Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio ISSN: 2675-813X V.4,N9%2, 2023
Ambiente

Il CONGRESSO BRASILEIRO DE
@ BIOTECNOLOGIA

ON-LINE 2023

PARAMETROS CITOGENETICOS QUANTO A VIABILIDADE DO GRAO DE
POLEN NA CARACTERIZACAO DE CULTIVARES DE CEVADA

LEONARDO MARTINELLO DA ROSA, SANDRA PATUSSI BRAMMER, JANE
RODRIGUES DE ASSIS MACHADO, ALOISIO ALCANTARA VILARINHO

RESUMO

O presente trabalho se justifica pela importancia da caracterizacao citogenética em cultivares
de cevada, de modo a contribuir com a manutengdo em bancos de germoplasma e na sele¢ao
assistida aos programas de melhoramento genético, direcionando a selecdo da melhor forma
possivel. O objetivo do presente trabalho foi o de caracterizar e identificar, por meio de estudos
da viabilidade do grao de polen, cultivares de cevada oriundas do programa de melhoramento
da Embrapa Trigo. A metodologia envolveu coletas de espigas no ano de 2022, mantidas em
telado no periodo ideal ao cultivo, na fase anterior ao florescimento e com duas repeti¢des.
Apos as coletas as espigas foram fixadas em Carnoy por 24h em temperatura ambiente, seguida
da estocagem em alcool etilico 70% a -20 °C. As laminas citolégicas foram feitas pelo método
de “squash” com corante carmim acético 1%. As andlises foram realizadas em microscopia
oOtica, com aumento de 200X, e contagem dos primeiros 500 graos de pdlen integros por lamina.
Os parametros citogenéticos avaliados foram: 1) graos de pélen bi/trinucleados e com presenga
de amido, considerados viaveis; 2) graos de pélen uninucleados; 3) graos de pélen com pouco
amido; 4) graos de pélen com tamanhos diferentes; 5) graos de pdlen vazios ou inviaveis. Ao
final da analise foi feito calculo de porcentagem de viabilidade polinica para cada cultivar,
sendo que o valor para que a viabilidade fosse considerada favoravel, foi de 95% ou mais,
indicando elevada estabilidade genética. Das nove cultivares analisadas, apenas duas
obtiveram, ambas na segunda repeti¢do, valores abaixo do considerado favoravel, sendo que a
média total da viabilidade polinica foi de 96,7%. No geral, a elevada viabilidade polinica
detectada nas cultivares de cevada representa grande potencial para seguirem na manutengao
do Banco Ativo de Germoplasma e no programa de melhoramento da Embrapa Trigo, indicando
que os parametros avaliados e esse tipo de estudo fornece informagdes de grande relevancia, de
forma rapida e eficiente, na caracterizacdo genética de plantas.

Palavras-chave: Hordeum vulgare; estabilidade genética; variabilidade; bancos de
germoplasma; melhoramento.

1 INTRODUCAO

A citogenética ¢ uma das areas da ciéncia que combina a citologia e a genética e ao
longo dos anos foi fazendo parte de muitos outros campos que envolvem a biologia, como a
taxonomia, bioquimica, medicina clinica e melhoramento animal e vegetal (BRAMMER;
ZANOTTO; CAVERZAN, 2007). Considerando a cevada (Hordeum vulgare L.), a
caracterizagdo citogenética merece destaque, pois essa espécie responde fortemente aos
estresses ambientais e aos patdgenos, em que esse tipo de analise possibilita de forma rapida e
eficiente inferir sobre a fertilidade e estabilidade genética.

A cevada pertencente a familia Poaceae ¢ uma das espécies com domesticacao e cultivo
pelo homem mais antigas, ocupando o titulo do quarto cereal mais importante no mundo, uma
vez que cresce em mais de 100 paises, e € utilizada para diversos fins, que vao desde a cobertura
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de solo, alimentag¢dao animal, como grao forrageiro, pastagem, feno e silagem, e a producao de
malte e a alimentagdo humana, sendo consumida no proprio malte, e de forma integral e de
farinha (MINELLA, 1999; GIRALDO et al., 2019; EMBRAPA, 2022).

