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RESUMO

A eficiéncia da técnica de cultura de anteras, em escala comercial, ainda pode
ser considerada baixa quando medida em numero de plantas duplo-hapléides
férteis obtidas para cada antera estabelecida in vitro. Dessa forma, o presente
trabalho € pioneiro no estudo detalhado da embriogénese in vitro do
microsporo e do grao de podlen de cevada (Hordeum vulgare L. ssp. vulgare).
Com o objetivo de contribuir para o aperfeicoamento da técnica de cultura de
anteras foi analisada a embriogénese, com especial énfase na etapa da
inducédo, através de analises citologicas e histologicas de anteras cultivadas in
vitro. Foram analisadas uma cultivar brasileira de cevada, em comparacéo
com linhagens de duas outras cultivares brasileiras, que foram selecionadas,
por selecdo divergente para maior ou para menor resposta na inducao da rota
embriogénica e, respectivamente, para menor ou para maior capacidade de
regenerar plantulas verdes. Somente foram estabelecidas em cultivo in vitro
as anteras que apresentaram micrésporos e polens jovens, das linhagens
selecionadas da cultivar A-05 (S3;A22 e $;A23), e da cultivar BR-2(S;B63 e,
apenas na cultura de anteras, $B61), bem como da cultivar MN-599 (néo-
selecionada). Para as analises histologicas, foram fixadas, a cada dois dias,
duas anteras, correspondentes a cada fileira da mesma espiga, apds o inicio
do cultivo in vitro. As anteras em cultivo e respectivas estruturas
multicelulares foram fixadas em FAA 50%, desidratadas em série etilica e
incluidas em hidroxietilmetacrilato. Os blocos de resina polimerizada foram
secionados longitudinalmente com 3 nmm de espessura. Para as analises
citolégicas foram fixadas, de cada espiga recém-coletada, trés espiguetas
sendo uma da base, outra do meio e outra do apice. Apds o pré-tratamento a
baixa temperatura (5 °C), porém antes do cultivo in vitro, foram fixadas trés
anteras (amostras utilizadas como controles). A cada trés dias, durante o
cultivo, trés anteras foram fixadas (até 18 dias). As anteras em cultivo e
estruturas multicelulares foram fixadas em Farmer e FAA 50%, transferidas
apoés 24 horas para etanol 70%. Na cultura in vitro das anteras houve
diferencas entre uma das linhagens da cultivar A-0O5 em relacéo a cultivar MN-
599, na producdo inicial de estruturas embriogénicas, diferenca que

desapareceu na producédo total. Entretanto, houve diferencas na formacao dos

Xii



embrides: a cv.MN-599 formou embrides bem diferenciados ao passo que a
linhagem S$A22 produziu um numero aparentemente menor, sendo que 0s
embrides ndo eram bem diferenciados. A linhagem $B63 ndo apresentou
embrides até o final da analise histolégica. Considerando que a amostra dessa
linhagem, mantida em cultura, formou plantas verdes, pode-se propor que a
formacdo de embrides deve ocorrer posteriormente ao desenvolvimento da
cv.MN-599. Cabe destacar que houve diferencas significativas entre as
cultivares A-05 e BR-2 quanto a regeneracdo de plantulas verdes. Esses
resultados indicam ter havido maior eficiéncia da selecdo em relacdo a etapa
da regeneracdo. Com relacédo as categorias classificatérias dos micrésporos e
graos de podlen, constatou-se que desde o inicio da analise histoldgica (2% dia
de cultivo in vitro) até o final (34° dia), foram observados micrésporos, o
mesmo tendo sido observado na andlise citolégica. Os grdos de pdlen
multinucleados ocorreram praticamente em todo o periodo de cultivo in vitro,
em ambas analises; ndao ocorrendo nos controles da citologia (antes do
cultivo); os multinucleados foram observados a partir do 3° dia, enquanto que
os multicelulares a partir do 4 dia de cultivo. As estruturas multicelulares
foram observadas a partir do 8° dia. A quantidade e o tamanho das estruturas
multicelulares foram variaveis ao longo da analise histologica, sendo que do
14°% ao 20° dia foram encontradas as de maiores dimensdes, resultantes da
proliferacdo celular por mitoses sucessivas. A partir do 22° dia (cultivar MN-
599), a ocorréncia de estruturas multicelulares no interior dos loculos da
antera diminuiu, predominando o processo de proliferacdo externo as anteras.
Para as linhagens, a partir do 18° dia foram observadas estruturas
multicelulares liberadas das anteras. A analise das estruturas multicelulares
permitiu classifica-las em quatro categorias: 1. SFD: Sem forma definida; 2.
MAC : meristema apical caulinar; 3. MAR: meristema apical radical embrionario
adventicio; e 4. Embriées. As estruturas amorfas apareceram em maior
ndmero, quando comparadas com as outras categorias. Em sintese: as
linhagens selecionadas e a cultivar diferiram ndo apenas no tempo necessario
para a formacdo dos embrides, mas também no desenvolvimento dos
mesmos, que foi mais diferenciado na cultivar MN-599, porém sendo

observados mais cedo na linhagem S;A22 e S;A23, do que na cultivar MN-599.
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ABSTRACT

The efficiency of anther culture technique, on a commercial scale, can
be considered low when the number of fertile double-haploid plants obtained
from single anthers established in vitro is evaluated. The present work
pioneers a detailed study of in vitro microspores and young pollen
embryogenesis of barley (Hordeum vulgare L ssp. vugare). Aiming for the
improvement of anther culture technique, cytological and histological analyses
of barley in vitro embryogenesis were made, with special emphasis on the
induction stage. A Brazilian cultivar of barley (MN-599) was compared with
strains of two other cultivars, previously selected, for three generations, for
divergent responses to the induction process of in vitro culture, as well as to
green plant regeneration, i.e. better response to induction and worse to green
plant regeneration (strains S;A22 and $:A23 selected from cultivar A-05) or
worse response to induction and better to green plant regeneration (S;B63
and S;B61 — the last one only analyzed for anther culture; both obtained from
cv. BR-2). Only anthers with microspores and young pollen grains were
cultured in vitro. For the histological analyses, two anthers from each row of
the same spike were fixed, every two days after the beginning of in vitro
culture. Anthers and respective multicellular structures were fixed in 50% FAA,
dehydrated in ethylic series and included in hydroxyethylmetacrylate. The
blocks of polymerized resin were longitudinally cut into 3mm thick sections. For
the cytological analyses, three spikelets were fixed, one from the base, other
from the middle and another from the top of each just collected spike. After
the low temperature (5 °C) pretreatment, but before in vitro culture, three
anthers (from the opposite row of each spike) were fixed . These two samples
were used as controls. Every three days after the beginning of in vitro culture,
three anthers were fixed — until the 18" day. Anthers and multicellular
structures from in vitro culture were fixed in Farmer or 50% FAA and
transferred to 70% ethanol after 24 hours. Differences were observed between
in vitro cultivated anthers of one strain of ov A-O5 and cultivar MN-599, in
their initial production of embryogenic structures, but the total, final
production did not differ. But differences were observed between cultivar MN-

599 and strain S3z;A22 in embryo formation: cv. MN-599 produced well-
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differentiated embryos, but embryos of strain S;A22, besides in smaller
number, were less differentiated. No embryo was found in all histologically
analyzed samples of strain S;B63. However, considering that another sample
of this same strain also cultivated in vitro generated green plants, one can
propose that embryos formation does occur but later than in cv. MN-599, after
34 days in culture. One should emphasize that significant differences were
found between the cultivars A05 and BR-2 as for green plant generation.
These results indicate that selection was more efficient for the plant
regeneration step than for the induction phase. As for the results of in vitro
culture of microspores and pollen grains, it was observed that, from the first
sample of histological analyses (2" day of in vitro culture) until the last one
(34™ day in culture), microspores were always present; the same was
observed for the cytological analyses. Multinucleated pollen grains were
observed at almost all analyzed samples; but they did not occur in the two
controls of cytological analyses — i.e. before in vitro culture. Multinucleated
grains were observed, in culture, from the 3 day on. Multicellular were
present in vitro culture from the 4™ day on. Multicellular structures were first
observed at 8™ day. Multicellular structures varied in number and size at
different samples of histological analysis, reaching the largest size from the
14™ to the 20" day, as a result of cell proliferation due to successive mitoses.
From the 22" day on, in cultivar MN-599, there was a decrease in number of
multicellular structures inside the anther Iloculi, but an increase and
predominance of proliferation outside the anthers. As for the strains, from the
18" day on, multicellular structures liberated from the anthers were observed.
The analyses of multicellular structures allowed to classify them in four
classes: 1. SFD = without a defined shape; 2. MAC = shoot apical meristem;
3. MAR = adventitious embryonary apical root meristem; and 4. Embryos. The
largest class was that of amorphous structures, when compared with the
remaining classes. Summarizing, it was shown that the selected strains and
the non-selected cultivar differed, not only in time needed for embryos
formation, but also in the degree of embryo differentiation; embryos of
cultivar MN-599 were well-differentiated, what was not observed for strain
S;A22 and S$3A23; however these strains produced embryos earlier than the

cultivar.



CONSIDERACOES PRELIMINARES

A tese foi escrita na forma tradicional devido ao interesse em
manter o registro dos detalhes das analises, bem como da ordem
cronoldégica das etapas do trabalho, visando futuras pesquisas
complementares. Para tanto, € importante ressaltar que para a
posterior publicacdo dos artigos cientificos o texto sera reformatado de
acordo com as normas da(s) revista(s). As estampas estao configuradas
conforme a formatacao da(s) revista(s) pretendida(s) para a publicacao
de cada etapa do trabalho, o que agilizara a publicacdo dos artigos

resultantes da tese.



1 - INTRODUCAO




1.1 — Caracterizacao da espécie e subespécies de

cevada

A cevada pertence a tribo Triticeae da familia Poaceae. O género
Hordeum é reconhecido como um grupo monofilético, sendo composto
por 32 espécies, incluindo dipldides, tetrapldides e hexapldides, com um
ndmero basico de sete cromossomos (Bothmer, 1991; Bothmer et al.,
1995). Essas espécies incluem formas anuais, perenes (constituem a
maioria), autdgamas e albgamas, que habitam a maior parte das areas
temperadas, nos hemisférios norte e sul, estendendo-se as &areas
subtropicais na América do Sul (sul do Brasil, Uruguai, Argentina e
Chile), regides articas na América do Norte e Asia Central. Algumas
espécies ocorrem a mais de 4500 metros acima do nivel do mar, nos
Andes e Himalaia. A maior concentracédo de espécies encontra-se no sul
da Ameérica do Sul, com 17 espécies nativas (Bothmer et al., 1995).

A Unica espécie cultivada do género, Hordeum vulgare L., é
dipléide com 2n=2x=14 cromossomos, mondica, autdbgama e
constituida por duas subespécies, vulgare e spontaneum. Hordeum
vulgare L. ssp. vulgare inclui todas as formas cultivadas, enquanto a
outra é constituida pelas cevadas selvagens, interférteis com as da ssp.
vulgare (revisdo em Minella, 1999). A subespécie Hordem vulgare L.
ssp. vulgare foi domesticada de racas selvagens de Hordeum vulgare L.
ssp. spontaneum, ndo ocorrendo barreira reprodutiva entre elas.

A cevada cultivada € anual e de autopolinizagcdo. As
inflorescéncias (espigas) sao formadas por uma sucessao de espiguetas,
que formam triades ligadas ao n6 da raque, de maneira oposta distica,
em cada lado da raque (Figura 1). Nas cevadas com duas fileiras de
espiguetas, as flores laterais de cada triade de espiguetas sao inférteis;
na cevada de seis fileiras de espiguetas, todas as flores das triades de

espiguetas sdo férteis.
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Figura 1 - A) Esquema simplificado de uma espiga de cevada (Hordeum vulgare
ssp. vulgare), mostrando a posicdo das espiguetas férteis na rague da espiga. B)
Antera em destaque.



As espiguetas consistem de lema e palea, sendo esta tdo longa
quanto ou muito mais reduzida que o corpo da lema (Bothmer &
Jacobsen, 1985).

Esta cultura é originaria do Oriente préximo (Dunwell, 1986),
onde foram encontradas evidéncias arqueoldgicas de cevadas de duas
fileiras de espiguetas e graos cobertos, de mais de 8000 anos atras. Foi
introduzida com sucesso nas Américas, no século XVI (Hancock, 1992).

Segundo Harlan (1976), todas as formas selvagens de Hordeum
sdo espécies com espigas de duas fileiras de espiguetas. Sob
domesticacdo, ha mais de 8.000 anos, apareceram cevadas de seis
fileiras de espiguetas, em que todas as trés espiguetas, de cada no,
produzem gréaos.

De acordo com Hancock (1992), entre as formas cultivadas ha as
que possuem seis fileiras ao invés de duas fileiras de espiguetas, sao
portadoras de uma Unica mutacado recessiva (vv), podendo apresentar
também um gene recessivo (n) que permite que as cascas dos graos
sejam facilmente removidas. A cevada de grdo nu é mais aceitavel
como alimento humano, sendo essas cultivares as preferidas nas
regides onde a cevada faz parte da dieta alimentar (Harlan, 1976).

Este cereal é considerado uma cultura de estacéao fria, de ciclo de
vida curto e de grande capacidade reprodutiva, sendo mais facilmente
adaptado, que a maioria dos cereais, a grande amplitude de ambientes
em funcdo dessas caracteristicas (Brown, 1983; Dunwell, 1986).

Apesar da cevada cultivada apresentar um grande potencial
adaptativo, ela é extremamente sensivel & presenca de aluminio (AI®*)
no solo, o qual tem levado a uma severa limitacdo da producédo dessa
cultura no Brasil, onde niveis toxicos do metal ocorrem em mais de

50% das areas agriculturaveis (Olmos & Camargo, 1976).



1.2 - Importancia econdmica da cevada cultivada

A cevada foi uma das primeiras plantas domesticadas para a
alimentacao humana, sendo o cereal mais antigo em cultivo (revisao
em Minella, 1999). E hoje a quinta maior cultura mundial e a quarta
cultura entre os cereais (Hancock, 1992), com média anual de,
aproximadamente, 170 milhdes de toneladas (FAO, 1995), quantidade
que vem sendo mantida (Minella, 1996). Em termos mundiais, seu uso
principal € na alimentacdo animal, como grao forrageiro, pastagem,
feno e silagem. O segundo maior uso € na producdo de malte,
consumindo cerca de 20 milhdes de toneladas anualmente. A
alimentacdo humana representa o terceiro maior uso, sendo consumida
na forma integral, de malte ou de farinha (revisdo em Minella, 1999).
No Brasil, a quase totalidade da producdo serve de matéria-prima para
obtencédo de malte para producao de cerveja.

Entretanto, a quantidade que € produzida no pais é insuficiente
para a demanda da industria cervejeira, o que tem levado a importacéo
do produto, sendo o Brasil considerado o segundo maior importador de
malte do mundo (Minella, 1996). Em virtude de sua ampla adaptacdo
ecolégica, sua utilidade como alimento humano e animal e
superioridade do seu malte para obtencao de cerveja, a cevada vem se
mantendo entre os grdos mais produzidos desde os primoérdios da
agricultura (Poehlman, 1985).

No Brasil, desde o inicio, a producdo comercial desse cereal tem
sido quase exclusivamente para consumo na industria cervejeira, que
busca a melhora da qualidade do malte, o que inclui a exigéncia de
baixas concentracdes de proteinas nos graos (ndo maior do que 10 a
12%), ao contrario da exigéncia para o consumo na alimentacao, que
deve ter alta porcentagem de proteina nos grdos de cevada. Mais

recentemente, algumas instituicdes de pesquisa, especialmente o IAC



(Instituto Agrondomico de Campinas), iniciaram melhoramento de
cultivares de cevada para a alimentacdo (Castro et al., 1995).

O melhoramento da qualidade nutricional da cevada vem
recebendo grande atencéo. Foram descobertos genes que influenciam a
quantidade e a qualidade de proteina, pois a eficiéncia de converséo do
grao e a sua digestibilidade para o animal sdo consideradas criticas.
Enfase maior estd sendo dada a pesquisa em busca de resisténcia
genética a diversos patdégenos da cevada (Harlan, 1976).

A falta de competitividade com outros graos, como por exemplo o
milho, faz com que a producédo da cevada para outros fins nédo seja
consolidada (Minella, 1999).

