabilidade cromossémica da espécie, além de analisar sua fertilidade e,
principalmente, para monitorar a transferéncia entre espécies, auxiliando na
selecao de plantas nos programas de melhoramento (Brambati, 2010; Frizon,
et al., 2017).

Segundo Zanotto et al. (2009), analises citogenéticas podem ser utiliza-
das em programas de melhoramento genético, possibilitando determinar o
comportamento meiodtico dos cromossomos através da analise de graos de
polen ou micrésporos, com um ou mais micronucleos. Essa analise permite
avaliar algumas caracteristicas anatdémicas e fisioldgicas fundamentais para
o seu desenvolvimento. Além do mencionado, as analises quanto a presen-
¢a de micronucleos em micrépsoros permitem inferir sobre a estabilidade da
espécie. A consequéncia é a variagdo no numero e no tamanho de graos de
polen obtidos a partir da célula-mae do poélen e, muitas vezes, na formagao
de graos de pdlen geneticamente desbalanceados e/ou estéreis, uma vez
que ha perda de material genético (Toniazzo et al., 2018).

Cabe ressaltar que o sucesso da polinizagao e fertilizagdo das plantas
depende de uma série de eventos coordenados a partir da producéo de grao
de podlen, da sua transferéncia para o estigma e detalhes da interagdo com
o pistilo. Se alguma dessas etapas falhar, toda a produtividade sera afetada
(Rehman; Yun, 2006). A analise citogenética também pode auxiliar para ava-
liar o desenvolvimento das plantas.

De acordo com revisdo de Mazzocato (2005), muitos autores mencionam
gréo de pdlen como micrésporo e vice-versa. Entretanto, o micrésporo é o
produto da esporogénese em que apos a libertagéo da tétrade na meiose Il
inicia a vacuolizagao e inicio da gametogénese masculina. Ocorre, entdo, uma
divisdo mitética assimétrica, originando o grao de pdlen com as células vege-
tativa (sinfonogénica) e a célula generativa (gametogénica). Posteriormente,
ocorre a divisdo da célula generativa formando duas células gaméticas, sen-
do que ao final o andrdfito torna-se tricelular.

Neste trabalho realizou-se a analise citogenética de gréos de pdlen em
gendtipos de cevada, com o objetivo de verificar a viabilidade polinica e
inferéncia da estabilidade genética para uso em programas de melhoramento
genético.
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Material e Métodos

Os gendtipos selecionados para andlise de viabilidade polinica foram de
distintas origens e disponibilizados pelas empresas Ambev e Embrapa Trigo
e sao destacados na Tabela 1.

Tabela 1. Gendtipos selecionados para analise de viabilidade polinica, fornecidos
pelas empresas Ambev e Embrapa Trigo.

Genétipo Fornecedor

ABPR14-38 Ambev
KWS 13/3319 Ambev
2 RB15-0029 Ambev
2 RB15-0125 Ambev

KWS Hazel Ambev
AAC Synergy Embrapa

AC Lowe Embrapa
BRS Brau Embrapa

BRS Kalibre Embrapa

BRS Sampa Embrapa
Planet Embrapa

Os gendtipos tiveram suas sementes semeadas diretamente no solo
(sulco de semeadura), manualmente, em casa de vegetagdo, com umidade
parcialmente controlada, em 02 de julho de 2018. Os gendtipos foram
distribuidos em delineamento experimental de blocos casualizados, com
trés repeticbes. Cada bloco foi composto pelos 11 gendtipos distribuidos
por parcelas formadas por uma linha de trés metros de comprimento e
espacamento entre linhas de 0,20 m.

A coleta de espigas foi realizada no estadio anterior ao florescimento:
estadio 10-5 da escala Feeks e Large (Large, 1954). Foram coletadas trés
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espigas, representativas de plantas diferentes, realizadas em ambas as
extremidades e no meio de cada parcela, totalizando 33 amostras. Apds a
coleta, as espigas foram imediatamente fixadas em Carnoy (alcool etilico:
acido acético glacial, 3:1), mantidas em temperatura ambiente por 24 horas e,
em seguida, foram transferidas para alcool 70%, sendo armazenadas a uma
temperatura de -20 °C.