De acordo com Bered (1999), uma das formas de caracterizacdo de germoplasma ¢
mediante a avaliacdo de caracteres morfologicos, em que o melhorista analisa visualmente as
plantas e estima sua distancia genética. Aliado a essa premissa, a citogenética permite que a
caracterizagcdo seja em nivel da morfologia e comportamento cromossdémico ¢ também das
estruturas celulares e sub-celulares, contribuindo efetivamente na selecdo dos melhores
gendtipos, principalmente quanto a inferéncia da estabilidade genética, tanto nos parentais
como nas geragdes segregantes, potencializando esse tipo de estudo para a selegdo assistida ao
melhoramento de plantas (BRAMMER; NASCIMENTO JUNIOR, 2022). Estudos da
viabilidade polinica, morfologia do grao de pdlen e a compatibilidade na interagdao “polen-
estigma”, possibilitam informacdes cruciais sobre os sistemas de reprodu¢do das plantas. O
tamanho dos graos de podlen € outra caracteristica bioldgica importante, além da relagao com o
nivel de ploidia das plantas e volume de citoplasma, bem como as interagdes entre essas
variaveis (TOMASZEWSKA; KOSINA, 2022).

Alguns parametros citogenéticos merecem destaques no momento da selecao assistida
ao melhoramento e/ou na manutengao de espécies em bancos de germoplasma, principalmente
visando a identificagdo de genotipos com estabilidade genética. Destaca-se a identificagdo de
graos de pdlens vazios ou inviaveis ou graos de pélens com pouco amido, com mais de um poro
ou com malformagao dos nucleos vegetativos ou generativos. No caso dos vazios, tem-se como
consequéncia, a infertilidade da célula gamética masculina, auséncia de fecundagao e formagao
do futuro embrido, além da diminui¢do na producao de sementes e graos (DAFNI; FIRMAGE,
2000). Ressalta-se, portanto, que a estabilidade genética em plantas ¢ de extrema importancia
para o sucesso de programas de melhoramento genético vegetal para que mais conhecimento a
respeito do material estudado seja fornecido, no objetivo de direcionar a selegao da melhor
forma possivel, fornecendo uma base para o melhorista na hora da tomada de decisao, de modo
a economizar tempo e recursos (BRAMBATTI et al., 2016, BRAMMER; FRIZON; URIO,
2019). Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi o de caracterizar e identificar, por meio
de estudos da viabilidade do grao de polen, gendtipos de cevada para uso em programa de
melhoramento genético e/ou na manuten¢do de bancos de germoplasma.

