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Apresentacao

A contribuicéo das pesquisas cientificas nas areas biotecnoldgicas e agron6-
micas permite o avango do conhecimento e contribui para o apoio a inovagao.
No cenario atual, novas conexdes sdo necessarias para agregar os aspectos
basicos da biologia celular e molecular, visando ao apoio de programas de
melhoramento genético das mais variadas espécies.

A presente publicacédo aborda estudos compreendendo a analise citogenética
em cevada, quanto a variabilidade e a viabilidade polinica, associada aos as-
pectos botanicos e agrondmicos, proporcionando excelente ferramenta para
a avaliacao rapida e eficaz de gendtipos promissores dessa cultura.

Jorge Lemainski
Chefe-Geral da Embrapa Trigo
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Introducao

Abordagens e estudos citogenéticos, associados aos programas de melhora-
mento genético de plantas, possibilitam, entre outras a¢des, analisar e inferir
sobre a estabilidade genética dos gendtipos, baseando-se na viabilidade do
grao de pdlen, visando a selecao assistida e a caracterizagdo do germoplas-
ma. A compreensao dos aspectos envolvidos na formacgao do grao de pdlen,
como sua morfologia, variabilidade e viabilidade, permite relaciona-los com a
fertilidade e auxiliam na selegdo dos melhores gendtipos quanto a estabilida-
de genética. Nesse sentido, a presente publicagao traz uma revisao atualiza-
da sobre os principais aspectos botanicos, agronémicos e citogenéticos para
a cultura da cevada (Hordeum vulgare L.).

Aspectos botanicos e agrondmicos da cevada

As espécies de cevada pertencem a divisao Magnoliophyta, classe Liliopsida,
ordem Poales, familia Poaceae, subfamilia Pooide, tribo Triticeae e género
Hordeum. O género apresenta, na sua totalidade, 32 espécies de gramineas,
podendo ser diploides, tetraploides e hexaploides, em que sete € o numero
cromossOmico basico (Von Bothmer et al., 1991). As espécies podem ser
anuais ou perenes e com largas areas de ocupagao, sendo consideradas
cosmopolitas, uma vez que estdo presentes em quase todas as partes do
mundo. Estdo distribuidas em ambientes temperados, regides articas e su-
barticas (como Sibéria, Alasca e Patag6nia), além de algumas ocorrerem
préoximas as zonas subtropicais da América do Sul, especificamente no nor-
deste da Argentina e sudoeste do Brasil, como é o caso das espécies silves-
tres Hordeum stenostachys e Hordeum euclaston (Von Bothmer et al., 1991;
Minella, 1999). Resiste bem a elevadas temperaturas, porém néo suporta
seca e nem umidade excessiva devido ao seu sistema radicular superficial
que a deixa mais suscetivel aos estresses bioticos e abidticos (Boldrini et al.,
2008).

A cevada possui duas subespécies: H. vulgare subsp. vulgare L. representa as
cevadas comerciais, enquanto H. vulgare subsp. spontaneum L. representa
as selvagens inférteis, advindas da H. vulgare subsp. vulgare (Minella, 1999).
Evidéncias arqueoldgicas indicam que a espécie H. spontaneum (originaria
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do Oriente Médio, na regido do “crescente fértil”) é reconhecida como a an-
cestral imediata de todas as cevadas cultivadas, e que H. vulgare € uma das
culturas mais antigas utilizadas pelo homem. Conforme Toniazzo (2014), H.
vulgare € uma das espécies mais estudadas do ponto de vista histérico, nas
civilizagdes em que foi cultivada ao longo dos tempos. A importancia desses
estudos, considerando época e local da domesticacao das espécies, pode
ajudar na compreensao da histéria da civilizagao humana (Pourkheirandish;
Komatsuda, 2007).

H. wvulgare L. é uma planta cespitosa, diploide, com 14 cromossomos
(2n=2X=14), hermafrodita e autégama (Minella, 1999; Boldrini et al., 2008).
A inflorescéncia da cevada é uma espiga terminal formada pela raquis e por
um numero variavel de espiguetas (Reid, 1985). De acordo com revisédo de
Caierao (2008), o género Hordeum possui trés espiguetas uniflorais, as quais
dispbéem de raquila unida ao grdo, em que, geralmente, a espigueta cen-
tral mantém sua fertilidade indefinidamente, enquanto as laterais sao usual-
mente inférteis. Cada espigueta possui estruturas de prote¢cado, denominadas
de palea e lema, e as espigas podem apresentar aristas ou serem muticas.
Quanto ao sistema de reproducgéo, a cevada cultivada reproduz-se basica-
mente por autofecundagdo, com a deiscéncia das anteras ocorrendo normal-
mente antes da abertura da flor e, frequentemente, antes da emergéncia da
espiga, variando muito em fun¢ado do ambiente e do gendtipo. As condi¢des
ideais para a emersao da espiga sdo temperatura moderada, umidade ade-
quada e alta luminosidade, que também podem facilitar a alogamia. No en-
tanto, a taxa de fecundagéo cruzada, quando ocorre, é inferior a 1% (Molina-
Cano et al., 1997; Minella, 1999).