Aslaminas citoldgicas foram confeccionadas pelo método de esmagamento
de anteras e usando as trés anteras da mesma flor, oriundas da regiao
mediana da espiga. A coloragdo foi realizada utilizando-se o fluorocromo
4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (DAPI). Foram analisados os
primeiros 200 graos de polen integros por [amina, por meio do microscépio de
epifluorescéncia da Zeiss (modelo Axioscop 40 FL) e com aumento de 200x.
A captura das imagens foi realizada pelo programa Axion Vision Release
4.8.2 (Zeiss).

As variaveis analisadas para viabilidade polinica foram o nimero de graos
de polen bi/trinucleados, com quantidade regular de amido e um poro (con-
siderados viaveis); graos de pdlen vazios (inviaveis); graos de polen com
tamanhos diferentes. Também foi realizada a medida do diametro (eixo equa-
torial) de dez gréos de polen, em micrémetros, na regido central da lIamina,
fazendo-se uma média para posterior analise estatistica.

As anadlises estatisticas compreenderam, inicialmente, o teste de
normalidade, sendo que para as variaveis com distribuicdo nao-normais
foram realizadas transformacgdes para logaritmo ou raiz quadrada, conforme
metodologia proposta por Bos e Cox (1969), utilizando-se o Programa
Bioestat (Ayres et al., 2007). Posteriormente, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

A analise de viabilidade polinica demonstrou que os gendtipos avaliados
estdo dentro do padrao esperado para as Triticeae (Tabela 2), havendo
elevada porcentagem de grdos de pdlen viaveis e poucos com tamanhos
diferentes, conforme pode ser observado na Figura 1 que apresenta as trés
categorias analisadas.
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Tabela 2. Gréos de polen binucleadol/trinucleado (viaveis), vazio (inviaveis) e com
tamanhos diferentes para analise de viabilidade polinica em fungéo dos gendtipos de
cevada estudados.

Graos de podlen

Binucleados/ Vazios Com tamanhos

(inviaveis) diferentes

Genoétipo trinucleados
(\(EVEIS))

Planet 187,16 93)50 8,00 4,0b 483 24ab
BRS Brau 178,16 89,0 17,58 8,7 ab 425 21b

KWS Hazel 176,83 88,4 17,58 8,7 ab 5568 2,7ab
AC Lowe 175,08 87,5 16,00 8,0 ab 8,91 4,4 ab
BRS Sampa 173,75 86,6 22,16  11,0ab 408 20b

BRS Kalibre 173,33 86,5 21,16 10,5ab 550 2,7ab
ABPR14-38 173,16 86,5 21,16 10,5ab 566 28ab
2 RB15-0125 172,50 86,2 23,16  11,5ab 433 21ab
AAC Synergy 171,00 85,5 20,58 10,2ab 8,41 4,2 ab
2 RB15-0029 169,91 84,9 19,08 9,6 ab 11,00 55a

KWS 13/3319 168,50 84,2 27,16 135a 433 21ab

* Médias seguidas da mesma letra na coluna no diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
ns Nao significativo,. N°: Numero.

A estimativa da viabilidade polinica é importante para a analise de fluxo
génico em plantas, pois avalia o potencial de reprodu¢cao masculina da es-
pécie (Frescura et al., 2012). Desta forma, € possivel estudar a variabilidade
genética entre populagbes ou acessos de uma mesma espécie caso ocorra
variagao da viabilidade polinica entre eles (Kuhn, 2015).

Para a variavel grdao de polen bi/trinucleado n&o foi observada diferenga
significativa entre os gendtipos analisados, que variaram de 84,3%
(linhagem KWS 13/3319) a 93% (Planet) de pdlens viaveis, (Figura 2),
consequentemente KWS 13/3319 e Planet foram os Unicos gendtipos que se
diferenciaram quanto ao numero de poélens vazios, com 13,5% e 4% de grao
de polen inviaveis, respectivamente.

Na comparagéo da variavel ‘grao de pélen com tamanhos diferentes’, foi
possivel observar diferencas estatisticas entre o genétipo 2 RB15-0029 € os
genotipos BRS Brau e BRS Sampa, que apresentaram menor quantidade de
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graos de pélens com tamanhos diferentes. Os demais apresentaram valores
semelhantes.

Foto: Debora Munaretto

Figura 1. Estruturas celulares observadas em cevada com microscopia de
epifluorescéncia: graos de pdlen trinucleado (A); gréos de pdlen com tamanhos
diferente (B) e gréo de pdlen vazio (C).