2 MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram avaliados citogeneticamente nove cultivares de cevada do
programa de melhoramento genético da Embrapa Trigo — Passo Fundo/RS. Para a anélise da
viabilidade polinica, primeiramente, fez-se a coleta de espigas de cevada cultivadas na area
experimental I da Embrapa Trigo, mantidas sob os tratos culturais e periodo de semeadura
adequados para a regido norte do estado no ano de 2022. Foram coletadas duas espigas por
genotipo (representando as repetigdes) no estadio 10-5 da escala Feeks e Large (Large, 1954),
fase anterior ao florescimento. Apo6s a coleta, as espigas foram imediatamente fixadas em
Carnoy (alcool etilico absoluto: acido acético glacial, 3:1), mantidas em temperatura ambiente
por 24 horas e, em seguida, foram transferidas para alcool etilico 70%, sendo armazenadas a
uma temperatura de -20 °C, até o momento de uso. As analises citologicas foram realizadas no
Laboratorio de Biotecnologia da referida instituicdo, em que as laminas citoldgicas foram
confeccionadas pelo método de esmagamento de anteras (“squash’). Foram usadas as trés
anteras da mesma flor, oriundas da regido mediana da espiga e o corante empregado foi o
carmim acético 1%, por ser bastante empregado em técnicas de rotina para este tipo de estudo.
Ap6s adicao do corante, uma laminula 22 x 22 mm foi colocada sobre a lamina, sendo aquecida
rapidamente sobre bico de Bunsen, por aproximadamente trés vezes seguidas, de forma rapida
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para ndo danificar o material, e vedadas todas as bordas com uma mistura de cera de abelha e
breu (“luto”) no momento da montagem lamina/laminula. Para cada ldmina foram analisados
os primeiros 500 graos de polens, integros e sem sobreposi¢do, utilizando-se o microscopio
optico Olympus BX5, com aumento de 200x. A captura de imagem das melhores células foi
realizada pelo programa Honestech TVR 2.5 e as variaveis analisadas foram: 1) graos de polen
bi/trinucleados e com presenga de amido, considerados viaveis; 2) graos de polen uninucleados;
3) graos de polen com pouco amido; 4) graos de pdlen com tamanhos diferentes; 5) graos de
poélen vazios ou invidveis. Ao final desta contagem, para obtengdo da viabilidade polinica, foi
feito um célculo utilizando-se dos 500 graos de polen por genoétipo, dividido pelo nimero de
graos de polen considerados viaveis e a multiplicacao por 100, para a obtencao do valor em
porcentagem.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos quanto aos parametros citogenéticos, previamente mencionados,
para analise polinica das nove cultivares de cevada, oriundos do programa de melhoramento da
Embrapa Trigo, sdo apresentados na Tabela 1. Do total de cultivares analisadas, observou-se
que a maioria das cultivares apresentou valores de viabilidade polinica acima 95%, considerado
como favoravel e indicativo de elevada estabilidade genética (Tabela 1). A média total da
viabilidade polinica nas cultivares foi de 96,7%, variando de 98,4% em BRS 180 a 83,6% em
uma das repeti¢cdes da cultivar BRS Manduri.

Tabela 1. Numero de estruturas celulares analisados para os pardmetros
citogenéticos estabelecidos nas nove cultivares de cevada e porcentagem da viabilidade
polinica obtida. Embrapa Trigo, 2022.

Cultivares |Binucleados e| Uninucleado| Pouco amido| Tamanhos | Vazios | Viabilidade
trinucelados S diferentes

BRS Itanema 485 1 7 7 0 97,0%
2° rep. 488 0 8 3 1 97,6%
BRS Manduri 474 5 8 9 4 94,8%
2° rep. 418 0 41 31 10 83,6%
BRS Sampa 480 13 6 1 0 96,0%
2° rep. 453 0 37 7 3 90,6%
BRS Farewell 490 0 9 0 1 98,0%
2° rep. 483 9 4 4 0 96,6%
Imperatriz 487 7 1 1 3 97,4%
2° rep. 484 0 4 0 12 96,8%
Fatima 478 2 2 18 0 95,6%
2° rep. 488 0 10 0 2 97,6%
BRS 180 492 4 4 1 0 98,4%
2° rep. 488 0 10 0 1 97,6%
BRS Demeter 480 0 5 15 0 96,0%
2° rep. 480 0 6 8 6 96,0%
BRS Aliensa 488 0 4 8 0 97,6%
2° rep. 475 0 19 6 0 95,0%

Totais 8611 41 185 119 43 M =96,7%

2° rep. = segunda repeticao.

Resultados semelhantes foram obtidos por Munaretto et al. (2020) que realizaram
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analise citogenética de graos de polen, visando analisar a viabilidade polinica e a inferéncia da
estabilidade genética em 11 gendtipos de cevada de distintas origens e disponibilizados pelas
empresas Ambev e Embrapa Trigo. Os autores demonstraram que a analise de viabilidade
polinica para os gendtipos avaliados esta dentro do padrao esperado para as Triticeae, havendo
elevada porcentagem de graos de pdlen vidveis e poucos com tamanhos diferentes. Os autores
do estudo citado ainda destacam que para a variavel grdo de polen bi/trinucleado ndo foi
observada diferenca significativa entre os gendtipos analisados, que variaram de 84,3% a 93%.
A performance do pdlen esta diretamente relacionada a sua viabilidade e para acessa-la,