1.3 - Melhoramento da cevada

Um dos aspectos de grande importancia no melhoramento da
cevada é o estudo da tolerancia ao aluminio, ja que a cevada é
considerada extremamente sensivel a esse metal, como citado
anteriormente.

Echart (2001) detectou a existéncia de um uUnico gene de

tolerancia ao AI®*

na cultivar de cevada FM-404, ligado ao marcador de
RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo),
Xwg464 a 21,6cM de distancia (cM: centimorgan: unidade de distancia
relativa entre genes ligados). O marcador de AlI** encontra-se no braco
longo do cromossomo 4 da cevada, confirmando a localizacdo do gene

de tolerancia ao AlI®*

neste cromossomo, realizada anteriormente por
Kleinhofs et al. (1993). Com isso, pode ser realizado melhoramento
assistido (com o uso de marcadores moleculares) para a obtencao de
cultivares superiores, adaptadas aos nossos solos.

Um aspecto que dificulta o melhoramento da cevada é que a

variabilidade do germoplasma é bastante restrita, pois a maior parte



das cultivares brasileiras é geneticamente semelhante por parentesco
(Maris, 1992), o que também ocorre em nivel mundial (Peeters, 1988;
Luizzi & Castro, 1991). Como ha necessidade de melhoramento
continuo das cultivares para adapta-las a novas condi¢cbes ambientais,
inclusive de ocorréncia de pragas e moléstias, essa séria limitacdo da
variabilidade no germoplasma da cultura traz grandes dificuldades a
obtencao de novas cultivares.

Uma das técnicas que vem auxiliando o melhoramento genético
da cevada é a da cultura de anteras. Embora as principais instituicdes
brasileiras que realizam melhoramento genético da cevada, utilizem
técnicas de biotecnologia, como a cultura in vitro de anteras, esta
técnica certamente necessita de aperfeicoamento para aumentar sua
eficiéncia, que ainda pode ser considerada baixa.

A cultura de anteras, uma das técnicas de grande utilidade para o
melhoramento de gramineas de autopolinizacdo, como é o caso da
cevada, envolve a cultura in vitro de anteras de plantas F; de
cruzamentos controlados, com a consequente obtencdo de plantas
duplo-hapldéides. Em cevada, a taxa de duplicacdo espontanea dos
cromossomos, em geral, é superior a 50%. A principal vantagem dessa
técnica é a reducdo do tempo para o lancamento de uma nova cultivar,
principalmente devido ao grande aumento da eficiéncia na selecéo de
combinacbes genéticas desejadas, presentes nos micrésporos de
plantas F; ou qualquer geragdo segregante de cruzamentos
intercultivares. No meétodo convencional de melhoramento, essas
combinacfes sdo facilmente desfeitas com a segregacao ao longo das
numerosas geracdes de selecéo.

No Brasil o melhoramento da cevada vem sendo realizado no
CNPT (Centro Nacional de Pesquisa de Trigo) — Embrapa (Passo Fundo —
RS) por um grupo de pesquisadores que mantém colaboracbes e
contatos com outros grupos, como por exemplo, o IAPAR (Instituto

Agronémico Paranaense), a Maltaria Navegantes — AmBev (Companhia



de Bebidas das Américas), com a qual as equipes da UFRGS (Instituto
de Biociéncias e Faculdade de Agronomia) colaboram, e a FAPA
(Fundacao Agronémica de Pesquisa do Parana). Atualmente, sdo esses
0S grupos de pesquisa que estao trabalhando diretamente com o
melhoramento da cevada cervejeira no Brasil. Em Campinas — SP, o IAC
(Instituto Agronémico de Campinas) possui um grupo de pesquisadores
dedicados ao melhoramento de cultivares de cevada para a alimentacao
(Castro et al., 1995).

Dentre as formas de melhoramento existentes, podem ser
citadas: melhoramento classico (convencional), melhoramento a partir
da producéo de plantas hapldéides e também envolvendo transferéncia
de DNA exd6geno.

Nesta tese sera tratada somente a técnica da producdo de

hapldides via cultura de anteras.

1.4 — Producéao de plantas hapldides via cultura de

anteras

Hapléides (monopldides) sdo organismos ou células que possuem
somente um conjunto completo de cromossomos (nN) ou um genoma
(Snustad et al., 1997).

Os organismos hapldéides sdo desejaveis por duas razdes:
mutacdes induzidas sao todas prontamente detectaveis e, por
duplicacdo de seus cromossomos, com colchicina, por exemplo, obtém-
se diretamente individuos homozigotos para todos os genes (Nitsch &
Nitsch, 1969).

Portanto, a producdo de hapléides com novas combinacdes
desejadas, em alta frequéncia, é de grande valor para melhoristas e

geneticistas, por ser a forma mais rapida de avancar em linhagens



selecionadas para completar a homozigose e aumentar a eficiéncia da
selecao (Snape & Simpson, 1981).

Os hapldéides podem ocorrer espontaneamente na natureza ou
serem induzidos experimentalmente, por vérias técnicas, dentre as
quais pode ser citada a cultura de anteras in vitro (Bajaj, 1983).

A técnica de cultura de anteras, basicamente, consiste em
estimular, através do cultivo in vitro, em meio de cultura com
composicdo quimica especial (que inclui sais minerais, vitaminas e
fitorreguladores adequados), o microsporo ou o grao de pdlen jovem a
dividir-se continuamente, formando calos embriogénicos ou embrides.

Dessa forma, a cultura de anteras apresenta-se como uma
ferramenta alternativa em relacdo ao melhoramento genético
convencional, permitindo o desvio da rota gametofitica (que forma o
grao de pdlen) para a esporofitica (onde um pdlen jovem retoma as
divisdes mitédticas podendo formar um embriao).

Tanto micrésporos quanto cgametofitos (graos de pdlen jovens)
podem ser estabelecidos in vitro para inducdo da embriogénese. Os
micrésporos geralmente ingressam na microgametogénese por meio de
uma divisao celular tipica (assimétrica) ou atipica (simétrica), como um
passo inicial para a embriogénese. Nos gametofitos, a embriogénese
pode partir de divisbes da célula vegetativa, generativa ou de ambas
(Pretova et al., 1993).

O primeiro protocolo de cultura de anteras de cevada foi
desenvolvido pelo pesquisador aleméao D. Clapham (1971, 1973). Este
pesquisador observou que os micrésporos davam origem a calos que
regeneravam plantas numa frequéncia muito baixa e, em grande parte,
albinas. Posteriormente, Foroughi-Wehr et al. (1976) trabalhando com
diferentes variedades de cevada, em diferentes épocas do ano,
verificaram que o gendtipo e o estado fisiolégico da planta doadora
eram de grande importancia para o sucesso do estabelecimento do

cultivo in vitro.
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A partir dos trabalhos pioneiros citados acima, a viabilidade da
aplicacdo da cultura de anteras em cevada ficou evidente, sendo
desenvolvidos numerosos estudos, inclusive no Brasil (Stival, 1995;
Assmann, 1996; Assmann & Winge, 1996; Silva et al., 1997 e 2000) no
sentido de aumentar a eficiéncia da técnica. Na Figura 2 é apresentado
um esquema das etapas da cultura de anteras de cevada in vitro
(Assmann, 1996).

Embora atualmente existam protocolos de cultura de anteras
estabelecidos para a cevada, o processo da embriogénese do
microsporo e do grdao de podélen ainda ndo esta adequadamente
elucidado, limitando o controle das respostas das anteras cultivadas in
vitro, principalmente no que diz respeito a eficiéncia da regeneracado de
plantas verdes.

Esse processo permite a formacdo de uma planta hapldide
(Raghavan, 1987) ou duplo-hapléide (Croughan, 1995) a partir de um
micrésporo ou de um gréao de pdélen imaturo.

A cultura de anteras ja foi empregada para a obtencédo de calos,
embridides e plantas em mais de 247 espécies, 88 géneros e 34
familias. Entretanto, a pesquisa referente ao desenvolvimento de
técnicas eficientes de cultivo in vitro de anteras restringe-se a algumas
espécies de interesse comercial, como é o caso do fumo, do trigo, da
cevada, do milho etc. (Peters et al., 1999).

McKone & Halpern (2003) definem a androgénese como um modo
de reproducdo em que a progénie possui material genético nuclear
oriundo somente do genitor masculino. Esses autores relatam que o
referido processo foi demonstrado in vivo em trés tipos de organismos:
Corbicula (Corbiculidae, Bivalvia, Mollusca) e Bacillus (Insecta, ordem
Phasmatoptera), do reino animal e Cupressus dupreziana, uma espécie

vegetal lenhosa.
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Figura 2 — Esquema das etapas da cultura de anteras de cevada in vitro
(Assmann, 1996).
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A “embriogénese do micrésporo”, “embriogénese do pdlen” ou
“embriogénese hapléide” (Raghavan, 1987) é o processo pelo qual
micrésporos ou graos de poélen imaturos até o estadio bicelular mudam
irreversivelmente o padrao de desenvolvimento gametofitico para o
esporofitico, originando plantas maduras com ndmero cromossdémico
gameético (Goralski et al., 1999).

Portanto, a partir do termo encontrado em maior numero de
citacdes na literatura para descrever esse evento, “androgénese”,
decidiu-se utilizar um termo mais apropriado, onde estariam
representados tanto os micrésporos como os graos de pélen jovens, ja
que a separacao de uma fase e outra € muito ténue, ainda mais quando
se faz o cultivo das anteras in vitro. Por esse motivo sao encontrados
varios trabalhos na literatura onde h& confusdes em reconhecer e
discernir a geracao esporofitica da gametofitica. Desse ponto em diante
sera abordada a “androgénese” como “embriogénese do micrésporo e
do gréo de podlen”.

A embriogénese do micrésporo e do grao de podlen foi
primeiramente demonstrada por Guha e Maheshwari (1964, 1966) em
cultura de anteras de Datura innoxia, em que foram produzidas plantas
hapldides.

Ha duas técnicas para a producao de plantas hapldides: cultura de
anteras e cultura de micrésporos e/ou graos de podlen isolados. No
momento em que se estiver realizando cultivo in vitro de micrésporos,
podemos estar incluindo grdos de pdlen imaturos, uma vez que ha
variacdo nos estadios de desenvolvimento dentro da mesma antera e
principalmente entre as anteras da mesma espiga.

Nos dltimos anos, a cultura de micrésporos e de graos de podlen
imaturos isolados vem despertando grande interesse da maioria dos
pesquisadores por se tratar de uma técnica mais eficiente com relacédo a
cultura de anteras. Os embrifes formados certamente terdo uma Unica

origem, ao contrario da cultura de anteras que, em algumas espécies,
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ocorre proliferacdo de origem esporofitica (Rodrigues et al., 2004).
Rodrigues et al. (2005) relatam que para a soja, Glycine max (L.)
Merril, os embrifes obtidos tiveram origem unicelular, a partir da
epiderme e da camada média, ou multicelular, do conectivo da antera.
Em cevada, varios trabalhos ja foram realizados mostrando a eficiéncia
da técnica de cultivo de microsporos isolados (Kasha et al., 2001a;
Kasha et al., 2001b; Ritala et al., 2001), inclusive no caso de gendtipos
considerados recalcitrantes (Li & Devaux, 2001).

Com relacao a cultura de anteras de cevada, numerosos trabalhos
foram realizados nesse sentido, com cultivares de primavera e de
inverno, principalmente nas do hemisfério norte, entre os quais podem
ser citados: Dale (1975); Dunwell et al. (1987) e Hoekstra et al.
(1992).

No Brasil, como em outros paises, trabalhos foram realizados
visando o estabelecimento de procedimentos que aumentem a eficiéncia
da técnica de cultura de anteras de cultivares de cevada, podendo ser
citados os de Stival (1995), Assmann (1996), Assmann & Winge
(1996), Mazzocato et al. (1998), Silva et al. (1997; 2000).

A resposta da embriogénese do micrésporo e do polen é afetada
por varios fatores, como a vitalidade das plantas doadoras, por ser um
fator fundamental para a obtencéo de bons resultados na cultura de
anteras (Hoekstra et al., 1992). Outro fator importante para a obtencéo
de respostas positivas em cultura de anteras é o tempo de duracédo do
pré-tratamento, principalmente a baixa temperatura (Huang &
Sunderland, 1982).

A composicdo do meio de cultura afeta de modo relevante a
resposta da embriogénese. Além disso, diversos trabalhos tém
mostrado interacdo entre o meio de cultura (composi¢cdo) e o genoétipo
das plantas (cultivares) (Olsen, 1987; Hoekstra, 1992; Assmann, 1996;
Assmann & Winge, 1996).

14



Ainda, Szarejko & Kasha (1991) relataram que a baixa eficiéncia
da regeneracdo de plantas verdes, o albinismo e o forte efeito genético
atuando sobre as respostas do material in vitro, sdo 0s maiores

problemas para a cultura de anteras de cevada.

1.5 — Desenvolvimento do micrdésporo e do grao de

polen

As flores sdo compostas por trés principais conjuntos de 6rgaos
apendiculares: o perianto (apéndices externos de protecdo e, ou,
atracdo de polinizadores), o androceu e o gineceu (Mariath et al.,
2003).

Em decorréncia do assunto da tese, sera abordado somente o
caso do androceu.

O androceu compreende o conjunto de estames da flor. Os
estames estao, frequentemente, diferenciados em antera e filete. Em
geral, os estames tém como principal funcdo, a producao de esporos
(andrésporos, ou também, micrésporos) (Mariath et al., 2003).

A rota esporofitica, como o nome sugere, formard esporos
(micrésporos) no final do processo, sendo, portanto, conhecida também
como androsporogénese ou microsporogénese. As ceélulas-mée de
micrésporos (2n) sao formadas durante o desenvolvimento dos estratos
parietais da antera, mais precisamente pelo tecido esporogénico.

Durante o inicio da profase meidtica ocorre um depdsito de calose
entre a plasmalema das células-méae e a parede original dessas células.
E importante enfatizar que, mesmo com esse deposito, ainda é mantida
a comunicacao celular, pois conexdes citoplasmaticas atravessam a
calose. Antes de ocorrer a meiose |Il, as conex0es desaparecem
resultando no isolamento das tétrades dentro do lo6culo da antera
(Mariath et al., 2003).
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Apés, a parede de calose é dissolvida, ocorrendo a liberacdo de
quatro micrésporos (n) a partir de cada tétrade.

O micrésporo possui um conjunto completo de informacdes
genéticas que pode ser estimulado a expressar-se de diferentes
maneiras, seguindo a rota gametofitica (desenvolvimento usual) ou a
rota da embriogénese do microsporo ou do podlen, chamada de rota
alternativa.

Segundo Knox (1984), o micrdsporo € o resultado da reproducédo
do esporofito, possuindo apenas um nucleo hapléide néo-polarizado
sendo que a partir da sua vacuolacao, e consequente entrada na rota
gametofitica, ja € considerado um grao de pdlen (ou gametofito).

A maioria dos autores menciona micrésporo como pélen e vice-
versa. O micrésporo (ou andrésporo) € o resultado da esporogénese.
ApOs sua liberacdo da tétrade e inicio da vacuolacdo - que pode ser o
primeiro sinal morfogenético do inicio da gametogénese masculina -
ocorre uma divisdo mitdtica assimétrica dando origem ao grao de pélen
(ou androfito) bicelular. As duas células do grao de pdlen sédo a célula
vegetativa (ou sifonogénica), maior e, a célula generativa (ou
gametogénica), menor. Essas duas células, mesmo sendo estrutural e
funcionalmente diferentes, possuem o mesmo conteddo genético.

Portanto, quando for referido na literatura “pdlen” ou “grao de
pélen”, o autor pode estar querendo referir-se ao micrésporo.

Posteriormente, a célula generativa divide-se formando duas
células gaméticas, momento em que o androéfito é tricelular, ou seja,
possui uma célula vegetativa e duas gaméticas. Segundo Raghavan
(1987), em algumas plantas, especialmente em gramineas, esta divisdo
€ completada no grdo de pdélen ainda dentro da antera, mas segundo
Mariath et al. (2003) em 70% das angiospermas estudadas, a planta
gametofitica liberada (andréfito ou grdo de pdlen) apresenta-se

bicelular, constituida pelas células vegetativa e generativa.
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1.6 — Rotas alternativas do microsporo e do grao

de polen

Na formacdo dos grdos de pdlen, em seu processo usual, logo
apos a meiose, o micrésporo sofre uma divisdo mitética assimétrica,
dando origem ao grdo de pdlen com duas células de dimensdes
desiguais, a célula generativa e a célula vegetativa. Normalmente a
primeira das duas células divide-se novamente formando os gametas
masculinos: um que fecundara a oosfera e o outro, a célula-média
(Bhandari, 1984). Segundo Raghavan (1987), a divisdo assimétrica
inicial desencadeia uma série de eventos bioquimicos diferentes nas
duas células filhas, determinando que sigam rotas de diferenciacado
divergentes e tenham destinos diferentes.