A viabilidade polinica pode variar consideravelmente entre individuos de
uma mesma espécie ou entre amostras dos mesmos individuos (Tecchio et
al., 2006). Apesar desta variabilidade n&o ter sido observada neste trabalho,
provavelmente devido ao fato dos gendtipos estarem estaveis do ponto de
vista citogenético, Zanotto et al. (2009) obtiveram em triticale, porcentagem
média de graos de polen viaveis entre 68,6% e 98,8%.

Entretanto, Toniazzo et al. (2018) observaram que de 67 acessos de trigos
sintéticos avaliados na fase de tétrades, 15 foram considerados estaveis (por-
centagens acima de 90% de células viaveis) e 52 acessos com porcentagens
entre 46% e 89%, sendo considerados inviaveis e instaveis. Ressalta-se que,
quando se analisa a viabilidade polinica nas células precursoras de graos
de pdlen nos hibridos ‘recém-sintetizados’ de trigo, o rigor das analises deve
ser aumentado, uma vez que esse tipo de germoplasma é citogeneticamente
diferente em comparagao a cevada que apresenta apenas um genoma.
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Figura 2. Comparagédo de grdos de pdlen viaveis e inviaveis em genotipos de
cevada analisados.

Brammer et al. (2019) destacam que, quando as andlises séo realizadas
em tétrades (fase anterior a de gréos de pdlen), onde a maioria dos genoétipos
apresentam viabilidade polinica, ha forte indicativo de que a meiose foi regular.
Como resultado, ocorrera a fiel transmissdo das caracteristicas hereditarias
nas progénies e as cultivares podem ser utilizadas em blocos de cruzamento
nos programas de melhoramento, pelo fato da estabilidade genética.

Além do mencionado, a estreita relagao genética entre variedades cultivadas,
como as de trigo, aveia e cevada, e a dificuldade de se efetuar grande nimero
de cruzamentos, especialmente em autdégamas, sugerem a necessidade de
cruzamentos entre genoétipos que apresentem divergéncia genética, mas para
isso € imprescindivel que estejam previamente caracterizados. O cruzamento
entre tipos geneticamente distintos pode contribuir para a ampliagcédo da
variancia genética em populagdes segregantes (Barbosa Neto; Bered, 1998).

A eficacia de cruzamentos depende diretamente de uma porcentagem
elevada de graos de pdlen viaveis, indicando alta fertilidade masculina
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(Tecchio et al., 2006). A analise citogenética € uma importante ferramenta na
selecao de gendtipos estaveis, contribuindo com o programa de melhoramento
genético (Rosa et al., 2006). Os resultados do presente trabalho indicaram
que os genodtipos estudados podem ser utilizados como fonte genética em um
programa de melhoramento, pois se demonstraram estaveis quanto a analise
da viabilidade polinica. Segundo Auler et al. (2006) tal fato permite aumentar
a possiblidade de formacgéo de diferentes combinagdes de alelos, podendo
auxiliar na variabilidade genética e conservagdo das espécies. Isso porque
a cevada representa um excelente exemplo para as introgressées, por ser
considerada um modelo genético diploide para a tribo Triticea, além de uma
cultura com grande versatilidade de cultivo (Hernadez, et al., 2020).

Como informacgéao adicional também foi realizada a analise de diametro
de gréao de pdélen, em micrémetros (um) (Figura 3), porém nao foi observada
diferenga estatistica entre as médias das cultivares. Para este parametro é
considerado que os graos de polen da familia das Poaceae, possuem forma
esférica e tamanho que varia entre 20 e 70 um (Pogas, 2004). Portanto, neste
trabalho foi possivel verificar que os gendétipos analisados possuem graos de
polen dentro do padréo esperado.

50

48
46
44

42

Diametro de grao de podlen
(um)

—

40

Planet

AC Lowe [l
BRS Brau [l

2 RB15-0029 |
AAC Synergy [N
KWS Hazel [

2 RB15-0125 |mm
ABPR14-38 F

BRS Kalibre
BRS Sampa

KWS 13/3319 [

Genétipo
Figura 3. Medida em micrémetro quanto ao didametro dos grdos de pdlen para os
diferentes genotipos de cevada avaliados.
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Conclusoes

Os genotipos de cevada avaliados citogenéticamente apresentam viabili-
dade polinica acima de 84% e, por consequéncia, elevada estabilidade ge-
nética, podendo ser utilizados em retrocruzamentos ou selegéo assistida nos
programas de melhoramento genético da cevada.
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