Existem, ainda, duas classificagdes que separam as cevadas: a de seis fi-
leiras, que apresenta em cada né seis flores que dardo origem a seis fileiras
de gréos, e a de duas fileiras, que apresenta fecundagao somente nas duas
flores centrais (Von Bothmer; Jacobsen, 1985; Monteiro, 2009). A extrusao da
espiga das cevadas com seis fileiras ocorre antes, se comparada com a da
espiga de duas fileiras (Molina-Cano et al., 1997). Basicamente, na cevada
de duas fileiras, as flores laterais em cada triade de espiguetas sao inférteis,
enquanto, na de seis fileiras, todas as flores nas triades de espiguetas séo
férteis, condi¢cdo que surgiu ha aproximadamente 8.000 anos (Harlan, 1976).
As subespécies cultivaveis sao advindas de mutagdes na fertilidade de espi-
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guetas laterais (Von Bothmer; Jacobsen, 1985; Monteiro, 2009), e a cevada
de seis fileiras possui uma mutagéo recessiva (Hancock, 2004).

Esse cereal tem varios usos, sendo prioritario na alimentagéo animal como
grao forrageiro, pastagem, feno e silagem, seguido de uso na produgéo de
malte e na alimentagdo humana, consumido na forma integral, de malte ou
de farinha. No Brasil, a cevada destaca-se como matéria-prima para a produ-
¢ao de cerveja. As cultivares destinadas a malteagéo apresentam proprieda-
des diferentes das forrageiras, possuindo grdos maiores, com a casca mais
grossa, proteina entre 9% e 12%, maior quantidade de enzimas e ricas em
amido (Minella, 1999; Toniazzo, 2014). No caso da alimentag&o animal, con-
siderando os cereais de inverno como a cevada, os aspectos que devem ser
analisados para uma nutricdo adequada sao concentragao de proteina bruta,
quantidade de fibras insoluveis, calcio, fésforo e energia liquida para lactagéo
(Fontaneli et al., 2020).

A cevada ocupa o quarto lugar no ranking de importancia mundial de cereais,
ficando atras do milho, arroz e trigo, e esta presente em todos os continentes.
Os maiores produtores desta cultura agricola, em ordem decrescente, s&o:
Russia, Alemanha, Franga, Canada e Espanha (Rodrigues; Martins, 2015).
No Brasil, a producéo de cevada existe desde 1930 e, ao longo do tempo,
conforme a demanda do malte foi aumentando, técnicas de cultivo aliadas ao
melhoramento genético de cultivares foram desenvolvendo-se, as quais tor-
naram esse cereal extremamente importante para o pais (Duhatschek, 2021).
Apesar disso, a demanda interna € maior do que a ofertada pela producéo do
Pais, sendo necessaria a importacao, que geralmente é feita da Argentina e
do Uruguai (Muzzolon et al., 2021).

O cultivo da cevada concentra-se na Regiao Sul, nos estados do Parana, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, com maior destaque para os dois primeiros
(De Mori; Minella, 2012). Conforme dados historicos da Companhia Nacional
de Abastecimento (Conab), de 2012 a 2021, no Parana, a producgéo esteve
concentrada na regido centro-sul, e dados de 2021 mostraram produtividade
média de 4.500 kg/ha em Ponta Grossa; no mesmo ano, na regiao norte do
Rio Grande do Sul, os dados mostraram produtividade média de 2.700 kg/ha,
em Passo Fundo (Conab, 2023a). Atualmente, a cevada também é cultivada
nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e no Distrito Federal, sob
irrigacéo, representando novas possibilidades ao agronegocio brasileiro, e



12 DOCUMENTOS 205

pelo fato de essas regides também serem propicias ao cultivo desse cereal,
durante o florescimento e a maturagéo dos graos’.