Entretanto, muitas angiospermas, em especial as gramineas,
podem seguir programas alternativos com divisdes continuadas que
conduzem a formacado de estruturas embriogénicas, que podem, se
cultivadas em meio adequado, gerar plantulas verdes, hapldides. O
cultivo in vitro de anteras ou micrésporos e/ou graos de poélen isolados,
utilizando meio de cultura com composicdo adequada, atua como
estimulo para iniciar uma rota alternativa de eventos. Pré-tratamento
com baixas temperaturas, antes das anteras de cevada serem
estabelecidas em meio de inducédo, tem sido relatado como essencial ao
ingresso em rota alternativa (Wilson et al., 1978). Outros tipos de pré-
tratamento também sdo utilizados, como por exemplo, o manitol, e
também, altas temperaturas aplicadas em anteras de dicotileddneas.

Na literatura, s&o relatadas quatro rotas principais de
desenvolvimento de embrides a partir de micrésporos e graos de pdlen
(Figura 3), sendo aqui descritas segundo Sunderland & Dunwell (1974)
e Bhojwani & Razdan (1983):
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ROTA I = o microsporo sofre uma divisdo simétrica cujas duas
células-filhas idénticas, com caracteristicas do tipo vegetativo,

contribuem para o desenvolvimento do esporoéfito hapléide.

ROTA Il = nessa rota, a primeira divisdo mitética e a
diferenciacao sao as usuais. Poréem, a célula generativa nao é funcional
e degenera rapidamente ou ap6s uma ou duas divisdes. Apenas a célula
vegetativa participa da formacdo do embrido. Esse modo de
desenvolvimento foi relatado para varias espécies, por diversos autores,
como por exemplo, em cevada por Clapham (1971), sendo

posteriormente confirmado por Sunderland et al. (1979).

ROTA 11l = nessa rota, a primeira divisdo mitdtica e a
diferenciacdo das duas células resultantes é a usual. Contudo, nesse
caso, a embriogénese se da somente com a contribuicdo da célula

generativa.

ROTA IV = a primeira divisdo € assimétrica e ambas as células,
vegetativa e generativa, continuam a dividir-se e participam do

desenvolvimento do embriao.

Independentemente do padrao inicial de segmentacado, tendo
ingressado na rota embriogénica, o polen ou micrésporo sofre divisdes
tornando-se multicelular (Bhojwani & Razdan, 1983) e resultando,

futuramente, em uma planta.
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Figura 3 - Esquema das principais rotas do desenvolvimento do micrésporo e
do gréo de pdlen in vitro, mostrando a embriogénese direta e a indireta, sendo

que a ultima passa pela fase de calo antes de formar a planta (Bhojwani &

Razdan, 1983).
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Além da existéncia documentada de quatro rotas de segmentacao
do micrésporo e do grao de pdlen, anteriormente relatadas, sabe-se
atualmente que existem varias rotas de diferenciacdo que podem ser
derivadas das quatro anteriormente descritas, resultando em varios
padrdes de diferenciacdo, como no caso proposto para cevada por Chen
et al. (1984). Na verdade, devido aos poucos estudos na area da
embriologia vegetal, ndo se tem confirmacgdo de quantas rotas sao
possiveis e quais delas sdo efetivamente embriogénicas.

Os primeiros estudos para investigar a origem dos embrides
hapléides mostraram que, em Nicotiana e Datura, dentre a populacao
de grdos de pdlen de uma antera, alguns possuiam dois nucleos
idénticos devido a divisdo simétrica, sendo estes potencialmente
embriogénicos (Norreel, 1970). Desde entdo, varios trabalhos tém
mostrado uma correlacdo entre a frequéncia da primeira divisdo
simétrica e a frequéncia de embrides hapléides, sugerindo que esse tipo
de mitose seria um sinal reconhecido pela célula para ativar o programa
esporofitico (Grando & Moraes-Fernandes, 1997).

Ainda com relacdo a Figura 3, na segunda parte, € mostrada a
embriogénese direta e a indireta, sendo que a ultima passa pela fase de
calo antes de formar uma plantula. Essa etapa de diferenciacdo é

importante para a obtencao de plantas hapléides ou duplo-hapldides.

1.7 - Citologia dos micrdsporos e graos de polen de

cevada

Assim como em outras espécies vegetais, por exemplo, Glycine
max (Kaltchuk-Santos et al., 1993) e Nicotiana tabacum L. (Horner &
Street, 1978; Heberle-Bors, 1982), também foi registrada em cevada
(Dale, 1975; Roberts-Oehlschlager & Dunwell, 1991) a ocorréncia de

dimorfismo do micrésporo e androéfito (grao de pdlen). Sdo descritas
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subpopulacdes de graos de pédlen, conhecidos como “pdlen-p” ou
“pblen-s”, caracterizados por serem peguenos, corarem pouco e
apresentarem retardo no desenvolvimento, sendo a primeira mitose
simétrica (Dale, 1975).

Embora a frequéncia desses graos varie com o gendtipo, com as
condicbes ambientais de desenvolvimento e com a aplicacdo de
gametocidas na meiose, a frequéncia de “pdlen-p” em cevada € menor
que 2%. Essa observacao foi realizada por R. E. Jenkins (1987), da
Universidade de East Anglia — Inglaterra, em sua tese de doutorado. De
forma semelhante, Roberts-Oehlschlager & Dunwell (1991)
encontraram graos de poélen multicelulares de aproximadamente oito
células numa frequéncia entre 5-6% do total da populacdo de graos de
poélen de cevada, com o mesmo genétipo e crescidos sob condi¢cfes
similares aos do trabalho citado anteriormente.

O comportamento dos graos de “pdlen-p”, especialmente a sua
divisdo mitdtica simétrica, levou varios autores a sugerirem gue esses
graos dariam origem aos embrides hapldides obtidos em cultura.

Roberts-Oehlschlager & Dunwell (1991) analisaram, por
microscopia eletrébnica de varredura, o0s eventos iniciais da
embriogénese em anteras de cevada cultivadas in vitro, confirmando
indicacdes de outros autores de que os graos de “pdélen-p” localizavam-
se na parte central das lojas, e ndo em contato com o0 tapete,
explicando assim a forma sempre arredondada e seu tamanho menor,
por deficiéncia de nutricdo. Por outro lado, esses autores observaram
que a maioria dos graos que formaram unidades multicelulares — as
estruturas (potencialmente) embriogénicas — eram graos que estavam
em contato com o tapete, e ndo apenas os “polens-p”. Os referidos
autores, no entanto, parecem apoiar a sugestao de Dunwell (1985) de
que mesmo que o0s graos de “pdblen-p” ndo sejam o0s UNicos
potencialmente embriogénicos, eles poderiam servir como marcadores

do potencial embriogénico da espiga.
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Nesse sentido, Binarova et al. (1997) demonstraram que tanto os
micrésporos quantos os graos de podlen tipicos originaram esporofitos
androgenéticos in vitro.

Atualmente, sdo encontrados poucos registros sobre “pdlen-p” na
literatura e, quando observados nas analises, 0s mesmos sdo descritos
como ocorrendo em baixa frequéncia, como € 0 caso da cevada
(Ramos, 2003). Talvez, isso se deva ao fato de que, quando sao
realizadas analises conjuntas, cito- e histoldgicas, seja minimizado o
possivel “erro” na interpretacao dos tipos morfolégicos de micrésporos e

graos de pdélen observados no decorrer das analises.

1.8 — Histologia da antera

Numerosos estudos desse 6rgéao ja foram e vém sendo realizados,
como por exemplo, Oliveira & Mariath (2001) que estudaram o
desenvolvimento da antera e pdélen in vivo em Anacardium occidentale
L. Estudos como esse sdo necessarios para que se conheca a anatomia
da antera e para possibilitar posteriores analises aplicadas em espécies
de interesse agrondbmico e comercial, como nesse caso, onde o estudo
realizado foi utilizado como base para programas de biotecnologia em
A. occidentale.

Como ndo foram encontradas descricbes na literatura do
desenvolvimento da antera de cevada in vivo, optou-se por utilizar o
padrdo histolégico das monocotiledéneas, que é o caso da cevada,
exemplificado aqui pela Oryza sativa L., o arroz.

Raghavan (1988) descreve o desenvolvimento da antera de arroz
desde os estadios iniciais, relatando que esse 6rgao possui uma forma
cilindrica a ovoide. Em secao transversal observou que a antera consiste
de uma massa de células meristematicas circundada por uma camada

bem definida de células isodiamétricas, constituindo a epiderme. Células
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da camada subdérmica, localizadas nas regifes dos lobos da antera em
formacédo, dividem-se periclinalmente dando origem a célula parietal
primaria em direcdo a periferia da antera e iniciais esporogénicas em
direcdo ao interior. A camada parietal primaria se divide periclinalmente
formando o estrato parietal secundario externo e o secundario interno.
A camada parietal secundaria interna divide-se e produz a camada
média e o tapete, enquanto que a externa forma o endotécio.

Com o estabelecimento dos estratos parietais, as iniciais
esporogénicas sofrem duas divisbes mitdticas ortogonais para formar
quatro células cada, constituindo o tecido arquesporial ou tecido
esporogénico. E estimado que cada um dos quatro lobos de uma antera
de arroz contenha aproximadamente 60 microspordcitos. A antera,
posteriormente, sofre uma expansdo radial e um alongamento,
separando os microsporoécitos em posicoes caracteristicas nas quatro
lojas. DeposicOes subsequentes de calose ocorrem na parede radial dos
microsporoécitos e nos lados voltado para o tapete. Os microsporoécitos
completam a divisdo meidtica rapidamente, mas pode ser observada a
formacdo de parede celular no final da meiose | e outra é formada em
cada diade no final da meiose Il, caracterizando o tipo sucessivo de
citocinese de formacdo das tétrades (Raghavan, 1988). Os eventos
posteriores ja foram descritos em item anterior (maiores detalhes ver
item 1.5).

O filete, haste que liga a antera ao receptaculo e parte
constituinte do estame, possui um unico feixe vascular em,
aproximadamente, 95% das angiospermas (Wilson, 1942). Em mono- e
dicotiledoneas é, frequentemente, anficrival ou ainda colateral com
floema, geralmente envolvendo o xilema numa extensdo consideravel

(também chamado de feixe hemianficrival) (Schmid, 1976).
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1.9 - Estudos histolégicos em 6rgaos cultivados in

Vvitro

Métodos histologicos tém contribuido significativamente para o
conhecimento dos efeitos do cultivo in vitro sobre os processos de
desenvolvimento de micrésporos. Um bom estudo histolégico baseado
em mudancas anatémicas e histoquimicas fornece informac6es sobre os
processos celulares, além de mostrarem indicios que permitem que
sejam formuladas hipoteses para trabalhos futuros (Yeung, 1999).

Estudando a capacidade embriogénica de hibridos entre cultivares
e linhagens brasileiras de cevada, F1 de 11 cruzamentos, Stival (1995)
e Silva et al. (2000) realizaram andalises citolégica e histologica de
micrésporos, a partir de amostras semanais até o 252 dia de cultivo in
vitro. As estruturas embriogénicas foram observadas ao final do
primeiro més. Os autores confirmaram a existéncia de um padréo
esporofitico de desenvolvimento, através de mitoses subsequentes que
levaram a formacéo de graos de pdolen multicelulares, em um primeiro
momento e, logo a seguir, a formacdo de embrides ou de massas
celulares desorganizadas (calos). A andlise histoloégica confirmou a
presenca de embribes tipicos, identificando estruturas que fazem parte
de um embrido convencional, como por exemplo, o escutelo, o
coleoptilo, a coleorriza e os meristemas apical caulinar e da raiz (Silva
et al., 2000).

Também em cevada, Maraschin et al. (2003 a, b) agregaram
técnicas moleculares e de imunolocalizacdo a tradicional histologia,
demonstrando pela técnica de TUNEL (terminal deoxytransferase [TdT]-
mediated dUTP-X nick end labeling) a apoptose, ou morte celular
programada (PCD), em alguns micrdésporos e na epiderme das anteras
pré-tratadas durante quatro dias com solucdo de manitol. A partir de
secOes transversais da antera, foi realizada a imunolocalizacao das

isoformas da proteina dimérica 14-3-3, altamente conservada,
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envolvida no controle da apoptose, entre outras func¢des celulares. Sob
microscopia Optica, os autores verificaram que apds o pré-tratamento
das anteras a imunolocalizacao foi restrita aos micrésporos, indicando a
entrada, na rota embriogénica, pois essas proteinas possuem uma
correlacdo com a diferenciacdo dos tecidos na embriogénese.

Em estudo subsequente, Maraschin et al. (2005) demonstraram o
desenvolvimento da embriogénese de graos de pdlen isolados, através
da microscopia Optica, confocal e microscopia eletrénica de transmissao.
A partir da observacdo detalhada da morfologia dos grdos de podlen,
verificaram que sO sao capazes de formar ELSs (estruturas tipo
embrido, embridides, “embryo-like structures”) aqueles graos de pdlen
que seguiram as divisdes mitdticas, formaram estruturas multicelulares
(MCSs) e foram capazes de liberar as ELSs rompendo a esporoderme.

Devido a escassez de abordagens histolégicas em estudos sobre a
embriogénese de microporos e graos de poélen, decidiu-se relatar alguns
trabalhos com esse enfoque, mas a partir de material obtido através da
embriogénese somatica. As analogias entre os processos embriogénicos
sdo importantes para as comparacdes no item discussao do presente
trabalho.

Estudos histolégicos de embrides somaticos de diferentes
espécies, realizados por véarios pesquisadores, descreveram duas
provaveis origens para os embrides: unicelular (Jones & Rost, 1989) ou
multicelular (Taylor & Vasil, 1995).

O primeiro trabalho sobre as evidéncias detalhadas da
embriogénese somatica em cevada foi realizado por Ryschka et al.
(1991), estudando paralelamente o trigo. Foram realizadas analises
histolégicas e citologicas, por microscopia eletrébnica de varredura,
obtendo-se trés rotas de formacdo dos embridides: células Unicas da
face abaxial da epiderme do escutelo dividiram-se periclinalmente
dando origem a um pré-embridide bipolar; camada subdérmica

possuindo células Uunicas com alta atividade de divisao resultando na
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formacdo de dois ou mais pré-embridides, e algumas células
expandidas do meristema pré-vascular do escutelo iniciaram proé-
embridides com maior ou menor desenvolvimento.

Estudando os eventos morfolégicos nos estadios iniciais da
inducdo de calos de cevada, Oka et al. (1995) realizaram uma
comparacao histolégica entre os explantes de embrides maduros e
imaturos durante o inicio da formacdo do calo e a morfogénese.
Observaram que a origem dos calos regenerados de embridées imaturos
e maduros foi, respectivamente, do escutelo e da folha ou base foliar.

Nonohay et al. (1999), com o objetivo de analisar a origem dos
embrides somaticos em cevada (Hordeum vulgare ssp. vulgare),
realizaram estudos histolégicos em escutelos de embrifes imaturos
cultivados in vitro. Verificaram que o local de origem do embrido
somatico (SSEO) poderia originar-se de uma célula superficial de um
calo, possivelmente com origem unicelular, ou de células epidérmicas e
subdérmicas de um calo, indicando uma origem multicelular. Rotas
alternativas de formacdo do embrido somatico e de aglomerados de
embrides foram sugeridas.

No caso da soja, foram realizados estudos por Kaltchuk-Santos et
al., (1997) para verificar a origem dos embrifes obtidos na cultura in
vitro. Os autores relataram a ocorréncia de um embrido
“androgenético”, identificado a partir de secfes histolégicas. Como ja
citado anteriormente, em estudo posterior, Rodrigues et al. (2005)
verificou que os embrides de soja obtidos in vitro possuiam origem
somatica, oriundos dos estratos da antera.

Nesse sentido, os estudos histoldgicos, especialmente quando
acompanhados de citolégicos, sdo importantes na medida em que
podem propiciar a analise das etapas de todo o processo de
desenvolvimento, desde as alteragcfes no desenvolvimento usual dos
microsporos e graos de pdlen e a origem dos embrides, até a formacao

da planta, permitindo um melhor entendimento da embriogénese do
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micrésporo e do grao de pdélen em plantas, no caso especifico desse

estudo, em cevada.