ndo se torna necessario esperar para que a semente seja formada (ASCARI et al.,
2020). Essa premissa ¢ extremamente relevante, visto que o presente estudo realizou as
analises da viabilidade polinica na fase anterior a antese e ao florescimento da cevada,
contribuindo para a selegao e inferéncia da estabilidade genética das cultivares, para uso
posterior nos blocos de cruzamentos do programa de melhoramento da Embrapa Trigo. No
geral, a média final encontrada para a viabilidade polinica foi considerada favoravel para
todas as cultivares, indicando que essas apresentam boa capacidade de reproducao,
representando excelente germoplasma, embora a medida que os estudos continuam
avancando, deve-se englobar mais genotipos e mais repeticdes das analises por ano de cultivo.

Outro parametro citogenético que deve ser considerado nas analises sdo os graos de
polen com quantidade insuficiente de amido. Conforme Amanda et al. (2022), a falta ou pouca
producao de amido, ¢ outro problema para o desenvolvimento normal das células gaméticas
vegetais, pois pode ser causada pela deficiéncia de auxina, importante fitormonio envolvido na
regulacao de importantes genes associados a geragao de energia. Para a cevada, a auxina ¢
importante no fluxo de sacarose e hexoses e para aumentar os niveis de metabolitos do ciclo
tricarboxilico, além de atuar na maturacdo para aumentar a expressao de genes que codificam
quase todas as etapas da producdo de energia heterotrofica. Entretanto, no presente trabalho, a
maioria dos graos de polen inclusos nessa categoria, ndo possuia anormalidades quanto a
quantidade de amido, bem como, possuiam de dois a trés nucleos o que ¢ a condi¢do normal do
desenvolvimento dos graos de podlen das plantas.

Além do mencionado, os fatores ambientais afetam diretamente o desenvolvimento das
plantas, como exemplo luminosidade, temperatura, umidade do ar, disponibilidade de agua,
vento, entre outros. A utilizagcdo de ambientes protegidos no cultivo de plantas pode auxiliar no
controle das condigdes as quais irdo interferir no desenvolvimento da planta, de modo a superar
adversidades e potencializar a produtividade, além de permitir que cultivos sejam realizados
em ¢épocas que nao seriam escolhidas para tal atividade em ambiente a campo (CALIMAN et
al., 2005, SANTOS; SEABRA JUNIOR; NUNES, 2010). Diante do exposto, Pereira Neto
(2006), também abordam que a viabilidade do p6len pode mudar bastante entre individuos de
uma mesma espécie e também, para diferentes amostras de um mesmo individuo, bem como as
proprias alteracdes ambientais e diferencas genotipicas, que influenciam na viabilidade.
Portanto, considerando a cevada e o estudo realizado na Embrapa Trigo no ano de 2022, o
ambiente pouco influenciou sobre a inviabilidade polinica, uma vez que das nove cultivares
analisadas, oito apresentaram viabilidade acima de 95%, em uma ou nas duas repetigdes.
Destaca-se que as condig¢des € a época de cultivo foram as padronizadas para esse cereal e que
a manutenc¢do das plantas em telado, para o completo desenvolvimento das espigas, favoreceu
a estabilidade genética detectada por meio das analises citogenéticas.

4 CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos do ano de 2022, pode-se concluir que as cultivares

avaliadas, considerando os parametros citogenéticos comumente usados na andlise polinica,
apresentam viabilidade polinica e estabilidade genética adequadas e dentro do esperado,
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servindo para uso em programas de melhoramento genético e manutencdo de bancos de
germoplasma. A continuidade desse tipo de estudo ¢ reforcada, para que maiores informagdes
a respeito dessas cultivares em outros anos de cultivo, além de outros genotipos do programa
de melhoramento genético da Embrapa Trigo, possam ser adquiridas e utilizadas da melhor
maneira possivel.
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