A producéo de cevada no Brasil, nos registros da safra 2022, mostraram
123,3 mil ha destinados ao plantio, produtividade de 3.910 kg/ha, resultan-
do em produgéo total de 482,1 mil toneladas (Acompanhamento..., 2023).
Estimativas até o més de fevereiro de 2023, comparando area, produtividade
e producgao por estado, mostram, para o Parana: 83,2 mil ha de area planta-
da, produtividade de 4.172 kg/ha e producéo total de 347,1 mil t; para o Rio
Grande do Sul: 39,4 mil ha, 3.351 kg/ha e 132 mil t; e, para Santa Catarina:
0,7 mil ha, 4.350 kg/ha e 3 mil t (Conab, 2023b).

A formacao de gametas em plantas e o
desenvolvimento de graos de podlen

A gametogénese é um processo de proliferagcao e diferenciagao celular ca-
racterizada pelo desenvolvimento dos gametdfitos multicelulares, os quais
produzem os gametas. Os gametdéfitos das angiospermas sdo compostos
por poucas células e estdo embutidos nos 6rgédos sexuais da flor (Drews;
Koltnuwob, 2011). Basicamente, a formagéo de gametas nas plantas envolve
0s gametofitos masculinos (microgametdfitos) e os femininos (megagametofi-
tos). A parte masculina apresenta microsporocitos diploides que, apds passa-
rem pelo processo de meiose, geram quatro células haploides, os micréspo-
ros, que sao os precursores do gréo de poélen. Seu completo desenvolvimento
passa pelas seguintes etapas: as células haploides, previamente formadas,
entram em processo de mitose, duplicando seu DNA, suas organelas cito-
plasmaticas e formando um grande vacuolo, para depois dividir-se e formar o
nucleo vegetativo e dois nucleos espermaticos ou generativos. Desse modo,
a estrutura do gréo de pdlen é formada por duas células espermaticas, englo-
badas por uma célula vegetativa. Ja na parte feminina da planta, o megas-
pordcito sofre meiose, formando quatro megasporos haploides. Trés desses
megasporos tornam-se inviaveis, ficando um Unico que consistira na oosfera,
a qual sera fecundada por um dos nucleos espermaticos do grao de pdlen,
formando o embrido. Além dessas estruturas, tem-se o nucleo da célula cen-

' Disponivel em: https://terramagna.com.br/blog/cevada.
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tral, que também sera fecundado pelo outro nucleo espermatico, gerando o
endosperma da semente. As demais células envolvidas no saco embrionario
sdo as trés antipodas e as duas sinérgides, as quais fardo parte da formagéao
da parede celular.

No desenvolvimento normal dos graos de pdlen, as células do tapete, que
representam um dos estratos do microsporangio, consistindo na ultima cama-
da da parede da antera nas angiospermas, tém funcao de nutrir os graos de
poélen em desenvolvimento, além de produzir enzimas importantes, como a
calase. Esses nutrientes sao essenciais para o processo de fecundagéo, prin-
cipalmente na etapa da formagé&o do tubo polinico. Os defeitos das células do
tapete geralmente causam desenvolvimento anormal do pélen e decréscimo
da fertilidade. Em algumas espécies, a meiose Il ocorre apenas quando o
tubo polinico esta em processo de formacgao, enquanto que, em outras, ocor-
re quando a célula ainda esta no interior da antera (Taiz et al., 2017).

Falta ou pouca produgédo de amido é outro problema para o desenvolvimen-
to normal das células gaméticas vegetais. Essa situagdo pode ser causada
pela deficiéncia de auxina, importante fitorménio envolvido na regulagédo dos
genes codificantes de proteinas transformadoras de adenosina trifosfosfato
(ATP) e geracgéo de energia. Para a cevada, a auxina & necessaria para o
fluxo de sacarose e hexoses e para aumentar os niveis de piruvato, de citrato
e de succinato (metabdlitos do ciclo tricarboxilico), bem como na maturagéao
para aumentar a expressao de genes que codificam quase todas as etapas
da producao de energia heterotrofica. Entretanto, ainda permanece desco-
nhecido, para a maioria dos cereais, como o pélen em maturagéo controla a
producdo de amido, tornando-se fundamental a compreensio dos mecanis-
mos que regulam e executam os processos de maturagéo do gréo de poélen
e a caracterizagao completa dos fatores envolvidos (Amanda et al., 2022).