OBJETIVOS

Este trabalho, que fez parte de um projeto mais amplo, “Genética,
cultura de tecidos e transferéncia de DNA em plantas: género

Hordeum”, e tendo em vista as consideracdes anteriores, propds-se a:

Analisar a embriogénese, em especial a etapa da inducdo da

rota embriogénica, em gendétipos selecionados de cevada;

Comparar o processo de inducdo da embriogénese, através de
analises citoldgicas e histoldgicas de anteras cultivadas in vitro,
de linhagens selecionadas através da selecao divergente para a
alta ou para baixa resposta na inducao da rota embriogénica,

em comparacao com a cultivar ndo-selecionada;

Analisar e quantificar o tempo necessario para o surgimento de
cada tipo morfolégico do processo de embriogénese do
micrésporo e do grdo de podlen imaturo através de estudos
citoldgicos de anteras fixadas a cada trés dias apos o inicio do

cultivo in vitro.
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“O que vocé pensa, Vocé cria;
O que vocé sente, vocé atrali;

O que vocé acredita, vocé conquista.”
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2 - MATERIAL E METODOS
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2.1 — Material

Foram utilizadas sementes de linhagens selecionadas a partir de
cultivares brasileiras de cevada, Hordeum vulgare L. ssp. vulgare,
recomendadas para plantio na regiao sul do Brasil. As linhagens e a
cultivar analisadas foram as seguintes:

Linhagens S3A22 e S3A23 = selecionadas a partir de sementes da
cultivar A-05, obtida pela entao Companhia Antarctica Paulista, hoje
integrante da AmBev (Companhia de Bebidas das Américas). Foram
selecionadas para alta frequéncia de inducdo de embriogénese do
micrésporo e do grao de podlen e baixa frequéncia de regeneracao de
plantas (plantas verdes);

Linhagens S3B61 e S3B63 = selecionadas a partir de sementes da
cultivar BR-2, desenvolvida pela Embrapa — CNPT (Centro Nacional de
Pesquisa do Trigo). Foram selecionadas a baixa frequéncia de inducao
de embriogénese do microsporo e do grdao de pdlen, porém alta
eficiéncia de regeneracdo de plantas verdes;

Cultivar MN-599 = semente geneticamente pura obtida pela
Maltaria Navegantes, hoje integrante da AmBev. Nao foi selecionada. As
sementes foram cedidas pela Embrapa — CNPT, do Banco de Sementes

de Cevada.

2.1.1 - Obtencao das linhagens selecionadas

As quatro linhagens de cevada utilizadas no presente trabalho
fizeram parte de um programa de selecdo divergente quanto as suas
respostas na inducdo da embriogénese do micrésporo e do grao de
polen e regeneracdo de plantas verdes. A hoje Dra. Eliana M. Assmann,
entdo integrante de nossa equipe, realizou as duas primeiras geracoes
de selecdo (Si1 e S2) em numerosas linhagens de selecdo que, na

geracdo S, ja puderam ser diferenciadas em suas respostas (dados
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nao-publicados). A terceira geracdo de selecdo foi realizada por
Mazzocato (1997) como sera apresentado no item 2.2.1, a seguir.

Com base nos resultados obtidos em seu Mestrado, Assmann
(1996) iniciou uma pesquisa de selecdo divergente nas respostas
embriogénicas, na inducdo e na regeneracdao, de plantas de duas
cultivares de cevada, BR-2 e A-05. Essas plantas e sua descendéncia
originaram linhagens. Ao final de duas geracOes de selecdo foram
escolhidas as linhagens da cultivar A-05 que produziram, na cultura de
anteras, elevada resposta na fase de inducdo de estruturas
embriogénicas, porém baixa regeneracdo de plantas, especialmente
plantas verdes. Por outro lado, a cultivar BR-2 foi submetida a uma
selecao no sentido inverso, isto é: baixa inducao, porém alta eficiéncia
na regeneracao de plantas verdes. A cultivar MN-599, como no trabalho
original de Assmann apresentou respostas intermediarias, tanto na
inducdo como na regeneracdo de plantas verdes, nédo foi selecionada,

portanto, ndo foram obtidas linhagens a partir dela.

2.2 — Métodos

2.2.1 — Cultura de Anteras de Cevada e 32

Geracao de Selecao

Durante o periodo de setembro de 1996 a fevereiro de 1998,
foram obtidos dados, por Mazzocato, A.C., sobre a cultura de anteras
das quatro linhagens e da cultivar de Hordeum vulgare L. ssp. vulgare,
no projeto “Estudos sobre a androgénese em anteras de cevada,
Hordeum vulgare ssp. vulgare, cultivadas in vitro” sob a orientagao da
Profa. Dra. Helga Winge do Departamento de Genética — UFRGS.

As quatro linhagens (S;A22 e S;A23; S,B61 e S,B63) selecionadas

por Assmann, por duas geracOes, juntamente com a cultivar nao-
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selecionada MN-599 foram submetidas a cultura de anteras para mais
uma geracdo de selecdo e a consequente avaliacdo e escolha do
material para os estudos citolégicos e histologicos do processo da
embriogénese do micrésporo e do pdlen em cevada.

As linhagens e a cultivar (que aqui denominaremos de genotipos)
utilizadas no trabalho foram de cevada com espigas de duas fileiras.
Somente entraram na cultura in vitro as espigas que apresentaram
micrésporos no estadio uninucleado inicial (Ul) até graos de pdlen no
estadio uninucleado final (UT).

Com base nos resultados da cultura de anteras (Mazzocato et al.,
1998), foi realizada a terceira geracao de selecdo divergente, in vitro,
das linhagens sob selecéo. A terceira geracao de selecao, como descrito
a seguir, seguiu o mesmo método utilizado anteriormente por Assmann
(dados ndo-publicados).

Foi realizada a selecdo das linhagens da cultivar A-05 (gerando as
linhagens S3zA22 e S3A23) que produziram, na cultura de anteras,
elevada resposta na fase de inducdo de estruturas embriogénicas,
porém baixa regeneracdo de plantas verdes. Por outro lado, as
linhagens da cultivar BR-2 foram submetidas a uma sele¢cao no sentido
inverso, isto é: baixa inducao, porém alta eficiéncia na regeneracéo,
originando as linhagens $B61 e S3zB63. Foram ainda submetidas a
cultura, anteras de plantas ndo-selecionadas da cultivar MN-599, como

controle.

Coleta das espigas para a cultura de anteras

As espigas foram coletadas, preferencialmente, no mesmo estadio
de desenvolvimento, para que as anteras apresentassem microsporos e
graos de podlen no estaddio adequado para o cultivo in vitro, ou seja,
entre uninucleado inicial e final, avaliado através dos seguintes

marcadores morfoldgicos das plantas (Revers, 1993):
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- distancia interligulas = distancia (cm) entre a ligula da folha
bandeira e a da folha imediatamente abaixo no mesmo afilho
(Figura 4).

- comprimento das aristas emergentes = parte visivel das
aristas da espiga, na maior parte ainda completamente
cobertas pela bainha da folha bandeira.

- altura do afilho = distancia (cm) entre o n6 na base do qual sai
a primeira coroa de raizes e a ligula da folha bandeira, no

apice.

Folha bandeira

|

Distancia interligulas

l

Figura 4 — Esquema de como se realiza a medida do marcador morfoldgico,
distancia interligulas, com a representacdo da folha bandeira de cevada. No
momento da coleta, a espiga nédo tinha emergido. A espiga foi representada,

nessa representacao esquematica para um melhor entendimento da medida.

No momento da coleta, cada afilho foi identificado, com etiqueta,
de acordo com o numero da planta e com o numero de ordem de seu
desenvolvimento. Também foi realizada a medida da altura de cada
afilho. Apods, as espigas foram cortadas e transportadas para o
laboratorio em becker com agua.

Antes da remocdo das folhas que envolvem as espigas, em
camara de fluxo laminar horizontal, cada espiga foi desinfetada com

aerossol de etanol 96%, e também foi realizada a medida das aristas se
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nao-emergidas. De cada espiga foram fixadas em Farmer (3:1 - etanol
absoluto : acido acético glacial) (Johansen, 1940), trés espiguetas: da
base (B), meio (M) e apice (A), do mesmo lado (lado 1) da espiga
(Figura 5) para a determinacdo do estadio de desenvolvimento dos
micrésporos e graos de pélen (utilizadas também como controle inicial,
controle zero — CO. Ver item 2.2.3 — Analises Citoldgicas e Figura 6 —
esquema 1: Fixacédo antes da cultura).

As folhas foram entdo retiradas, juntamente com cerca de dois
tercos do comprimento da parte superior das aristas. Cada espiga foi
entdo colocada numa placa de petri (9 cm de diametro) contendo uma
tira de papel filtro estéril embebida em agua destilada também estéril,

para evitar o ressecamento da espiga (Huang & Sunderland, 1982).

Pré-tratamento a 5 °C

Figura 5 — Esquema do pré-tratamento a baixa temperatura de espigas,
coleta e fixacdo das espiguetas para a determinacgao citolégica do estadio de
desenvolvimento do micrésporo e do grao de pdélen (controle zero - CO). Placa
de petri com uma tira de papel filtro imido e espiga sem as trés espiguetas
que foram antes retiradas para a fixacdo e analise. Local vazio das espiguetas

marcado em azul, do lado 1 da espiga: A — apice; M — meio; B — base.
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Pré-tratamento a baixa temperatura

As placas de petri com as espigas desinfetadas externamente
foram seladas com tiras de PVC e colocadas em caixas de papeldo, onde
permaneceram no escuro, em camara fria a 5 °C por 10 dias, segundo

protocolo de Assmann (1996).

Determinacdo do estaddio de desenvolvimento dos

microsporos e dos graos de pdlen

Enquanto as espigas eram submetidas ao pré-tratamento a baixa
temperatura, uma antera de cada uma das trés espiguetas fixadas (A,
M ou B) foi analisada citologicamente.

As laminas foram analisadas ao microscopio Optico para a
determinacdo dos estadios dos micrésporos e graos de poélen de cada
espiga submetida ao pré-tratamento. Para a confeccao de cada lamina,
uma antera teve uma extremidade cortada e os micrésporos e graos de
polen forcados a sair, com auxilio de uma lanceta, sendo corados com
carmim propriénico 0,6%.

As outras duas anteras de cada espigueta foram estocadas para
posterior analise citologica detalhada, constituindo o controle zero (CO),
ou seja, espigas recém-coletadas e sem qualquer tratamento (Ver item
2.2.3 — Andlises Citoldgicas).

Todas as espigas que apresentaram anteras no intervalo de
desenvolvimento dos micrésporos e graos de pdélen entre uninucleado
inicial (Ul) e final (UT), foram utilizadas para o cultivo in vitro. O
restante das espigas, ou seja, aquelas que apresentaram alta
freqUéncia de grédos de pdlen em estadios de desenvolvimento mais
avancados que UT (a partir da primeira divisao), foram eliminadas da
amostra.

O estadio de uninucleado inicial (Ul) é caracterizado por

apresentar um nucleo central. O uninucleado médio (UM) apresenta um
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nudcleo mais lateral e o uninucleado final (UT), como sendo um grao de
polen, apresenta vacuolacdo e um nucleo compacto localizado no pélo
oposto ao poro. O micrésporo (Ul) e o grdo de polen (UT) serédo
apresentados (em fotos) no subitem dos Resultados: 3.3 - Anélise
Histol6égica da cultivar MN-599 de Cevada, Figura 17 A e B,

respectivamente.

Cultivo in vitro das anteras

a) Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados durante todo o trabalho foram
agueles que, entre os testados por Assmann (1996), modificados de
Hoekstra et al. (1992) mostraram ser 0os mais eficientes para as
cultivares brasileiras [Tabela 1].

O preparo dos meios foi realizado a partir de solucdes estoque,
sendo os mesmos autoclavados a 1,5 atm, a 127 °C de temperatura,
durante 15 minutos sendo, posteriormente, distribuidos em placas de
petri (meios de inducédo I-3 e regeneracao-l) ou tubos de ensaio (meio

de regeneracéo-Il).

b) Inducdo da embriogénese do micrésporo e do grao

de pdlen

Do material submetido ao pré-tratamento de frio e analisado
citologicamente quanto ao estadio de desenvolvimento dos micrésporos
e dos gréaos de pdlen, 3.870 anteras, de 67 espigas com microsporos

nos estadios uninucleado inicial a final foram estabelecidas no meio de
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Tabela 1 — Composicao dos meios de cultura usados para inducéo, regeneracédo-I e regeneracao-I|

Reagentes Inducdo [1-3] (mgL™) Regeneracdo-1 [RI1-3] (mgL™1) [Regeneracdo-I1 [RI1-3] (mgL™1)
NH4NO 3 165 165 165
KNO3 1750 1900 1900
CacCl,.2H,0 450 440 440
MgSO 4.H.0 350 370 370
KH,PO, 200 170 170
FeNa,.EDTA 40 40 40
H3BO, 5 6,2 6,2
MnSO0 4.4H,0 15 22,3 22,3
ZnS0 4.7H,0 13,4 11,7 11,7
Kl 0,75 0.83 0,83
Na,Mo00,.2H,0 0,25 0,25 0,25
CuSo0,4.5H,0 0,025 0,025 0,025
CoCl,.6H,0 0,025 0,025 0,025
Acido Nicotinico 1 1 1
Piridoxina.HCI 1 1 1
Tiamina.HCI 1 1 1
Glutamina 750 750 750
Mio-inositol 100 100 100
Acido Pantoténico 1 - -
Cloreto de Colina 1 - -
L-Acido Ascorbico 2 - -
Vitamina B12 0,02 - -
Riboflavina 0,2 - -
Acido Fdélico 0,4 - -
Biotina 0,01 - -
Colecalciferol 0,01 - -
Acido p-Amino-benzéico 0,02 - -
Caseina Hidrolisada 1000 - -
Maltose 30000 17000 10000
Agarose 6000 6000 8000
Sacarose - - -
ANA 2 0,5 -
Cinetina 0,5 2 -
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inducéo 1-3 (Assmann, 1996). Inicialmente, cada espiga foi desinfetada
em tubo de ensaio com solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) 3-4%
com adicao de Tween 20% (1 gota/100 mL), durante 10 minutos,
seguida de trés lavagens com agua destilada estéril. O excesso de agua
das espigas foi retirado com papel filtro estéril.

Antes das anteras serem plaqueadas, uma espigueta do meio (M),
uma antera da base (B) e uma antera do apice (A) [do lado 2 da
espiga], foram fixadas em Farmer (ver item 2.2.2 — Analises
Citolégicas) [Figura 7 — esquema 1: Fixacdo antes da cultura in vitro).

Esse material fixado, obtido de todas as espigas que entraram em
cultivo in vitro foi utilizado como controle 1 (C1).

As anteras das demais espiguetas foram cuidadosamente
excisadas com ping¢a de ponta fina (n2 5) e colocadas em placa de petri
(9 cm de diametro) contendo cerca de 30 mL de meio de inducéao,
sendo as anteras dispostas em linhas paralelas, ficando as trés anteras
da mesma flor mais préximas entre si e mais afastadas das anteras das
flores vizinhas. Foram deixados espacos livres para representar as
espiguetas e anteras coletadas e fixadas nas etapas anteriores
(controles CO e C1) (ver Figura 7 — esquema 2).

As placas com as anteras em meio de inducdo foram vedadas com
Parafilm e mantidas a 25 °C, no escuro durante o periodo da inducgao

t

O delineamento do trabalho envolveu, basicamente, trés

abordagens, sendo que a partir desse momento serad importante serem
ressaltados os seguintes detalhes (Figura 6):

12 abordagem) Cultura de Anteras de plantas da geragdo S, =
Todas as espigas estabelecidas no meio de inducéo seguiram até o final
da cultura, ou seja, além da fase de inducédo, passaram pelas fases de
regeneracao-l e Il. Esta etapa, como nos demais casos, incluiu os
controles zero e 1 (CO e C1) para os quais foram fixadas anteras e

espiguetas antes da cultura in vitro. As plantulas produzidas na
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Figura 6 — Resumo das etapas do trabalho. Duas geracfes de selegcdo para: maior resposta na indugao (|:>); maior resposta na regeneracao

de plantas verdes (‘). As cores representam as etapas: verde — 1% etapa; — 2% etapa; e rosa — 3% etapa. *: analisada até 22 dias.

