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RESUMO

Populagdes duplo-hapléides apresentam especial
vantagem para andlises genéticas, uma vez que a informagao
que elas oferecem pode ser maximizada, devido ao fato que
todos os locos encontram-se em homozigose. O objetivo deste
trabalho foi o desenvolvimento de duas populag6es duplo-
hapléides (DHs) de cevada (Hordeum vulgare ssp. vulgare L.)
segregantes para a atividade das enzimas (1-3, 1-4)-4-
glucanases, através da técnica de cultura de anteras. Foram
realizados dois cruzamentos com cultivares contrastantes para
esta caracteristica. As cultivares parentais selecionadas foram
‘MN 698’ e ‘CEV 97047, para o desenvolvimento da
populacdo “malte verde” (MV), e ‘Embrapa 127’ e ‘CEV
96025’ para o desenvolvimento da populagdo “malte seco”
(MS). Foram cultivadas 10.734 anteras da populagdo MS e
4.139 anteras da populacdo MV. A populagdo MV produziu
50% mais plantulas verdes quando comparada a populagédo
MS, refletindo a importancia do gendtipo na resposta a cultura
de anteras e na regeneragdo. A maioria das plantas adultas
duplo-hapldides foi obtida através da duplicacdo esponténea
in vitro do genoma hapléide, ocorrendo em 66% das plantas
da populacdo MS e 76% das plantas da populagdo MV. Também
foram observadas, em menor frequéncia, plantas hapléides,
tripldides e tetrapldides. Através da técnica de cultura de anteras,
foram desenvolvidas 204 linhagens duplo-hapl6ides, das quais
72 linhagens sdo da populacdo “malte seco” e 132 linhagens
sdo da populacédo “malte verde”. Este material constitui um
importante germoplasma para o melhoramento genético da
cevada.

Palavras-chave: cultura de anteras, resposta androgenética,
Hordeum vulgare ssp. vulgare.

ABSTRACT

Doubled haploid populations offer special
advantages in genetic analyses, since the information they
provide may be maximized due to the fact that all loci are
homozygous. The aim of this study was to develop two barley
(Hordeum vulgare ssp.vulgare L.) doubled-haploid (DHs)
populations segregating to (1-3, 1-4)- B-glucanases activity,
utilizing the anther culture protocol. Two crosses were performed
with contrasting cultivars to (1-3, 1-4)- B-glucanases activity.
Parental cultivars used were ‘MN 698" and ‘CEV 97047’ for
the development of ‘green malt’ population (MV) and Embrapa
127 and ‘CEV 96025’ for the development of “dry malt”
population (MS). For the MS and MV populations, 10,734 and
4,139 anthers were cultured, respectively. MV population
produced 50% more green seedlings as compared to MS
population, which reflects the importance of genotype to the
culturing of anthers and to regeneration. Most doubled-haploid
adult plants were obtained by in vitro spontaneous duplication
of the haploid genome, which occurred in 66% of plants from
the MS population and 76% of plants from the MV population.
Haploid, triploid and tetraploid individuals were also observed,
though at low frequencies. The anther culture protocol afforded
to develop 204 double-haploid lineages, of which 72 were
generated by the ‘dry malt’ population and 132 from the “green
malt” population. This material should be considered as
important germplasm for barley genetic improvement.

Key words: anther culture, androgenetic response, Hordeum
vulgare ssp. vulgare.

INTRODUGCAO

A cevada (Hordeum vulgare ssp. vulgare
L.) é um cereal de inverno e é o quinto grao de maior
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importancia econdbmica no mundo. O gréo € utilizado
na industrializacdo de bebidas (cerveja e destilados),
na composicéo de farinhas ou flocos para panificacéo,
na producdo de medicamentos e na formulacéo de
produtos dietéticos e de sucedaneos de café. A cevada
¢ ainda empregada em alimentacdo animal como
forragem verde e na fabricacdo de racdo (EMBRAPA,
2005). No Brasil, os principais estados produtores de
cevada cervejeira sdo Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parand. Apesar dos investimentos na produgao desta
cultura, o Brasil continua sendo um grande importador
deste produto. Atualmente, cerca de 30% dos gréos,
utilizados nas maltarias brasileiras, sdo importados de
paises do Mercosul e também da Europa (EMBRAPA,
2005).