Adicionalmente, a maioria das mutagbes da meiose em plantas afeta tan-
to gametas masculinos como femininos, resultando em esterilidade de am-
bos e, como consequéncia, a planta torna-se incapaz de reproduzir (Drews;
Koltnuwob, 2011). Falhas e mutagbes no genoma da planta ndo sao as uni-
cas causas de um poélen inviavel, tendo em vista que as condi¢des climati-
cas também sao importantes para o desenvolvimento de gametas (Minella,
1999). Exemplo disso pode ser observado na cevada destinada ao malte,
cultivada no Rio Grande do Sul e no Parana. Ambos os estados brasileiros
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séo favoraveis a formagao de um gréo que gere uma cerveja de boa qualida-
de. Entretanto, de acordo com Caierao (2008), por consequéncia de condi-
¢cOes climaticas instaveis (geadas tardias e precipitacao elevada no periodo
de colheita), tanto a area quanto o rendimento de grdos da cevada oscilam
com mais intensidade, de ano para ano. Essa condi¢ao pode acarretar em
instabilidades genéticas e, como consequéncia, na formagéao irregular dos
gametas, principalmente pelo comportamento responsivo da planta em re-
lacdo as pressdes ambientais, determinado pela sua composi¢do genética
(Taiz et al., 2017).

Estudos citogenéticos quanto a variabilidade
e viabilidade polinica na cevada

A analise da viabilidade polinica representa excelente ferramenta de apoio
em programas de melhoramento genético, pois permite inferir sobre a ferti-
lidade e a estabilidade de uma espécie ou dos hibridos resultantes de cru-
zamentos e retrocruzamentos. De acordo com revisao de Dafni e Firmage
(2000), a avaliagao da viabilidade do gréo de podlen é importante para: estu-
dos sobre a biologia da polinizagdo; monitoramento do vigor do pélen durante
0 armazenamento em bancos de germoplasma especificos e em condicdes
adequadas; genética e interagdo podlen-estigma; maior eficiéncia dos cruza-
mentos nos programas de melhoramento genético; manutencao de banco de
genes; incompatibilidade e estudos de fertilidade; avaliagdo da germinabilida-
de do gréao de pdélen apds exposicao a condigdes de elevadas temperaturas,
radiacdes ou humidade excessiva.

As pesquisas sobre o desenvolvimento e a variabilidade dos grdos de po-
len sdo importantes para a compreensao dos sistemas de reprodugéo das
plantas, uma vez que a variabilidade encontrada e os processos envolvidos
podem ser diferentes tanto em populagées de plantas silvestres como em
espécies cultivadas. Ressalta-se que é imprescindivel, para o melhoramento
genético vegetal, o conhecimento prévio do sistema de cruzamento envolvi-
do, a constituicdo gendmica, o numero cromossdmico € o nivel de ploidia da
espécie trabalhada (Brammer; Nascimento Junior, 2022).
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Em revisao sobre o0 assunto, Tomaszewska e Kosina (2022) destacaram que a
variabilidade do gréo de pdlen pode ser determinada avaliando-se viabilidade,
morfologia e compatibilidade na interagcao “pdlen-estigma”, obtendo, assim,
informacdes cruciais sobre os sistemas de reprodugéo das plantas. O tama-
nho dos graos de pdélen é outra caracteristica bioldgica importante, pela sua
relacdo com nivel de ploidia das plantas e volume de citoplasma, bem como
as interacdes entre essas variaveis.

Na literatura, também tem sido reportada a presenca de poros multiplos nos
graos de polen em diversas Poaceae spp. Tais caracteristicas sdo conside-
radas anomalias polinicas, e o primeiro registro foi em um hibrido de centeio
e trigo. Mercuri et al. (2022), utilizando ferramentas voltadas a arqueologia,
apontaram que essas anomalias polinicas em Poaceae spp. podem ser con-
sideradas bioindicadores das condi¢des ambientais devidas ao estresse so-
frido pela planta.

Do mesmo modo, Munaretto et al. (2020) destacaram que a presenga de
micronucleos é considerada um aspecto negativo a viabilidade dos gréos de
polen, pois a principal consequéncia de micronucleos nas células é a per-
da de material genético, causando alteragées morfolégicas e/ou a formagéao
de graos de polen desbalanceados e geneticamente instaveis. Os micronu-
cleos sao decorréncia de meiose defeituosa, na qual os cromossomos sao
indevidamente divididos e separados, resultando em pedacgos extraviados de
cromossomos no citoplasma. Isso compromete (ou impede) a fertilidade da
planta genitora, podendo tornar a sua utilizagdo inviavel em programas de
melhoramento genético. Além da infertilidade por perda de material genético,
as plantas também podem tornar-se inviaveis dependendo do tamanho e da
quantidade de graos de pdélen produzidos (Brambatti et al., 2016; Brammer
et al., 2019).