39



regeneracao foram cultivadas, em casa de vegetacao, para producéo de
sementes representantes da terceira geracdo selecionada (S3).
Observacéo: espigas e/ou anteras contaminadas durante a cultura

foram eliminadas;

22 abordagem) Coleta e fixacdo de anteras para analise
citolégica = A analise citolégica (“Blocos” — ver figura 7 — esquema 3)
foi realizada na espiga M088 da cultivar MN-599, escolhida pelo numero
de anteras semelhante a cada coleta realizada (a cada trés dias) [ver
Tabela 2].

32 abordagem) Coleta e fixacdo de anteras para analises
histologicas = A analise histoldgica (“Especiais” — ver tabelas 3 e 4) foi
realizada nas espigas A090 (linhagem S3A22), BO69 (linhagem S3B63) e
M094 (cultivar MN-599). As espigas representam plantas que foram
escolhidas com base nas respostas nas fases de inducéo e regeneracao
de plantas verdes.

Com base nos detalhes descritos anteriormente, a partir desse
momento quando forem referidos: exame das anteras, transferéncia de

estruturas, ou seja, todos os aspectos relacionados as fases da cultura

de anteras, estar-se-a reportando somente a 1% abordagem = Cultura
de anteras até a producédo de plantas, pois nas outras duas abordagens
nao foram realizadas porque as anteras foram utilizadas para as

andalises.

a) Exame das anteras em cultivo

Para as analises histologicas, as anteras foram coletadas e
fixadas, a cada dois dias ap6s o inicio do cultivo in vitro, e para as
analises citologicas, a cada trés dias (Figura 7 — esquema 3)

[Detalhadas nos itens 2.2.3 e 2.2.4].
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Blocos 3 e 4 12° dia 15° dia 18° dia

Figura 7 — Esquema de fixacdo de espiguetas e anteras antes do cultivo in
vitro (1), da distribuicdo das anteras na placa de cultivo (2) e exemplo da

sequéncia de fixacdo das anteras em cultivo (3) no esquema de “BLOCOS”.
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Aos sete dias de inducdo foi contado o numero de anteras
estabelecidas in vitro, sendo também verificada a presenca ou ndo de
contaminacao.

Aos 21 dias foi feita a contagem do numero de anteras
responsivas, ou seja: com estruturas embriogénicas liberadas no meio
de cultura, bem como o numero de estruturas embriogénicas com 1
mm ou mais de didmetro. Essa contagem aos 21 dias permitiu avaliar
diferencas na velocidade de resposta entre as linhagens e cultivar.
Nesse mesmo periodo também foi verificada a presenca ou ndo de

contaminacao.

Transferéncia de estruturas embriogénicas — Regeneracao-I|

As estruturas embriogénicas formadas foram transferidas, a cada
10 dias, a partir dos 28 dias até os 68 dias para placas de petri
contendo meio de regeneracéo-l (RI-3) (Assmann, 1996). As estruturas
embriogénicas formadas de 1 mm ou maiores, apresentam o tamanho
minimo ideal para que tenham capacidade de regenerar plantulas,
segundo Olsen (1987) e Szarejko & Kasha (1991). Apdés cada
transferéncia das estruturas, as placas foram novamente vedadas com
filme PVC aderente e mantidas em ambiente controlado (25 = 1 °C
fotoperiodo de 16 horas ~ 25 ?mol m?2 s™).

Foram realizados exames das placas a cada 10 dias, até os 68
dias, sendo registrados o numero de anteras responsivas, o niumero de
estruturas embriogénicas formadas, contaminacfes por fungos e/ou
bactérias, e formacao de plantulas.

O exame final, antes da eliminacdo das placas de inducéo, foi
realizado aos 78 dias de cultura in vitro. Foi, entdo, registrado o numero
de anteras nao-responsivas, de anteras responsivas e de anteras muito
responsivas, de acordo com a producao de estruturas obtidas. Essa
contagem foi importante para verificar a existéncia de correlacao entre

0 numero de anteras com grande resposta (com muitas estruturas
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embriogénicas produzidas) e o numero total de estruturas
embriogénicas produzidas.

No momento da eliminacdo das placas, foi realizada uma
avaliacdo das mesmas, segundo o aspecto geral, crescimento das

estruturas e formacao de folhas e/ou raizes das plantulas.

Regeneracéao-lI|

As plantulas verdes obtidas, da regeneracdo das estruturas
embriogénicas, foram individualmente transferidas para tubos de ensaio
com meio de regeneracao-Il (RI1-3) (Assmann, 1996), sem reguladores
de crescimento. Foram mantidas a 25 °C, fotoperiodo de 16 horas de
luz para posterior desenvolvimento. Eventuais plantas albinas foram

registradas e eliminadas.

Transferéncia das plantulas verdes para vermiculita

Quando as plantulas apresentaram raizes e parte aérea bem
desenvolvidas, foram transferidas para recipientes plasticos (250 mL)
com vermiculita e solucao nutritiva (Solucao estoque: MgSo04.7H20 —
4,2 g; KoHPO4 — 1,4 g; KNO3 — 5,8 g; Ca(NO3)2.4H,0 — 8,5 g). Em cada
recipiente plastico foram colocados dois canudos de polietileno, para dar
apoio ao filme de PVC, que cobriu o recipiente, dando assim mais
espaco para a plantula crescer e manter umido o ambiente da mesma.
O filme de PVC foi mantido por sete dias sendo que, a partir do terceiro
dia, comecaram a ser feitos furos no mesmo até a sua completa
retirada, no sétimo dia, permitindo a gradual adaptacdo da plantula ao
ambiente mais seco da camara de cultura. As plantulas foram mantidas
em camaras B.O.D. (Demanda Bioldgica de Oxigénio) a 25 °C para

aclimatacéo e posteriormente transferidas para a casa de vegetacao.



Determinacdo do nivel de ploidia das plantas verdes

regeneradas

Foram coletadas pontas de raizes de 219 plantas verdes
regeneradas, que foram pré-tratadas com PDB (para-diclorobenzeno)
durante 24 horas a 4 °C, lavadas em agua destilada e apoés, fixadas em
Farmer em temperatura ambiente durante 24 horas. Apoés esse periodo,
o material fixado foi transferido para &alcool 70% e estocado em
geladeira (4 °C) para posterior analise do nivel de ploidia.

As raizes coletadas foram hidrolisadas em HCI 1IN a 60 °C. A
confeccdo de cada lamina foi realizada a partir de uma (ou mais)
ponta(s) de raiz(es) da mesma planta, sendo secionada(s) em varias
partes com auxilio de agulha histolégica e bisturi. As secBes obtidas
foram coradas com carmim propiénico 0,6%, espalhadas sobre a
lamina, e cuidadosamente cobertas com a laminula, evitando a
formacdo de bolhas. As laminas foram seladas e analisadas em
microscopio 6ptico, sendo contado o numero de cromossomos de cada

célula em metafase, por planta.

Transferéncia das plantas para recipientes com substrato

Apos a coleta de pontas de raizes, as plantas foram transferidas
para recipientes de polietileno preto, contendo solo compostado como
substrato, e mantidas no telado.

Na época do florescimento foram separadas as plantas que
possuiam espiga(s) com semente(s), sendo estas protegidas por um
recipiente de papel até o amadurecimento das sementes. As sementes
maduras foram coletadas, devidamente identificadas e armazenadas,

representando o resultado da terceira geracao de selecao divergente.



Analises Estatisticas

Todos os resultados obtidos foram tabulados utilizando o
programa Excel. Os arquivos foram organizados por tipo de dados
obtidos e de acordo com a analise estatistica a ser utilizada.

Os resultados envolvendo dados quantitativos foram analisados
pela Estatistica Descritiva (média, mediana, desvio padréao, etc) e pelo
Teste Nao-Paramétrico de Kruskal-Wallis (Analise de Variancia Nao-
Paramétrica). O programa utilizado foi o SPSS (Statistical Package for
Social Science), versdo 12.0 em nivel de significancia de 5%. Foi
utilizado o teste DMS (diferenca minima significativa) de comparacdes
multiplas para verificar diferencas existentes na analise de variancia.

Para essas analises, foram previamente retiradas das amostras
(banco de dados) as espigas de plantas de cevada que foram
eliminadas por contaminacdo por fungos ou bactérias até o final da
etapa da inducao (1-3), ou seja, até os 68 dias.

A unidade experimental foi a espiga, definida para cada cultivar e
linhagem.

Foram realizadas, em cada etapa do trabalho, as seguintes

analises:

1. ETAPA DE INDUCAO DE ESTRUTURAS EMBRIOGENICAS -
Foram realizadas analises de variancia ndo-paramétrica para verificar se
houve diferencas entre as linhagens selecionadas, entre si e com a

cultivar MN-599 nao-selecionada, quanto ao:

a) Numero de anteras responsivas aos 21 dias de inducdo: em
proporcdo de anteras responsivas em relacdo ao total de anteras que

foram estabelecidas em meio de inducé&o);
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b) NUumero de estruturas embriogénicas aos 28 dias de inducéo,
com tamanho 3 1 mm, que puderam ser transferidas para o meio de
regeneracao-l. Foi utilizada a proporcdo de estruturas formadas por

antera plagueada x 100;

c) Numero total de estruturas formadas, numero de
estruturas/antera e numero de estruturas formadas por espiga e por

antera.

2. ETAPA DE REGENERACAO DE PLANTULAS VERDES — Foi
igualmente utilizada a andlise de variancia nao-paramétrica, para
verificar se houve diferenca entre as linhagens/cultivar na capacidade
de regeneracdo de plantulas verdes, em propor¢cdo ao numero de
estruturas embriogénicas transferidas para o meio de regeneracao-I.
Também foi analisado o numero total de estruturas transferidas para
RI, acompanhadas e analisadas até o final da regeneracao, ou seja, até
a determinacdo do numero de plantas férteis/numero de plantas

adultas.

2.2.2 — Escolha das linhagens e espigas para

as analises cito- e histoldgicas

Para as analises cito- e histoldgicas, foi escolhida uma espiga
de cada gendétipo selecionado, com base nas respostas divergentes na
inducao e na regeneracao, obtidas na cultura de anteras. Das linhagens
escolhidas, uma espiga de cada linhagem selecionada e duas espigas da
cultivar ndo-selecionada foram escolhidas para as referidas andalises
(ver Tabelas 2 e 4):

* cultivar A-05 — linhagem S3A22 — espiga A090 (“especiais”);
linhagem S3A23 — espiga A053 (“especiais”);
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* cultivar BR-2 — linhagem S3B63 — espiga BO69 (“especiais”);
* cultivar MN-599 nao-selecionada — espigas M094 (“especiais”) e

MO088 (“blocos”).

A partir da selecédo das linhagens e das espigas, foram realizadas
as analises cito- e histoldgicas. A analise citologica foi realizada
somente na cultivar MN-599, planta M088, que serviu como controle

por ser a cultivar ndo-selecionada.

Tabela 2 (material fixado “BLOCOS”) = Citologia.
Tabela 4 (material fixado “ESPECIAIS”) = Histologia.

2.2.3 — Analises Citoldgicas

Durante o cultivo in vitro das anteras, foi fixado material para o
estudo detalhado do processo de inducdo da embriogénese para cada
uma das quatro linhagens selecionadas (S3A22 e S3A23; S3B61 e
S3B63), e para a cultivar ndo-selecionada (MN-599), para as analises
cito- e histologicas. O esquema completo para a analise citoldgica foi

delineado da seguinte forma:

a) Material fixado em Farmer [(3:1 - etanol absoluto : acido acético
glacial) e ap6s 24 horas, transferido para acool 70% e estocado em

refrigerador] antes da cultura de anteras (ver Figura 7; Esquema 1):

a;) Trés espiguetas (de uma das duas fileiras — lado 1),
respectivamente, da base (B), do meio (M) e do &pice (A), foram
fixadas antes do pré-tratamento a baixa temperatura (5 °C, 10 dias),
totalizando nove anteras/espiga. Uma antera de cada espigueta foi

analisada na etapa do cultivo de anteras in vitro, para a determinacao
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dos estadios dos micrésporos para decidir sobre a entrada ou ndo da
espiga em cultura. As outras duas anteras de cada espigueta foram
analisadas posteriormente para a comparacdo com as anteras

submetidas ao pré-tratamento de frio.

ap) Espiguetas e anteras (lado 2 da espiga), fixadas apds o pré-
tratamento a baixa temperatura (5 °C, 10 dias), nho momento das
anteras serem plaqueadas, do seguinte modo: uma espigueta do meio
(M), uma antera da base (B) e uma antera do apice (A), totalizando
cinco anteras/espiga, para avaliar se houve ou nao avango no
desenvolvimento dos micrésporos e dos graos de poélen das espigas que

entraram em cultura, durante os 10 dias a 5 °C.

asz) As demais anteras da espiga entraram em cultura.

b) De cada espiga que entrou na cultura, foram fixadas anteras em
eppendorfs com FAA 50% (Johansen, 1940) [alcool etilico absoluto
50%, formaldeido 40% e acido acético glacial (90 : 5 : 5), e apos 24
horas, transferido para &lcool 70%] em grupos de duas a quatro,
segundo o esquema descrito a seguir:

Trés anteras por linhagem/cultivar fixadas a cada trés dias, de
acordo com os Esquemas 1 e 3 da Figura 7, até 18 dias de cultivo in
vitro (em regra, foram fixadas trés anteras de cada bloco e de cada lado
a cada trés dias). No total foram fixadas 900 anteras, com 60
anteras/linhagem em média [“BLOCOS”]. As anteras (juntamente com
suas estruturas internas ou liberadas do interior do loéculo) foram
fixadas em eppendorfs com FAA 50% (Johansen, 1940) em grupos
(duas a quatro anteras) separadamente por bloco e por lado. Ver Figura
7; Esquemas 1, 2 e 3, Tabela 2.

As andlises citoldégicas das anteras cultivadas in vitro foram
realizadas a partir de material obtido em etapa anterior (ver Tabela 2),

como citado anteriormente, fixado em FAA 50% (Johansen, 1940)
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[alcool etilico absoluto 50%, formaldeido 40% e acido acético glacial
(90 : 5 : 5)], transferido para alcool 70% apds 24 horas e mantido em
camara fria (5 °C).

As oito amostras foram constituidas por dois controles — antes do
cultivo in vitro (CO, antes do pré-tratamento de baixa temperatura, e
Cl, apdés o pré-tratamento, porém antes da cultura in vitro) e seis
amostras obtidas ap6s o inicio do cultivo in vitro, coletadas a cada 3
dias (Exp3 até Expl8).

As anteras, em lamina histolégica com uma gota de carmim
propidnico a 0,6%, foram cortadas em uma das extremidades e o0s
microsporos/graos de podlen forcados a sair, por uma leve pressdo com
auxilio de uma lanceta. As laminas foram montadas e vedadas com luto

(breu e cera de abelha).

Tabela 2 - Numero total de anteras fixadas a cada trés dias, até o 18°dia apds
o inicio do cultivo in vitro (“BLOCOS”). A barra azul indica a espiga escolhida
para as andalises citologicas da cultivar

Data da Dias apos a inducédo

Linhagem Espiga inducao 3° 6° 9° 12° 15° 18°

dia dia dia dia dia dia
S;A22 A105 11.10.96 12 13 13 10 11 11
S;A22 Alll 12.10.96 8 9 9 9 10 10
S;A23 AO022 01.10.96 13 14 14 8 9 9
S;A23 AQ79 08.10.96 9 10 10 12 7 7
S;A23 AO81 08.10.96 9 10 10 7 8 7
S;B61 B0O39 03.10.96 10 11 11 8 9 9
S;B61 B0O40 03.10.96 12 - 26 8 10 10
S;B61 B0O42 03.10.96 10 - 22 5 6 6
S;B61 B043 03.10.96 11 - 24 10 10 10
S;B63 BO61 04.10.96 10 11 11 11 10 10
S;B63 BO66 05.10.96 8 9 9 8 9 9
S;B63 BO67 05.10.96 10 11 11 8 9 9
MN-599 MO51 04.10.96 6 7 7 9 9 9
MN-599 M0O52 04.10.96 6 6 4 5 3 4
MN-599 M088 08.10.96 10 11 10 8 8 8
MN-599 M124 17.10.96 10 11 11 9 10 10
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Os micrésporos e graos de polen foram analisados em microscopio
ZeissO Axioplan quanto as porcentagens de micrésporos, gréos de
polen binucleados, bicelulares, trinucleados, tricelulares,
multinucleados, multicelulares, presenca e numero de estruturas
embriogénicas e “pdlen-p”. Foi analisada também a ocorréncia ou nao
de divisdo simétrica, tanto nos “graos de pdlen-p”, como nos outros
graos.