A producdo de linhagens haploides em altas
frequéncias apresenta grande valor para os produtores
e geneticistas, pois representa 0 meio mais rapido de
desenvolver linhagens homozigotas, atuando
diretamente no aumento da eficiéncia da sele¢édo
(BOZORGIPOUR & SNAPE, 1992). A utilizagdo destas
linhagens apresenta inGmeras vantagens para o
melhoramento vegetal, tais como a eliminagdo da
interacdo dominancia/recessividade, a fixacdo de
determinadas combinagcdes genéticas que
eventualmente nédo seriam observadas, a obtencdo de
plantas totalmente homozigotas apés a diploidizacéo e
a reducdo do tempo necessario para obtencdo de
linhagens homozigotas para apenas uma geragao
(ASSMANN, 1996; MORAES-FERNANDES et al.,
1999).

Para que a homozigose seja alcangada nos
cruzamentos intervarietais, realizados pelo método
cléssico, sdo necessarias de sete a nove geracgdes de
autofecundagdo. Mesmo assim, uma pequena porcéo
de heterozigose residual sempre permanece (MORAES-
FERNANDESetal., 1999). Agrande vantagem da cultura
de anteras é o desenvolvimento de linhagens 100%
homozigotas em uma geracgdo. As linhagens duplo-
haploides sdo desenvolvidas a partir dos gametas F,,
produzidos pelas plantas F,, chamadas de “plantas
doadoras”. A haplodiploidizacdo androgenética
caracteriza-se pelo cultivo destes gametas, 0s graos
de polen, em um meio de cultura especifico que estimula
0 desvio da rota metabolica (HUNTER, 1985), levando-
os a se desenvolverem em plantas hapldides. Estas
plantas, apds a duplicacdo do genoma, seja de forma
espontanea seja induzida, resultam no desenvolvimento
de plantas duplo-hapldides. Assim, apds uma geracao,
obtém-se descendentes homozigotos, altamente
desejaveis pelos programas de melhoramento.

Na cevada, a cultura de anteras é uma das
mais eficientes técnicas para obtencao de hapldides e

duplo-hapldides e varios estudos sugerem que alguns
fatores genéticos parecem estar envolvidos na
capacidade de producdo de plantas duplo-hapléide
(FAROUGHI-WEHRet al., 1982; LARSEN et al., 1991,
WIETHOLTER et al., 2008). Entretanto, mesmo que a
capacidade androgenética esteja associada a presenca
de genes especificos, 0 sucesso no desenvolvimento
dessas plantulas também depende do estadio
fisiologico da planta doadora, do pré-tratamento a frio
antes da cultura, do estagio do micrésporo, do meio de
cultura, da incubacéo das anteras e do procedimento
de regeneragio (OLSEN, 1987; MORAES-FERNANDES
etal., 1999).

As cultivares de cevada, selecionadas para
fins cervejeiros, devem apresentar tanto caracteristicas
para um bom desempenho a campo, quanto
caracteristicas relacionadas a producao de malte com
qualidade. As enzimas (1-3, 1-4)- B-glucanases (EC
3.2.1.73) sdo responsaveis por um evento inicial no
processo de germinacdo (malteagdo) do gréo da cevada.
Essas enzimas agem na degradagdo dos R-glucanos,
que sdo o principal componente das paredes celulares
do endosperma amilaceo (WOODWARD & FINCHER,
1982). Aruptura destas paredes permite que as enzimas
diastasicas entrem em contato com os granulos de
amido e atuem na conversdo destes em agUcares
fermentaveis. A degradacéo ineficiente das paredes
celulares do endosperma prejudica a difusdo das
enzimas de germinacéo, a mobilizacdo de reservas do
gréo e, em decorréncia, reduz o extrato do malte. Os 3 -
glucanos residuais podem gerar problemas na
fabricacdo de cerveja, tais como: o aumento na
viscosidade do mosto e a transparéncia do produto
final. Assim, um dos principais objetivos do programa
de melhoramento da cevada é a selecdo de cultivares
da planta com baixo contetido de B-glucanos e/ou alta
atividade das (1-3, 1-4)- B -glucanases.

O objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento de duas populag@es duplo-hapldides
(DHs) de cevada, segregantes quanto a atividade das
enzimas (1-3, 1-4)-B-glucanases, através da técnica de
haplodiploidizacdo androgenética.

MATERIAL E METODOS

A selecdo dos gendtipos parentais para o
desenvolvimento das populagdes duplo-hapldides
(DHs) foi realizada com base na atividade das enzimas
(1-3, 1-4)-B-glucanases de 18 variedades de cevada
(GEORG-KRAEMER et al., 2004). Foram escolhidas
duas cultivares com maior divergéncia quanto a
atividade da enzima na etapa do malte verde (antes da
secagem) e outras duas, igualmente divergentes, no
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malte final (malte seco), pois as cultivares que
apresentaram maior divergéncia no malte verde ndo
apresentaram maior divergéncia para o malte seco. A
alta divergéncia da caracteristica em estudo € essencial
para a posterior analise molecular. Foram selecionadas
ascultivares “MN 698’ (alta atividade de B-glucanase)
e ‘CEV 97047’ (baixa atividade de B-glucanase), para o
desenvolvimento da populacdo designada “malte
verde” (MV). Para o desenvolvimento da populacéo
“malte seco” (MS), foram utilizadas as cultivares
‘Embrapa 127’ (alta atividade de 3-glucanase) e ‘CEV
96025’ (baixa atividade de B-glucanase). Paraa obtencéo
da populacéo MV, a cultivar “MN 698’ foi utilizada como
genitor feminino e a ‘CEV 97047’ como genitor
masculino. Para a obtencéo da populagio MS, a cultivar
‘Embrapa 127’ foi utilizada como genitor feminino e a
cultivar ‘CEV 96025’ como genitor masculino.

A semeadura dos gendtipos parentais foi
realizada em maio de 2000, na Cia. Brasileira de Bebidas
(AmBev), filial Maltaria Navegantes (Encruzilhada do Sul,
RS). Nos meses de agosto e setembro foram feitos os
cruzamentos e em novembro de 2000 as sementes F, foram
colhidas. Para a obten¢do das plantas doadoras, em
fevereiro de 2001, as sementes F, foram cultivadas na
Embrapa Trigo (Passo Fundo, RS), em camaras de
crescimento com condi¢Bes controladas de fotoperiodo
(14h/dia — 10h/noite), temperatura (18°C - 14°C,
respectivamente) e umidade de 80%. O processo de
desenvolvimento das plantas doadoras (F,), as etapas da
cultura de anteras e a obtencéo das sementes das plantas
duplo-hapldides foram realizadas na Embrapa Trigo.

As plantas doadoras foram cultivadas em
camaras de crescimento, seguindo as mesmas
condicBes citadas anteriormente. As espigas dessas
plantas foram coletadas no periodo anterior a antese,
com gréos de pélen uninucleados, aproximadamente
entre 50 e 60 dias ap0s o plantio. Aassepsia dos afilhos
contendo as espigas foi feita com alcool 70%. Em
camara de fluxo laminar, as espigas foram retiradas dos
afilhos e submetidas a um pré-tratamento de 10 diasa
4°C. Em seguida, as anteras foram coletadas e
cultivadas em placas de petri contendo o meio de
cultura desenvolvido por HUNTER (1985), com
modifica¢des, e mantidas no escuro durante 30 dias a
25°C. Ap6s, foram armazenadas no claro, na mesma
temperatura. As plantulas verdes formadas foram
transferidas para tubos de vidro contendo meio de
regeneracdo Batata 1l (MORAES-FERNANDES &
PICARD, 1983).

