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Emig a

Introducao

Os métodos de obtencdo de plantas hapléides vém, cada vez mais, abrindo novas fronteiras e perspectivas na
pesquisa e na busca de genes de interesse a agricultura, contribuindo de maneira direta e significativa ao
melhoramento genético vegetal. Varios métodos ja foram descritos como exemplos para obtengéo de plantas
haploéides, sendo a hibridizacao interespecifica ou intergenérica, a partenogénese e a androgénese, 0os mais
utilizados (PALMER & KELLER, 2005). A cultura de micrésporos isolados (via androgénese) vem, aos poucos,
substituindo os outros métodos de obtencao de plantas haploides. No entanto, em cevada, a cultura de anteras
ainda tem sido bastante utilizada, apesar de apresentar muitas limitagdes (alta frequéncia de plantas albinas e
baixa responsividade de alguns genétipos). A planta obtida pela cultura de anteras, via androgénese, € haploide,
contendo em seu genoma, apenas um conjunto de cromossomos. As plantas hapléides possuem, de uma maneira
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geral, menor tamanho € menor nimero de perfilhos, produzindo espigas estéreis. A planta hapléide formada, que
recupera seu nivel de ploidia apdés duplicagao dos cromossomos, € completamente homozigota e chamada de
duplo-haplside. O fendbmeno de duplicagcado espontanea dos cromossomos em cevada é consideravelmente alto,
chegando, em alguns casos, entre 50% e 80% das plantas geradas (SEGUI-SIMARRO & NUEZ, 2008; KAHRIZI &
MOHAMMADI, 2009). Entretanto, devido ao baixo numero de plantas verdes obtidas pela cultura de anteras, o
processo de duplicacao espontadnea nao é suficiente para gerar a quantidade de plantas duplo-hapldides
necessaria ao programa de melhoramento. Assim, a duplicacdo dos cromossomos feita artificialmente se faz
necessaria. A colchicina é o alcaldide mais utilizado para duplicagdo induzida dos cromossomos (CASTILLO et al.,
2009). Contudo, a busca por substancias anti-mitéticas menos téxicas, como a cafeina, pode ampliar a gama de
opgdes na duplicagdo dos cromossomos.

Objetivo

Avaliar a eficiéncia da cafeina na duplicagdo cromossémica em plantas haploéides de cevada da cultivar BRS 195,
originadas de cultura de anteras.

Material e métodos

A cultivar de cevada BRS 195 foi utilizada para a produgéo das plantas haploides via cultura de anteras. A técnica
de cultura de anteras consistiu das seguintes etapas: a) desenvolvimento das plantas em camaras de crescimento
com ambiente controlado, com fotoperiodo de 14 horas/luz; temperaturas de 18 °C (dia) e 14 °C (noite); b)
observagéao das células (micrésporos) ao microscopio optico para confirmar a fase uninucleada (intermediaria ou
tardia); c) coleta das espigas; d) pré-tratamento das espigas para promover a rota esporofitica dos micrésporos
(10 dias / 4 °C); e) plagqueamento das anteras em meio de cultura FHGA, segundo protocolo descrito por Kasha et
al. (2001); f) transferéncia das plantulas para tubos de ensaio, contendo Meio de Batata 2 de Regeneracgéo
(CHUANG et al., 1981); g) transferéncia das plantas para potes com vermiculita. Um total de 40 plantas hapldides
foram podadas (parte aérea e raizes), divididas em dois blocos iguais e submetidas aos seguintes tratamentos: a)
colchicina (0,25% Sigma, C-9754) + dimetilsulféxido (1% Sigma, D-5879), considerado como tratamento padréo;
b) cafeina (0,3 g/L, Sigma C-8960), conforme metodologia descrita por Thomas et al. (1997). As raizes das plantas
foram mergulhadas em vasos de 1,5 L, contendo as solugbes acima descritas, por trés horas a temperatura
ambiente. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se um delineamento inteiramente
casualizado, sendo cada planta uma unidade experimental, totalizando 20 repeti¢des por tratamento.

Resultados e conclusao

Resultados preliminares mostraram diferengas significativas entre os dois tratamentos (Tukey, 5%), sendo que as
plantas tratadas com colchicina apresentaram menor taxa de duplicagdo cromossdmica. A identificagao do nivel
de ploidia foi feita preliminarmente de maneira indireta, contando-se o numero de espigas férteis por planta e o
numero de graos formados em cada espiga. A cafeina, substancia menos tdxica que a colchicina, mostrou ser
mais eficaz na duplicagdo cromossdmica de plantas hapldides de cevada. A Figura 1 mostra espigas de cevada
originadas da cultura de anteras, contendo espigas férteis e estéreis. Ensaios posteriores deverao ser realizados,
para se determinar e confirmar o nivel de ploidia das plantas geradas, através da contagem do nimero de
cromossomos em pontas de raizes.
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Fig. 1. Espigas de cevada da cultivar BRS 195, originadas de plantas hapléides, obtidas pela cultura de anteras: a)
espiga tratada com cafeina, mostrando um maior numero de espiquetas férteis (setas); b) tratada com colchicina
mostrando espiga parcialmente fértil, contendo espiguetas cheias (lado direito, setas) e vazias (lado esquerdo); c)
tratada com colchicina, espiga totalmente estéril.
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