Das laminas selecionadas, foram obtidas fotomicrografias do
material através dos microscépios ZeissO Axioplan, OlympusO BX 41, e
LeicaO DM R, utilizando camara digital NikonO Coolpix 990 acoplada ao
microscopio DM R LeicaO.

A barra azul indica o material analisado. O material disponivel,
que néao foi escolhido para o presente estudo, podera complementar

trabalhos futuros.

Anédlise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram tabulados utilizando o
programa Excel. Os arquivos foram organizados de acordo com a
analise estatistica a ser realizada.

Apés a andlise citolégica do material, foi montada uma tabela com
0s resultados gerais, que geraram o0s graficos da analise do
desenvolvimento dos micrésporos e graos de polen, porcentagem de
anteras responsivas e numero meédio de estruturas por antera
responsiva observadas por amostra a cada trés dias.

Foram confeccionados graficos com a porcentagem de todos os
tipos celulares observados nas amostras controles (CO e C1) e nas

amostras coletadas a cada trés dias (Exp3 a Exp18).
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2.2.4 — Analises Histoldgicas

De cada espiga que entrou na cultura, foram fixadas anteras
isoladas em eppendorfs com FAA 50% (Johansen, 1940), segundo
esquema descrito a seguir:

Quatro anteras por linhagem/cultivar fixadas a cada dois dias, até
34 dias em cultivo in vitro, totalizando 346 anteras amostradas até o
inicio da formacao de estruturas embriogénicas, em média, com 50 ou
mais anteras/cultivar [“ESPECIAIS”]. As anteras isoladas (Jjuntamente
com suas estruturas embriogénicas liberadas ou nédo do interior do
I6culo) foram fixadas separadamente, de acordo com o lado de origem
da espiga, em eppendorfs com FAA. Ver Figura 7; Esquemas 1 e 2, e
Tabela 3.

As anteras de cevada, juntamente com as suas estruturas
internas ou liberadas do interior do l6culo, coletadas das placas de petri
com meio de cultura, foram fixadas individualmente em eppendorfs (ver
Tabela 3) com FAA 50% (Johansen, 1940) = alcool etilico absoluto
50%, formaldeido 40% e acido acético glacial (90 : 5 : 5), e ap6s 24
horas, transferidas para alcool 70% e mantidas a 5 °C em camara fria
até analise.

Para o processamento do material, as anteras (com suas
estruturas embriogénicas internas) bem como as estruturas
embriogénicas isoladas foram desidratadas em série etilica. Apés, foram
tratadas com trés passagens em etanol absoluto : cloroférmio = 3 : 1;
1 : 3 e 1 : 1, e novamente transferidas para etanol absoluto.
Posteriormente, foram pré-infiltradas (com uma gota de fucsina basica
para melhor visualizacdo do material), infiltradas e incluidas em
hidroxietilmetacrilato (Historesina-Jung) para montagem dos blocos. Os
mesmos foram colados em suportes metalicos ou de madeira,

dependendo do tamanho do bloco. Apds, foram realizadas secdes
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Tabela 3 - Esquema para a obtencdo das anteras “ESPECIAIS”: Exemplo da
espiga A0O90 (S;A22). Cada antera fixada (individualmente em eppendorf) esta

identificada pelo lado da espiga, pela espigueta (n*) e pela posicdo da antera

na placa de cultivo (letra)

Dia da fixacao

Anteras fixadas

Lado 1 Lado 2
2 3a e 9a 6a e 122
4 4a e 10a 1b e 13b
6 5ae 1lla 2ae 8
8 6a e 12a 3ae 9?
10 2a e 8a 4ae 10 a
12 6b e 12b 5a e 11°
14 3b e 9b 6b e 12b
16 4b e 10b 5b e 13c
18 5b e 11b 2b e 8b
20 6c e 12c 3b e 9
22 5cellc 4b e 10b
24 2b e 8b 5c e 11b
26 3c e 9c 6c e 12c
28 4c e 10c lce 11c
30 2c e 8c 2c e 10c
32 - 3c e 9c
34 - 4c e 8c

longitudinais de 3 nm de espessura em microtomo de rotacdo MICROM
ZeissO.

Para a coloracdo do material foi utilizado o corante Azul de
Toluidina O, a 0,05%, pH 4,4 (O’Brien & McCully, 1981).

Na tabela 4 encontra-se o material disponivel para a analise das
anteras do grupo de “ESPECIAIS”. Note a linhagem S3A23 que nao foi
escolhida para a analise, mas que acabou sendo analisada até aos 22

dias de cultivo, por ter sido o primeiro material a ser trabalhado, ou
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Tabela 4 — Relacdo do material disponivel no grupo das anteras “ESPECIAIS”. Em cada dia indicado foram

fixadas quatro anteras (duas anteras de cada lado da espiga). Barras azuis identificam as espigas

analisadas histologicamente

(]
T
(&4
=] B - - ~
= Dias ap6s a indugao
€ —_
[} @
]
g o =
< @ T 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
a Ll [a)]
S3B61 B0O56 04.10.96 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
MO50 03.10.96 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 - - -

*= anteras fixadas oriundas do mesmo lado da espiga (lado 2).

38
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seja, as anteras foram utilizadas como treinamento para a realizacao
das laminas, mas em vista dos bons resultados obtidos decidiu-se pela
sua inclusdo no estudo.

As laminas utilizadas para observacdo ao microscépio 6ptico e
para a realizacdo de fotomicrografias foram montadas com 6leo de
imersado. A analise das laminas foi realizada em microscopios de campo
claro OlympusO BX 41 e Dialux 20 EB LeitzO, ambos providos de
camara fotografica analdgica. Os cortes selecionados também foram
fotomicrografados pela camara digital NikonO Coolpix 990 acoplada ao
microscopio DM R LeicaO. Nesse mesmo microscopio também foram
analisadas laminas em contraste interferencial (DIC) para destacar
nuances das estruturas internas das células, principalmente para
melhor observacéo dos nucleos. Também foi utilizada a microscopia de

epifluorescéncia, com os seguintes fluorocromos:

- auramina O = para evidenciar a esporopolenina (Vithanage &
Knox, 1979); Filtro de excitacdo de 450 — 490 nm.

- calcoflaor (White, M2R — Sigma O) 0,01% em solucéo aquosa
= para evidenciar a constituicao celul6sica da parede celular

(Pacini et al., 1999). Filtro de excitacao de 350 — 390 nm.

Os testes histoquimicos foram realizados da mesma forma que os
fluorocromos, colocando-se uma gota do material sobre o corte
histolégico e a seguir, colocando a laminula sobre o mesmo. Foram

utilizados:

- lugol (solucdo aquosa de iodo e iodeto de potassio) Sass, 1951

= para evidenciar amido;



- coomassie brilliant blue R-250 — 0,25% em solucéo acética 7%
= para identificar proteinas totais (Southworth, 1973). CI
(color index): 42660.

Foi utilizada a microscopia de polarizacdo para a confirmacédo da
presenca de amido no material analisado, no microscépio DM R LeicaO.

Apb6s todos os procedimentos, também foram realizadas
fotomicrografias dos resultados evidenciados.

As imagens selecionadas foram processadas no programa Adobe
Photoshop CS e as estampas montadas no programa Corel Draw 11.0.
As laminas produzidas durante o trabalho serdo registradas e mantidas
no Laminério do Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de
Botanica da UFRGS.

Para fins comparativos foi realizada uma analise pontual de
embrides maduros e de anteras, ambos obtidos in vivo. Esse material

seguiu o mesmo procedimento histolégico descrito anteriormente.

Analises Estatisticas

Os critérios de classificacdo de cada antera foram definidos a
partir do menor ou maior numero de ocorréncias dos tipos celulares
analisados e observados.

Foram montadas tabelas de presenca (+) e auséncia (-) com o0s
tipos morfoldégicos analisados, para cada cultivar e linhagens analisadas.
Para que a analise pudesse ser realizada, foram atribuidos os valores
zero (O, -, auséncia) e um (1, +, presenca).

A variavel numero de estruturas embriogénicas (ELSs) foi

subdividida em quatro variaveis para a analise: sem forma, MAC
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(estruturas com meristema apical caulinar), MAR (estruturas com
meristema apical radical adventicio embrionario) e embrides.

A partir do agrupamento dos resultados da analise qualitativa
realizada, foram feitos os testes de X? (qui-quadrado) para as ELSs e o
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (analise de variancia nao-
parameétrica). Foi utilizado o programa SPSS (Statistical Package for
Social Science), versao 12.0 em nivel de significAncia de 5%. Foi
utilizado o teste DMS (diferenca minima significativa) de comparacdes
multiplas para verificar diferencas existentes nos resultados, atraves de
analise de variancia.

A coleta e analise do material a cada dois dias foram necessarias
para que fossem obtidos resultados mais representativos e seguros com

relacdo a embriogénese da cevada.
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“Em algum lugar além do arco-iris,
0S Cus S0 mais azuis e 0s sonhos que
Vocé ousa sonhar realmente

acontecerao”.

57



3 - RESULTADOS
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3.1 - CULTURA DE ANTERAS DE CEVADA

Etapa da coleta de espigas e determinacdo do estadio de

desenvolvimento dos micrésporos e grdos de polen (Tabela 5)

Através dos marcadores morfoldgicos utilizados no momento da
coleta das espigas (distancia interligulas, altura dos afilhos e
comprimento das aristas), foi possivel otimizar a coleta das mesmas,
evitando a coleta de um numero elevado de espigas com micrésporos e
graos de pdlen em estadio inadequado para a obtencao de respostas
efetivas da androgénese in vitro.

O célculo do estadio médio de desenvolvimento dos micrésporos e
graos de podlen de cada espiga coletada foi feito com base nas modas
observadas em uma antera de cada uma das trés espiguetas analisadas
citologicamente. Para a realizagdo do referido calculo, foram atribuidos
valores (ver Tabela 5) para a moda dos estadios observados em cada
espigueta. Dessa forma, o estadio médio de cada espiga foi igual a
média aritmética dos valores atribuidos as modas das trés espiguetas.
Foram analisadas citologicamente 144 espigas, num total de 432
anteras. Das espigas analisadas, somente 99 entraram em cultura, ou
seja, somente aquelas que possuiram a maioria de micrésporos e graos
de polen em estadio adequado para o cultivo in vitro (entre Ul e UT).

Em relacdo ao comprimento das aristas emergentes, as mesmas
foram observadas na cultivar BR-2, em 11 espigas coletadas, sendo oito
da linhagem S3B61 e trés da S3B63 (desta ultima somente uma espiga
nao entrou no cultivo in vitro). Na cultivar MN-599, as aristas
emergentes foram observadas somente, em uma das espigas coletadas.
Apesar da pequena medida (3 mm), a espiga foi descartada porque ja

tinha ultrapassado o estadio ideal para o cultivo in vitro.
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Tabela 5 — Valores atribuidos a cada estadio de desenvolvimento dos
microsporos e graos de polen, caracterizando a moda por espigueta

Estadios de desenvolvimento dos micrésporos e

Valores graos de polen
atribuidos
0 Muito jovem (antes de Célula-mae-de-micrésporo)
1 Célula-méae-de-micrésporo
2 Tétrade
3 Tétrade/ Uninucleado Inicial
4 Uninucleado Inicial
5 Uninucleado Inicial/ Uninucleado Médio
6 Uninucleado Médio
7 Uninucleado Médio/ Uninucleado Final
8 Uninucleado Final
9 Uninucleado Final/ 12 Divisdo Mitética
10 12 Divisdo Mitética
11 12 Divisdo Mitotica/ Binucleado Inicial
12 Binucleado Inicial
13 Binucleado Inicial/ Binucleado Médio
14 Binucleado Médio
15 Binucleado Médio/ Binucleado Final
16 Binucleado Final
17 Binucleado Final/ 22 Divisdo Mitotica
18 22 Divisdo Mitdtica
19 22 Divisdo Mitética/ Trinucleado
20 Trinucleado
99 Nao-computado (perdido, estéril ou vazio)

Etapa da Inducdo de Estruturas Embriogénicas (Tabela 6)

Das 99 espigas cultivadas in vitro, nove delas foram eliminadas
pois apresentaram contaminacao na etapa inicial da inducao (primeiros
dias de cultivo), ou seja, a eliminacao foi realizada antes das anteras
produzirem alguma estrutura embriogénica e portanto, nao foram
contabilizadas na producéao total. Foram fixadas anteras de 21 espigas
no total (para analises cito- e histologicas), restando apenas 67 espigas

para o cultivo in vitro (12 abordagem), sendo que somente 53 foram
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mantidas, sem contaminacdo, até o final da inducdo. A partir das 67
espigas foram cultivadas in vitro 3.870 anteras (mantidas in vitro até o
final da inducdo: 3.039 anteras), que formaram, no total, 73.759
estruturas embriogénicas.

A cultivar A-05 foi mais eficiente na producao de estruturas
embriogénicas (a linhagem S3A22 com producdo em maior numero que
a $3A23), sendo seguida pela cultivar BR-2 (a linhagem S$B61 com
maior nidmero que a S3zB63) e por ultimo, a cultivar MN-599 (nhéao-
selecionada). Essas diferencas ndo foram comprovadas pela analise
estatistica, embora exista uma tendéncia quando comparamos a
probabilidade do teste (p = 0,084) e o nivel de significancia adotado de
5% (Tabela 6). O mesmo foi verificado para a variavel “numero total de
estruturas formadas” (producéo total), n&o havendo diferenca
estatisticamente significativa (Tabela 6).

Com relacdo ao numero de estruturas formadas/espiga (Tabela
6), pode ser observada, através do desvio padrao (dp), uma grande
variacdo na producdo das mesmas. Na linhagem S3A23 a variacao foi
ainda maior, ou seja, o desvio padrao excedeu o valor da média. Isso
pode ter sido devido a variabilidade entre espigas, pois algumas espigas
dessa linhagem nao produziram nenhuma estrutura embriogénica a
partir de suas anteras cultivadas in vitro (ver Figura 8 A). O teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis também nao revelou diferenca
significativa com relacdo aos genotipos para a variavel analisada,
embora, novamente, tenha havido uma tendéncia a significancia (p =
0,073) (Tabela 6).

A Tabela 6 sintetiza os resultados obtidos na etapa de inducédo da
cultura de anteras. As barras azuis indicam as duas linhagens
selecionadas que mostraram respostas mais divergentes na inducao,
além de uma cultivar ndo-selecionada, que forneceram material para o

trabalho de tese (andlises citolégicas e histoldgicas).
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Tabela 6 - Cultura de anteras de cultivar e linhagens selecionadas de cevada. Resultados da inducdo em anteras

cultivadas in vitro. As barras azuis indicam as linhagens selecionadas com respostas divergentes, além da

cultivar ndo-selecionada, que forneceram material para o trabalho de tese. "x = média; dp = desvio padrao

Nao-contaminadas

Producédo Total*!

Estruturas

Estruturas

N2 total N2 total de

o o o o
Cultivar Linhagem N—_de N=de N estrutuiags formadas/espiga*® formadas/ " to_tal de de estruturas
espigas anteras formadas antera espigas anteras  formadas**
X + dp

A-05 S3A22 11 625 19.515 1.774,09 = 1.179,42 31,22 12 679 20.274

S3A23 11 606 9.857 896,09 * 1.162,83 16,27 14 816 13.964

BR-2 S3B61 14 822 15.889 1.134,93 = 787,07 19,33 18 1.063 20.188

S3B63 10 607 11.966 1.196,60 = 750,69 19,71 14 833 13.240

MN-599 - 7 379 3.974 567,71 = 666,69 10,49 9 479 6.093

Totais: 3 4 53 3.039 61.201 1.154,74 = 986,59 20,14 67 3.870 73.759

*1 Incluindo as espigas que produziram estruturas antes da contaminacéo.

Para ser considerado significativo, p deve ser £ a 0,05

Teste de Kruskal-Wallis: *? p = 0,084

*3 p =0,073

*4 p=0,116
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Quanto ao numero de anteras responsivas aos 21 dias de indugéo,
verificaram-se que os resultados, analisados pelo teste nado-paramétrico
de Kruskal-Wallis, indicaram nao haver diferencas significativas entre os
gendtipos analisados. As médias obtidas para cada gendtipo foram:
S3A22: 0,75%; S3A23: 0,47%; S3zB61: 0,50%; S3B63: 0,56% e MN-
599: 0,31%. Deve ser ressaltado que o resultado apresentou uma
tendéncia a significancia apresentando um p = 0,053.