As plantulas com bom desenvolvimento
apical e radicular foram transferidas para vasos
contendo vermiculita como substrato e adubadas com
solucédo nutritiva. A aclimatacéo das plantas foi feita

utilizando-se copos de becker invertidos permitindo
que as plantas entrassem gradativamente em contato
com o ar. Em torno de 20 dias apds a transferéncia para
a vermiculita, foram coletadas pontas de raizes para a
determinacédo do nivel de ploidia e para a contagem do
namero cromossémico, seguindo o método de Squash
(GUERRA & SOUZA, 2002). As raizes das plantas que
n&o tiveram o seu genoma duplicado espontaneamente
foram imersas em uma solucdo de colchicina, em
temperatura ambiente, por trés horas €, em seguida,
transferidas para vasos contendo uma mistura de terra
proveniente de dois locais, sendo 40% de solo e 60%
solo de areia lavada. As plantas que duplicaram o
genoma de maneira espontanea nao necessitaram
nenhum tratamento e foram transferidas diretamente
para o0s vasos com terra. O material foi mantido sob
condi¢Bes controladas até a maturagdo dos grdos e
colheita.

O teste Qui-quadrado foi utilizado, em nivel
de 5% de significancia, para verificar diferencas entre
os parametros: AR/AP, PV/AP, PV/AR, PA/AR, PV/TP,
DHE/PV, DHE/PAD, PAS/PV, sendo AR: anteras
responsivas; AP: anteras plaqueadas (cultivadas); PV:
planta verde; PA: planta albina; TP: total de plantas;
DHE: duplo-hapl6ide espontaneo; PAD: planta adulta;
PAS: planta adulta com semente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desenvolvimento da populacdo malte
seco (MS), foram cultivadas 71 plantas doadoras
(Tabela 1). Destas plantas, foram coletadas 439 espigas,
das quais 13.889 anteras foram plaqueadas. Para o
desenvolvimento da populacdo malte verde (MV),
foram cultivadas 24 plantas doadoras (Tabela 1), das
quais foram coletadas 160 espigas, que permitiram o
plagueamento de 5.708 anteras. Na fase inicial da cultura
de anteras, houve a perda de placas, eliminadas do
experimento devido a contaminacéo por fungos. Assim,
permaneceram em cultura 10.734 anteras para a
populacdo MS e 4.139 anteras para a populacdo MV.

Para 0 meio de regeneracéo Batata I1, foram
transferidas 244 plantulas verdes da populacdo MS e
368 plantulas verdes da populacdo MV (Tabela 1).
Nesta etapa, 57 plantulas da populacdo MS foram
eliminadas devido a contaminac&o e/ou problemas de
enraizamento, sendo transferidas para a vermiculita
apenas 187 plantulas. Para a populagdo MV, 111
plantulas também foram eliminadas devido aos mesmos
problemas citados anteriormente, assim, 257 plantulas
foram transferidas para a vermiculita.

Algumas das plantas que foram cultivadas
na vermiculita apresentaram dificuldades de
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Tabela 1 - NUmero de plantas resultantes da cultura de anteras das populages malte verde e malte seco conforme o estagio de

desenvolvimento da técnica.