As anomalias muitas vezes também resultam em micropdlens, sendo que
estudos sobre a frequéncia de formagédo de micronucleos e de micropodlens
podem ser uma ferramenta util para avaliar a qualidade reprodutiva de uma
planta. Do mesmo modo, os graos multiporados também séo considerados
ineficazes no processo de reprodugao, pois permitem a germinacgao de tubos
polinicos através dos varios poros, acarretando competicao mutua durante o
crescimento desses tubos (Tomaszewska; Kosina, 2022). De modo geral, as
anormalidades na estrutura dos graos de pdlen, principalmente quando se
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apresentam vazios, afetam a fertilidade masculina, acarretam progénies de-
suniformes e prejudicam a adaptacao de cultivares aos diferentes ambientes
(Brammer et al., 2011).

Apesar de nao ser impeditivo, as informacdes sobre viabilidade polinica em
plantas como a cevada sdo mais dificeis de serem obtidas quando compara-
das com outros cereais de inverno, pois suas flores apresentam predominan-
temente comportamento de cleistogamia, ou seja, realizam autofecundagéo
antes mesmo de abrirem (Parzies et al., 2005; Monteiro, 2009).

Alguns trabalhos merecem destaque, como é o caso de Munaretto et al.
(2020), que estudaram a viabilidade polinica em gendtipos de cevada para
inferir a estabilidade genética, visando a sua selecéo para utilizagdo em pro-
gramas de melhoramento genético. Gendtipos disponibilizados pela Ambev e
pela Embrapa Trigo tiveram os graos de pdlen retirados das anteras de flores
medianas da espiga no estadio 10-5 da escala Feeks e Large (Large, 1954).
Nas analises, os referidos autores identificaram graos de polen trinucleados
e binucleados, sendo considerados viaveis; graos de polen com pouco amido
e vazios, considerados inviaveis, além de grédos de pdlen com mais de um
poro e de tamanhos diferentes. Por meio dessa analise, foi verificado que
a maioria dos genotipos apresentaram viabilidade polinica acima de 84%,
estando dentro do padrao esperado para as Triticeae e aptos para uso em
cruzamentos do programa de melhoramento genético.

Entre outros exemplos em cevada, podemos citar Parzies et al. (2005), que
analisaram a viabilidade do pélen maduro advindo de anteras extrusadas
e ndo extrusadas, das espécies H. vulgare ssp. vulgare e H. vulgare ssp.
spontaneum, em comparagdo com H. bulbosum, espécie estreitamente
relacionada as anteriores. Os experimentos basearam-se na exposi¢cao das
cevadas a diferentes temperaturas (20 °C, 30 °C e 40 °C) e em diferentes
tempos (1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 16 horas e 26 horas). Nas avaliagcdes
citogenéticas foi empregado o teste com a enzima mieloperoxidase, por
representar um forte indicativo quanto a viabilidade polinica, uma vez que
quantidade elevada da enzima se relaciona com graos de podlen viaveis, que
ficam completamente pretos, contrapondo-se com uma quantidade muito
baixa ou ausente, em que os grdos de pdlen sdo pouco ou completamente
inviaveis. De modo geral, houve diferencas significativas entre gendtipos,
tratamentos de temperatura e duragdes dos tratamentos, a exemplo da
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viabilidade do pdlen, que foi significativamente maior a 20 °C em comparagéo
com 40 °C. Entretanto, o polen de H. vulgare apresentou nivel suficientemente
elevado de viabilidade em um periodo de pelo menos 26 horas, mesmo em
altas temperaturas de até 40 °C. No caso de H. bulbosum, a viabilidade
polinica variou em um nivel muito semelhante ao de H. vulgare.

Portanto, a avaliagédo da variabilidade e da viabilidade polinica € uma impor-
tante ferramenta dentro da citogenética, pois, além de ser uma analise de bai-
xo custo, simples e rapida, permite a inferéncia de caracteristicas anatémicas
e fisiologicas relacionadas ao desenvolvimento e a completa maturagéo do
grao de pdélen. Além disso, possibilita verificar a estabilidade e ou instabilida-
de genética de determinada espécie e, também, avaliar o potencial de fertili-
dade masculina, que é fundamental nas etapas de hibridagao dos programas
de melhoramento genético (Mazzocato, 2005; Munaretto, 2020).
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