Foi realizado também o teste de Kruskal-Wallis para a variavel
“estruturas formadas aos 28 dias/anteras x 1007, para verificar a
intensidade de resposta rapida. Os resultados foram significativos (p =
0,017), indicando que ha diferencas entre os gendtipos para a resposta
precoce das anteras na formacao de estruturas embriogénicas (28 dias
= data da primeira transferéncia de estruturas para o meio de
regeneracao-l [R-1]). As médias obtidas para cada genodtipo foram:
S3sA22: 0,25%; S3A23: 0,16%; SzB61: 0,13%; S3B63: 0,15% e MN-
599: 0,06%.

Através do teste de comparacdes multiplas de Duncan, verificou-
se que os genodtipos mais extremos foram: S3A22 com maior resposta e
MN-599 com menor resposta, ou seja, os dois gendtipos formaram
grupos diferentes. A linhagem $A23 teve a segunda maior resposta,
seguida da S3B63 e S3;B61.

Os resultados da analise estatistica descritiva estdo apresentados
na tabela 7, com as médias, desvio padréo e limites inferior e superior

para cada variavel analisada.
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Tabela 7 — Resultados da Analise Estatistica Descritiva para a etapa de inducado das estruturas embriogénicas.

"X = média; dp = desvio padréo

Genétipos Espiga Anteras/Espiga (néo- Total de estruturas formadas Estruturas/Antera (nao- Total de estruturas em RI
(N) contaminadas) até 68 dias (ndo-contaminadas) contaminadas)

X + dp (Limites)| X + dp (Limites) "X + dp  (Limites) X + dp  (Limites)
S3A22 11 (56,82 11,92 (40-73) |1774,09 1179,42 (34-3659) |29,45 17,67 (1-52) 634,36 677,06 (0-2325)
S3A23 11 |55,09 14,30 (34-73)| 896,09 1162,83 (0-3299) (14,83 17,33 (0-45) 264,00 470,97 (0-1453)
S3B61 14 |58,71 5,14 (52-70) |1134,93 787,07 (2-2034) [19,34 13,70  (0-37) |454,00 474,88 (0-1305)
S3B63 10 (60,70 6,24 (49-70) [1196,60 750,69 (0-2525) (19,54 12,12 (0-41) 600,70 495,87 (0-1568)
MN-599 7 (54,14 9,60 (43-67)| 567,71 666,69 (1-1771) 9,52 9,93 (0-28) 507,14 598,06 (0-1521)
TOTAL 53 |57,34 9,79 (34-73) [1154,74 986,59 (0-3659) |19,24 15,50 (0-52) (486,70 537,55 (0-2325)
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Etapa de Regeneracido de Plantulas Verdes (Tabelas 8 e 9)

Os resultados da analise estatistica descritiva estao apresentados
na tabela 8, com as médias, desvio padréo e limites inferior e superior
para as variaveis “numero de plantulas verdes formadas” e “numero de

plantulas verdes/estrutura em RI”.

Tabela 8 — Resultados da analise estatistica descritiva para a etapa de

regeneracdo de plantas verdes formadas. "X = média; dp = desvio

padrao
Gendtipos Espiga N de plantulas verdes formadas N© de plantulas verdes/estrutura
(N) em RI
X+ dp (Limites) "X + dp (Limites)

S3A22 1 | 2,00 1,73 (1-4) 0,13 0,41 (0,9-0,17)
S3A23 11 1,00 0,00 (1-1) 0,12 0,09 (0,6-0,22)
S3B61 14 |12,87 10,58 (1-36) 3,40 3,06 (0,63-9,86)
S3B63 10 |19,91 15,20 (2-56) 3,80 3,23 (0,88-12,81)
MN-599 7 111,25 15,80 (1-37) 1,26 0,96 (0,22-3,11)
TOTAL 53 |12,77 13,37 (1-56) 2,59 2,86 (0,6-12,81)

Na Tabela 9 sdo apresentadas informacgdes mais detalhadas sobre
as respostas dos genotipos relativos a regeneracdo de plantulas. Com
relacdo ao numero de estruturas embriogénicas transferidas para o
meio de regeneracao-l (Rl), o teste de Kruskal-Wallis mostrou que néao
ha diferencas significativas entre os genotipos, pois possuem valores
semelhantes no numero de estruturas transferidas. Pode ser feito um
destaque, somente, para a linhagem S3B61, com 1.570 estruturas, com
0 mais alto numero de estruturas transferidas para RI, mesmo em

comparacao com a linhagem SzA22.
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Tabela 9 — Cultura de anteras de cultivar e linhagens de cevada. Resultados da regeneracdo de plantulas

(producéao total)

N2 total de N2 total N2 total de 0 A N2 de plantulas Prqporgao
. N= de plantulas O a . plantulas
Cultivar Linhagem estruturas estruturas plantulas verdes/estrutura N pIantngls albinas/ albinas:
transferidas transferidas verdes o RIX100 *3 albinas * estrutura em verdes
1 o 2 3
para RI ** RI/n? anteras formadas * RI x 100 * formadas*3
A-05 S3A22 6.978 10,28 7 0,10 43 0,62 6,1:1
S3A23 5.605 6,87 3 0,05 37 0,66 12,3:1
BR-2 S3B61 8.548 8,04 193 2,26 785 9,18 4,1:1
S3B63 6.756 8,11 219 3,24 531 7,86 2,4:1
MN-599 - 5.669 11,84 90 1,59 138 2,43 1,5:1
3 4 33.556 8,67 512 1,53 1.534 4,57 3,0:1

Para ser considerado significativo, p deve ser £ a 0,05

Teste de Kruskal-Wallis: ** p = 0,232
*2 —
p = 0,009

*3 p =< 0,001
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Utilizando o mesmo tipo de analise estatistica, foi verificado que o
numero total de plantulas verdes formadas por gendétipo (Tabela 9), foi
significativo (p = 0,009). Pode-se destacar as duas linhagens da cultivar
A-05, que produziram um numero baixissimo de plantulas verdes
(Figura 8 F), mesmo tendo produzido um bom numero de estruturas
embriogénicas que foram transferidas para Rl. Por outro lado, as duas
linhagens da cultivar BR-2 tiveram a maior producdo de plantulas
verdes (Figura 8 F). Na Figura 8 F podem ser visualizadas essas
diferengas: na regido central da Figura, as duas maiores fileiras de
plantas sdo da cultivar BR-2 (respectivamente, da esquerda para a
direita: linhagens S3B61 e S3B63). No canto esquerdo da figura, esta a
cultivar A-05: a primeira fileira de plantas (quatro plantas) é da
linhagem S3zA22 e a segunda (duas plantas) é da S3A23. Por ultimo, no
canto direito, estad a cultivar MN-599, com duas pequenas fileiras de
plantas.

A andlise ndo-paramétrica (teste de Kruskal-Wallis) da variavel
numero de plantulas verdes formadas/estrutura em Rl X 100, revelou
diferencas significativas (p < 0,001) entre as duas linhagens da cultivar
A-05 por um lado, com as duas linhagens da BR-2 (que néo diferiram
entre si). A cultivar MN-599 mostrou-se intermediaria, sem diferir das
duas outras cultivares (Tabela 9).

Da mesma forma, o numero de plantulas albinas formadas, bem
como o numero de plantulas albinas/estrutura em RI X 100 (Tabela 9)
também foi significativo (p < 0,001), mostrando que as duas linhagens
da cultivar BR-2 tiveram uma alta producédo de plantulas albinas, bem
como proporcdo de plantulas albinas por estrutura embriogénica
transferida para RIl. A cultivar MN-599 mostrou-se mais uma vez
intermediaria em relacdo as outras duas cultivares. As duas linhagens
da cultivar A-O5 apresentaram os menores valores para cada uma das

referidas variaveis, com valores proximos entre elas.

67



Com relagdo a proporcédo de plantulas albinas : plantulas verdes
formadas, verificou-se novamente que o teste de Kruskal-Wallis
mostrou significancia (p < 0,001), para cada gendtipo analisado (p <
0,001). A cultivar MN-599 mostrou ter a menor proporcao, seguida da
cultivar BR-2, com suas duas linhagens, e por ultimo, a cultivar A-05
com suas duas linhagens analisadas. Dessa ultima cultivar, a linhagem
S3A23 apresentou a maior proporcao de plantulas albinas, maior até (o

dobro) do que a linhagem SzA22.

Etapa de Regeneracdo de Plantas Adultas (Tabela 10)

O numero de plantulas verdes transferidas para o meio de
regeneracao-ll (RIl) apresentou bastante variacdo entre as cultivares
(Tabela 10). A cultivar A-O5 produziu o menor nidmero, nas suas duas
linhagens. A cultivar MN-599 foi intermediaria e por udltimo, as duas
linhagens da cultivar BR-2, com destaque para a linhagem S3B61, com
167 plantulas transferidas. A partir dessas plantulas, foram transferidas
para recipientes de polietileno (copos) somente 152 plantas dessa
linhagem, que novamente teve o0 maior numero de plantulas
transferidas para recipientes de polietileno. O mesmo numero de
plantulas ndo pb6de ser mantido por problemas de regeneracdo pois,
para a transferéncia das mesmas para recipientes de polietileno, é
necessario um bom desenvolvimento das raizes e da parte aérea.
Houve também, perda de algumas plantulas pelo ndo desenvolvimento
no meio de regeneracdo — Il (RIl), ocasionando a morte das mesmas,
ou também pela contaminacdo e/ou por um aumento inesperado
(temporéario) da temperatura camara de crescimento. As duas Unicas
linhagens que mantiveram o numero de plantulas foram S3A22 e S3A23,
da cultivar A-05. Esse mesmo numero foi mantido até a transferéncia

das plantas para recipientes com solo.
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Tabela 10 — Cultura de anteras em cultivar e linhagens de cevada. Resultados da regeneracdo de plantas adultas

NS plantas

o adultas NS de plantas que

o NS N2 de N= NG em formaram espigas NS de

N= A A lantulas recipientes
lantulas P P
plantulas plantulas - P verdes o plantas ~ ., solos plantas
Cultivar  Linha verdes em verdes em : Yo adultas o . . 0
gem verdes ., . /n2 transferi- diploides n= de ferteis/n=
transferi- recipientes recnpleAntes N~ " yas o/ em Antulas plantas
das p/ RII oligt(ialeno de pIanF::JIIas recipientes rce;;?':(;toef P em - adultas
p em com solo recipientes Total Com gréos
de
polietileno
A-05 S3A22 7 7 1,00 7 75,00 6 0,86 3 2 0,33
S3A23 3 3 1,00 3 0,00 3 1,00 - - 0,00
BR-2 S3;B61 167 152 0,91 96 54,69 92 0,61 43 30 0,33
S3;B63 149 129 0,87 97 58,33 93 0,72 54 34 0,37
MN-599 - 90 63 0,70 27 71,43 21 0,33 2 2 0,10
3 4 416 354 0,85 230 58,07 215 0,61 102 68 0,32

* = plantas sobreviventes (com ou sem a formac¢éo de espiga)

69



Para as outras duas linhagens (cultivar BR-2) e para a cultivar MN-599
0 numero de plantas foi reduzido, sendo que no caso da MN-599 o
nuamero inicial de plantulas em RIl era de 90 e no momento da
transferéncia para recipientes com solo restaram apenas 27 plantulas.
Esse decréscimo pode ser atribuido a problemas técnicos e/ou
fisiologicos das plantulas, como comentado anteriormente.

Com relacdo ao nivel de ploidia das plantas verdes regeneradas
(Tabela 10), a analise de pontas de raizes de 219 plantas indicou que
58,1% das plantas apresentaram 2n=14 cromossomos, sendo, portanto
duplo-hapldéides espontaneos (Figura 8 H). Portanto, 41,9% das plantas
analisadas eram hapldides (Figura 8 G).

Na tabela 10 pode-se observar que o numero de plantas adultas
mantidas em recipientes com solo (plantas sobreviventes com ou sem a
formacéao de espigas) também foi diferente do namero inicial transferido
para RIl, com exce¢ao da linhagem SzA23 que manteve o mesmo
nimero. A linhagem S3A22 teve o nUumero reduzido de sete (n2 de
plantas transferidas para sacos) para seis. As outras duas linhagens e a
cultivar MN-599 também tiveram pouca perda do numero de plantas
entre as transferéncias.

O numero de plantas adultas que formaram espigas foi reduzido
(Tabela 10), principalmente aquelas contabilizadas para na categoria
“espigas com grao” (plantas férteis). A linhagem S3A23, ja apresentava
um numero muito reduzido de plantulas obtidas, ndo produziu nenhuma
planta que tenha formado espiga(s). A linhagem S$A22 apresentou
somente trés plantas que produziram espigas, sendo que dessas,
somente duas com graos cheios (férteis). A producdo também foi muito
pequena na cultivar MN-599, com apenas duas plantas com espigas
com graos cheios. A resposta das duas linhagens da cultivar BR-2 foi
semelhante entre si, mesmo a SzB61 tendo produzido inicialmente um
maior numero de plantulas verdes; no final, a linhagem S3B63 superou

esse valor, formando 54 plantas com espigas, sendo que dessas, 34
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apresentaram graos cheios. Ja a S3zB61 produziu 43 plantas com
espigas, sendo que 30 delas possuiam graos cheios.

A quantidade, calculada para cada genoétipo, da proporcao de
plantas férteis (que produziram grdos) em relacdo ao numero de
plantas adultas, foi baixa (Tabela 10), sendo muito semelhante nas
linhagens S3A22, S3B61 e S3B63. Para a linhagem S3A23 nao foi
possivel realizar o calculo, uma vez que a mesma néo produziu plantas
com espigas. A cultivar MN-599 teve producdao mais baixa que essas

linhagens. A linhagem S3A23 ndo produziu plantas com espigas.

71



Figura 8- Seqiiéncia das etapas da cultura de anteras de cevada. A - Anteras estabelecidas em
meio de indugdao ([-3); B - Estruturas embriogénicas em meio de regeneracdo-1 (RI-3), com plantulas
em formacBo; € - Plantulas em melo de regeneracio-11 (RII-3): D - Plantulas em recipientes de
polietileno, obtidas em cultive in witro; E - Plantas em recipientes com solo, em telado, obtidas fn
vitra; F - Plantas das cultivares (da esquerda para a direita) A-05: linhagens S,A22 e 5.A23, BR-2:
5.B61 e 5.B63, ¢ MN-599; G - n=7 cromossomos: hapldide; H - 2n=14 cromossomos: duplo-
hapldide espontanec, Escalas: A, CeD: 1cm; GeH: 10 um.
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3.2 - ANALISE CITOLOGICA DA CULTIVAR MN-599 DE
CEVADA

Foram realizadas analises citoloégicas de todas as anteras das
diferentes amostras da espiga M088 (cultivar MN-599). No total, foram
analisadas 62 anteras, classificados 11.913 micrdésporos e graos de
pélen, contadas e medidas 217 estruturas embriogénicas.

Na Tabela 11 é apresentada uma sintese dos resultados, com o
total, a média e os limites, menor e maior, do numero de microsporos e
graos de pdlen em cada categoria e amostra analisada.

A analise das amostras CO, antes do pré-tratamento a baixa
temperatura, e C1, ap6s o pré-tratamento, porém antes da cultura in
vitro) e de outras anteras coletadas apo6s o inicio do cultivo in vitro
(Exp3 até Expl8) a cada 3 dias, revelou os principais resultados (ver
Figuras 9 a 11):

Micrésporos foram observados em todas as amostras, havendo
um decréscimo de quase 99%, na amostra CO, para cerca de 40% ou
pouco menos nas demais amostras (Figura 9 B). Da mesma forma, os
graos de podlen binucleados também foram observados em todas as
amostras, com um pico em C1, decrescendo até em torno de 10%
(Figura 9 C). Entretanto, os bicelulares n&o foram observados em CO e
C1 (controles), estando presentes, em porcentagens crescentes, de
0,05%, na Exp3, até 18,84%, na Expl8 (Figura 9 E). Os bicelulares
simétricos somente foram observados a partir do Exp6 (Figura 9 F),

sempre em porcentagens baixas.
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Tabela 11 - Resultados Gerais da Analise Citoldgica das Anteras Controle (CO e C1) e cultivadas in vitro até 18 dias
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Com relacdo aos graos de podlen trinucleados, pode-se observar na
Figura 9 G que foi encontrado somente um caso de trinucleado normal
(0,09%) na amostra CO. No outro controle, C1, nao foi observado
nenhum trinucleado. Nas outras amostras apareceram trinucleados
simétricos, a partir da Exp3. Somente parte desses trinucleados
simétricos corou (Figura 9 H); no caso da amostra Expl2 nenhum dos
poucos trinucleados simétricos coraram, o que também ocorreu na
amostra CO. Na Figura 12 A pode-se observar um trinucleado aos trés
dias de cultivo in vitro com deslocamento anormal da esporoderme.