Anélises Malte seco Malte verde Total
Plantas doadoras 71 24 95
Ndmero inicial de espigas 439 160 599
Ndmero inicial de anteras 13889 5708 19597
Espigas ndo contaminadas 323 119 442
Anteras cultivadas 10734 4139 14873
Anteras responsivas 2918 1474 4392
Total de plantulas 737 550 675
Plantulas albinas 493 182 675
Plantulas verdes 244 368 612
Plantulas verdes eliminadas 57 111 92
Plantulas transferidas para a vermiculita 187 257 444
Plantas transferidas para a terra 161 217 378
Plantas adultas 148 186 334
Nivel de ploidia:

- Hapléides (n) 29 20 49

- Dipléides (2n) 98 141 239

- Tripléides (3n) 1 3 4

- Tetrapléides (4n) 10 17

- Ploidia néo determinada 13 12 25
Plantas que produziram sementes:

- Hapléides (n) tratadas com colchicina 3 14 17

- Dipléides espontaneos (2n) 69 118 187

- Tripléides (3n) 0 0

- Tetrapl6ides (4n) 0 1

- Ploidia néo determinada 4 8

- Total de plantas com sementes 77 136 213
Total de plantas duplo-hapléides com sementes 72 132 204

desenvolvimento. Desta forma, foram transferidas para
aterra 161 plantas da populacdo MS e 217 plantas da
populacdo MV (Tabela 1). Na terra, 148 plantas da
populagdo MS e 186 plantas da populacdio MV
desenvolveram-se até a fase adulta.

A contagem dos cromossomos, para
verificar o nivel de ploidia das plantas, mostrou que
66% das plantas da populagdo MS e 76% das plantas
da populacdo MV duplicaram o genoma de forma
espontanea. Foram observadas, em menor nimero,
hapléides, tripldides e tetrapldides, além de plantas com
mais de um nivel de ploidia, ou seja, com células
diploides e tetraploides na mesma planta,
impossibilitando, dessa forma, a determinacédo exata
do nivel de ploidia (Tabela 1). Estas plantas foram
classificadas como “ploidia ndo determinada” (Tabela
1). Parte do material hapldide que foi submetido ao
tratamento com colchicina/DMSO para a duplicacéo
do genoma apresentou dificuldades no
desenvolvimento e foi, portanto, eliminado antes da
fase adulta. Entre duplo-hapldides espontaneos e
induzidos (hapldides tratados com colchicina/DMSO)

que produziram sementes, foi desenvolvida a
populacgdo duplo-hapléide malte seco, constituida por
72 linhas e a populagdo malte verde constituida por
132linhas.

Apesar das plantas da populacdo MS terem
apresentado uma resposta inferior as plantas da
populacdo MV durante a inducéo e regeneracdo (Tabela
1), as plantas das duas populac¢des apresentaram uma
consideravel taxa de diploidizacdo espontanea. 1sso
ocorre porque, na cultura de anteras de cevada, a
maioria das plantas é dipléide, sendo comum a presenca
de uma baixa frequéncia de plantas haploides e
polipléides (HUANG & SUDERLAND, 1982). Este
padrao de frequéncia foi observado tanto para as
plantas produzidas na populacdo MS quanto para as
plantas produzidas na populagdo MV. HENRY (1998)
sugeriu que a duplicagdo gendmica pode ser causada
principalmente por dois processos nucleares: a fuséo
nuclear e a endomitose.

A analise estatistica (Tabela 2) ndo
identificou diferencas significativas entre as duas
populagdes no que se refere as relagdes anteras
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Tabela 2 - Anélise estatistica (Qui-quadrado) dos resultados obtidos no desenvolvimento das populagdes duplo-hapléides malte verde e malte

seco.

AR/AP PV/AP PV/AR PVITP DHE/PV DHE/PAD PAS/PV
MS 27,18 2,27* 8,36* 33,11* 40,16 66,22 31,56
MV 35,61 8,89* 24,97* 66,91* 38,31 75,80 36,96

MS: populacdo malte seco; MV: populacdo malte verde; AR: anteras responsivas; AP: anteras plaqueadas (cultivadas); PV: plantulas verdes;
PA: plantulas albinas; TP: total de plantulas; DHE: duplo-hapléides espontaneos; PAD: plantas adultas; PAS: plantas adultas com sementes;

* Diferenca significativa a 5%.

responsivas/anteras plaqueadas, plantulas albinas/
anteras responsivas, duplo-hapldides espontaneos/
plantulas verdes, duplo-haploides espontaneos/
plantas adultas e entre plantas adultas com sementes/
plantulas verdes. A produgdo de duplo-haploides da
populacdo MV foi numericamente superior a populacdo
MS (Tabela 1). Uma maior regeneragdo também foi
observada para a populagdo MV quando os dados de
producéo de plantas verdes/anteras plaqueadas foram
comparados aos de plantas verdes/anteras responsivas.

Diferencas significativas (Tabela 2) foram
encontradas nas relacdes de plantulas verdes/anteras
plaqueadas, plantulas verdes/anteras responsivas e
plantulas verdes/total de plantas, refletindo sempre a
superioridade de resposta das plantas da populacéo
MV.

Como foi utilizada a mesma técnica de
obtenc&o de plantas doadoras, inducéo e regeneracéo
de plantulas para a construgao das duas populagdes,
pode-se concluir que as diferengas observadas foram
devido a capacidade androgenética diferencial destas
populagdes. A populagdo MV foi desenvolvida a partir
do cruzamento entre as cultivares ‘MN 698’ e ‘CEV
97047, ea populacio MS a partir do cruzamento entre
as cultivares ‘Embrapa 127’ e ‘CEV 96025".
WIETHOLTER et al. (2008) observaram que a cultivar
‘MN 698’ foi estatisticamente superior a cultivar
‘Embrapa 127’ no que se refere a producdo de plantulas
verdes. Dessa forma, é possivel que as plantas da
populacdo MV tenham herdado a capacidade
androgenética da cultivar ‘MN 698’, tendo, por essa
razdo, obtido maior sucesso no desenvolvimento das
plantas duplo-hapldides. Ja as plantas da populacéo
MS, provavelmente, foram menos responsivas por
terem na sua constituicdo genética a Embrapa 127, uma
cultivar com baixa capacidade androgenética.

Estes resultados corroboram com
VEILLEUX (1990), que observou que o gendtipo é o
principal fator atuando nas taxas de respostas a cultura
de anteras e regeneracao. Em cevada, diversas analises
genéticas ttm mostrado que a regeneracéo e a inducao
estdo sob controle de diferentes sistemas poligénicos

e sdo influenciadas por genes com efeitos dominantes,
em que um alto nimero de alelos dominantes refletiria
em uma alta resposta a cultura (MARCHETTI et al.,
1995; WIETHOLTERet al., 2008) .

A obtencéo de plantas duplo-haploides de
cevada tem sido o objetivo de diversos pesquisadores
visando aos mais variados fins, como, por exemplo,
para mapeamento genético, no qual a escolha de uma
populacdo segregante é decisiva para 0 sucesso na
construcdo do mapa. Além disso, 0 uso de populagdes
formadas por plantas homozigotas, como é o caso dos
DHs, torna-se obrigatério quando a analise da
caracteristica de interesse requer uma grande
quantidade de sementes. Este é o caso da analise da
atividade das enzimas (1-3, 1-4)-R-glucanases.

CONCLUSAO

Através da técnica de haplodiploidizagio
androgenética foram desenvolvidas duas populacdes
duplo-haploides de cevada segregantes para a atividade
dasenzimas (1-3, 1-4)-R-glucanases, sendo a populacéo
“malte seco” constituida por 72 linhagens e a populagdo
“malte verde” constituida por 132 linhagens. O
desempenho diferencial das plantas das duas
populagdes demonstrou a importancia do gendtipo na
resposta a cultura de anteras e na regeneracdo. Com a
multiplicacdo deste material, diferentes analises
genéticas poderdo ser realizadas.
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