Os graos de podlen tricelulares (Figura 9 1) apareceram na C1, na
frequéncia de 0,88%, sendo todos tricelulares normais (nhao-
simétricos). A partir da Exp3 (0,18%), os tricelulares ndo-simétricos
apresentaram uma frequéncia crescente até a Expl5 (23,81%). Na
Expl8 houve um decréscimo da frequéncia para 14,90%. A analise dos
resultados das amostras da Exp.18, permite sugerir gue esse
decréscimo possa ser devido ao fato de essa amostra de anteras ter
envolvido menor porcentagem de anteras responsivas (Figura 10), ou
que os micrésporos/graos de podlen das anteras responsivas talvez
estivessem em estadios um pouco mais atrasados ao entrarem na
cultura in vitro. Os tricelulares simétricos (Figura 9 J) foram observados
somente nas amostras Experimentais, a partir da Exp6 até o final
(Exp18), sempre em baixa frequéncia.

Na Figura 9 L, pode-se observar que os graos de podlen
multinucleados somente foram detectados a partir da amostra Exp3 em
porcentagens variaveis, evidenciando o possivel inicio da formacéao de
estruturas embriogénicas. Fazendo-se a comparacéao das Figuras 9L e 9
M, podemos verificar que a porcentagem da Exp9 da primeira Figura
(1,42%) é um pouco maior do que a segunda (1,34%). A diferenca
encontrada deve-se a uma baixa frequéncia, nesta amostra, de
multinucleado com nucleos diferentes (0,08%). Nas Figuras 12 B e C

podem ser observados gréaos de polen multinucleados aos seis dias de
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cultivo in vitro com oito e nove nucleos, respectivamente. O pdlen da
Figura 12 C esta ao lado de um microsporo plasmolisado,
provavelmente uninucleado, mostrando que nem todos 0S microsporos
e grdos de pdélen da mesma amostra estdo no mesmo estadio de
desenvolvimento e também, que nem todos os micrésporos e graos de
polen sdo competentes para ingressarem na rota da embriogénese do
micrésporo e do podlen.

Gréaos de podlen multinucleados e/ou multicelulares aos seis dias
de cultivo in vitro também podem ser observados nas Fguras 13 A-D.
Nas Figuras 13 A e B podem ser observados pedacos de anteras com
graos de pdélen multinucleados. Na Figura 13 A pode-se observar uma
antera secionada na regiao proximal (em relacao ao filete) com muitos
graos de poélen multinucleados. Alguns graos de pélen multinucleados
podem ser observados na Figura 13 B, onde a antera também foi
secionada, mas na regiao distal (em relacédo ao filete), mostrando uma
maior concentracdo de multinucleados na regiao proximal. A Figura 13
C mostra um detalhe dos multinucleados na regido proximal da antera,
mostrando também que sdo encontrados micrésporos vazios e
uninucleados. Um grao de podlen multicelular com mais de 12 nucleos
pode ser observado na Figura 13 D.

O resultado geral da ocorréncia/frequéncia dos tipos
multicelulares pode ser observado nas Figuras 9 N e 9 O. Esse tipo
celular somente apareceu a partir da amostra Exp6, ou seja, apos seis
dias em cultivo. Comparando as Figuras 9 N e 9 O, observa-se que a
grande maioria dos micrésporos e graos de poélen multinucleados corou
com carmim propidnico; a excecao foi a amostra Expl2, com cerca de
metade nao corada. Nas Figuras 12 D-F, podem ser observados graos
de pdlen multicelulares, evidenciando até mesmo divisdes
cromossdmicas mitdticas e o rompimento parcial da esporoderme para
uma possivel posterior formacdo de estrutura embriogénica. Os estadios

de desenvolvimento dos graos de polen multicelulares aos nove dias de
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cultivo in vitro podem ser observados nas Figuras 14 A e B. A Figura 14
A mostra um grdao de pdlen multinucleado com esporoderme
parcialmente rompida e a Figura 14 B mostra outro grao de podlen
multicelular, com dois nucleos extravasados através da esporoderme
parcialmente rompida.

Como ja comentado, estruturas embriogénicas foram observadas,
em porcentagens crescentes (Figura 11), a partir da amostra Exp9. Em
média, foram obtidas 1,0 estrutura/antera responsiva, na amostra
Exp9, chegando a 20,8 estruturas/antera responsiva na Expl8. Os
resultados mostram uma clara tendéncia de aumento, tanto no numero
de anteras responsivas (Figuras 10 e 11), ou seja, aquelas anteras que
produziram estruturas multicelulares (potencialmente embriogénicas)
apos sofrerem deiscéncia in vitro, como no numero médio de estruturas
embriogénicas por antera responsiva, ao longo do tempo de cultivo no
meio de regeneracdo-l. Assim, a partir da Exp9, o numero médio de
estruturas, por antera responsiva, cresceu significativamente,
aumentando mais de 20 vezes.

As estruturas embriogénicas multicelulares formadas aos nove
dias de cultivo in vitro podem ser observadas na Figura 14 C-E. Nas
Figuras 15 A-E sdo mostradas estruturas embriogénicas multicelulares
observadas aos 12 dias de cultivo in vitro (A-C) e aos 15 dias (D-F). A
Figura 16 mostra uma estrutura embriogénica multicelular obtida aos
15 dias de cultivo in vitro.

O “Pdélen-p” ocorreu em baixissima frequéncia, tendo sido
detectado somente nas amostras Experimentais, da Exp6 a Expl8
(Figura 9 A). A maior frequéncia foi observada na amostra Expl5
(0,53%). Na Figura 13 E pode ser observado um “Pdlen-p” com
esporoderme anormal, parecendo estar plasmolisado. O pequeno
tamanho observado nesse tipo celular pode ser comparado com outro

grao de pdélen, como por exemplo o da Figura 12 A.
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Na tabela 12 é apresentada uma sintese dos resultados obtidos na

analise citoldgica realizada na cultivar MN-599 de cevada.
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Figura 9 — Analise de micrésporos e graos de pdélen nas amostras: a cada trés
dias.: CO = Controle zero (antes do pré-tratamento a baixa temperatura); C1
= Controle 1 (ap6s 10 dias de pré-tratamento, antes do cultivo in vitro); Exp
(= Experimental) 3 até 18 dias de cultivo in vitro. A — F : Porcentagens de cada
tipo morfolégico observado por amostra. A: Micrésporos e “pdlen-p”; B: Total de
micrésporos/graos de pélen uninucleados; C: Graos de pdlen binucleados; D: Graos de
polen binucleados simétricos corados; E: Graos de pélen bicelulares; F: Graos de pdlen
bicelulares simétricos corados.
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Figura 9 — Analise de graos de pdlen... (cont.) — G — J : Porcentagens de cada tipo
morfolégico observado por amostra. G: Total de trinuclkeados; H: Trinucleados
simétricos corados; I: Total de tricelulares; J: Tricelulares simétricos.
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Multinucleados totais L Multinucleados nudcleos iguais corados M
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Amostras co C1 Exp3 Exp6 Exp9 Expl2 Expl5 Expl8 Amostras co C1 Exp3 Exp6 Exp9 Expl2 Expl5 Expl8
N (analisado) 1 og5 800 2200 2392 1413 979 1520 1523 N (analisado) 106 goo 2200 2392 1413 979 1520 1523
Multicelulares totais Multicelulares ndcleos iguais corados
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N (analisado) | oo 00 2200 2392 1413 979 1520 1523 (Ny analisado 3536 gop 2200 2392 1413 979 1520 1523

Figura 9 — Analise de grdos de pdlen... (cont.) - L - O: Porcentagens de cada tipo
morfolégico observado por amostra. L: Total de grdos de poélen multinucleados; M:
Grédos de pdlen multinucleados com nucleos iguais e corados; N: Total de grdos de
pélen multicelulares; O: Grdos de pdlen multicelulares com nucleos iguais e corados.
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Porcentagem de anteras responsivas

100 -
90 -
80 -
70 1
60 -
50 -
40 -
30 -
20 1
10 {1 0,00 0,00 0,00

0 A & &
Amostras CO C1 Exp3 Exp6 Exp9 Expl2 Expl5 Expl8

88,00

% anteras c/estruturas

N (total anteras) 5 4 11 12 8 6 8 8

Figura 10 — Porcentagem de anteras responsivas observadas por amostra:
CO, C1 e Exp.

N° médio de estruturas por antera responsiva

100 4
90 -
80 A
70 +
60 A
50 A
40
30 + 20,80
20 +
104 0,00 0,00 0,00 0,00

0- A & A =

Amostras Cco C1 Exp 3 Exp 6 Exp 9 Exp 12 Exp 15 Exp 18

N° médio de estruturas

1,00

N (anteras 0 0 0 0 2 4 7 5
responsivas)

Figura 11 — NUumero médio de estruturas por antera responsiva observado por
amostra: CO, C1 e Exp.
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Tabela 12 - Sintese dos resultados da analise citoldgica da cultivar MN-599, quanto a ocorréncia das categorias
classificatérias de microsporos e graos de poélen. A cor verde representa a presenca da categoria no dia de

observacado, a amarela, presenca de anteras responsivas e estruturas (ELSs), e a branca, auséncia

Classificacao Dias: -10: inicio do pré-tratamento; O: inicio do cultivo in vitro

Micrésporos totais

Binucleados totais

Binucl. simétricos corados

Binucl. assimétricos corados

Bicelulares totais

Bicel. sim. corados

Bicel. assim. corado

Trinucleados totais

Trinucl. sim. corado

Trinucl. assim. corado

Tricelulares totais

Tricel. simétrico

Tricel. assim.

P6len multi...

Pélen multinucleado

Poélen multinucleado nucleos
iguais corado

P6élen multicel.

Pélen multicel. ndcleos iguais
corado

Anteras responsivas

Estruturas (ELSs)
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Figura 12 - Estadios de desenvolvimento dos grdos de polen in vitro. A -
Trés dias de cultivo in vitro. B - F - Seis dias de cultivo in vitro. A - Grdo de
pdlen trinucleado com deslocamento anormal da esporoderme. B - Grao de
polen multinucleado com mais de oito nucleos. C = Grao de pélen multinucleado
com nove nucleos ao lado de um micrdsporo plasmolisado. D - Grdo de polen
multicelular com divisdo cromossomica mitotica (seta). E - Grao de polen
multicelular com esporoderme parcialmente rompida (seta). F - O masmo grao
de pélen multicelular da Figura E, mostrando a divisdo cromossdmica mitotica
(seta). Escalas: 10 um.



Figura 13 - Estadios de desenvolvimento dos grdos de pélen apos seis
dias de cultivo in vitro. A - Pedacos da antera na regido proximal (em relacgao
ao filete) com muitos graos de pdlen multinucleados. B = Pedacos da antera na
regido distal (em relacdo ao filete) com alguns grios de polen multinucleados. C=
Detalhe dos multinucleados na regido proximal da antera . D - Grao de polen
multicelular com mais de 12 nucleos. E = “Pdlen-p” com esporoderme anormal.
Escalas: AeB=-250um; C=25um; DeE=10pum.
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Figura 14 - Estadios de desenvolvimento dos graos de pélen e estruturas
multicelulares aos nove dias de cultivo in wvitro. A - Grdo de pdlen
multinucleado com esporoderme parcialmente rompida (seta). B - Grdo de pdlen
multicelular com nucleos extravasados e esporoderme parcialmente rompida. C -
E - Estruturas multicelulares ja liberadas dos gréos de polen. Escalas: A, B2 E -
10pm; CeD -25um.
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Figura 15 - Estadios de desenvolvimento de estruturas embriogénicas e
grio de pélen in vitro. A- C- 12 dias de cultivo in vitro. D - F- 15 dias de cultivo
in vitro. A - E - Estruturas embricgénicas multicelulares. F - Grdo de pdlen
multicelular. Escalas: A, B, DeE: 25ym; €: 50pum; F: 10um.
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Figura 16 - Estrutura embriogénica multicelular obtida aos 15 dias de
cultivo in vitro. Escala: 50 um.
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3.3 - ANALISE HISTOLOGICA E COMPARACOES
PONTUAIS COM A ANALISE CITOLOGICA DA CULTIVAR
MN-599 DE CEVADA

Nesse item séo feitas comparacbes das secdes histoldgicas,
destacando pontualmente equivaléncias com a citologia, especialmente
nas etapas iniciais do desenvolvimento.

Das quatro anteras de cada amostra analisada, nem todas
tiveram o mesmo comportamento in vitro. Em cada amostra e em cada
antera, foi observada grande variagcao nas respostas ao cultivo in vitro.
Foram encontradas anteras plasmolizadas, anteras sem formacéo de
graos de poélen, dependendo do tempo de cultura, com graos de pélen
multinucleados ou multicelulares que posteriormente poderiam (ou n&ao)
formar estruturas embriogénicas, anteras com alta ou baixa producao
de estruturas, e anteras com alta producédo de estruturas. No decorrer
da descricdo dos tipos morfologicos, também foi verificado o
comportamento de cada antera com relacdo a sua resposta diferencial
na formacgéo dos tipos celulares observados.

As analises histolégicas das anteras da cultivar MN-599,
estabelecidas in vitro nos estadios uninucleados inicial a final (Figuras
17 A e B, respectivamente), mostraram que as mesmas possuem
apenas duas camadas celulares, representadas por epiderme e
endotécio (Figura 17 C).

O micrésporo Ul foi analisado de uma antera antes dela ser
submetida ao pré-tratamento a 5 °C (Controle zero - C0O) e o grao de
polen UT foi analisado apds a respectiva antera passar pelo pré-
tratamento (Controle 1 - C1), mas antes do cultivo in vitro. Na Figura
17, podem ser observados microsporos e graos de polen em diferentes
estadios de desenvolvimento. O micrésporo da Figura 17 A é do tipo

uninucleado inicial (Ul), estando ainda na rota esporofitica. Por outro
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lado, na Figura 17 B pode ser observado um grao de poélen (andréfito)
jovem, uninucleado final (UT), segundo Sunderland (1974). O nucleo
esta comprimido em direcao oposta ao poro pelo vacuolo, mostrando o
sinal (vacuolacdo) para a entrada na rota gametofitica, razdo pela qual
esse tipo celular é classificado como grédo de pdélen jovem.

Com relacdo aos microsporos e graos de poélen analisados
histologicamente até aos 34 dias de cultivo, foram encontrados, aos
dois dias de cultura in vitro alguns tipos celulares que podem ser
comparados com aqueles analisados citologicamente. No 22 dia ja
ocorreu a primeira divisdo mitdtica simétrica (Figura 18 A), quando
também foram observados micrésporos, bem como rompidos e
degenerados (Figura 17 C), e também, grdos de podlen binucleados
(Figura 18 B).

A partir desse periodo, todos os tipos celulares ja comentados,
citados no periodo especifico em que foram detectados pela primeira
vez, nao serdo mais citados, salvo em comentarios pontuais e/ou em
legendas de figuras.

Aos quatro dias, também foram observados grdos de pdlen
binucleados (Figuras 18 C e D), bem como gréaos de pélen bicelulares
(Figura 18 F), multinucleados e multicelulares (Figura 20 A-F). A
sequéncia de desenvolvimento desses multinucleados e multicelulares
da Figura 20 A, pode ser acompanhada na Figura 21 AF, para uma
melhor interpretacdo dos resultados e consequente compreensado da
ontogenia, através das diferentes secdes. Na divisdo simétrica pdde ser
observada uma parede bem definida (Figura 18 F). Observou-se uma
celularizacdo dos micrdésporos, a partir desse periodo, no sentido de
ingressarem na rota da embriogénese do micrésporo e do grao de pdélen
(esporofitica) e formarem ELSs (“embryo-like structures” - estruturas

embriogénicas, embridides) com maior rapidez.
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As ocorréncias do 2 e 4% dia foram comparaveis as do 3 dia
relatadas anteriormente para a analise citologica (Figuras 17 D e 18 E),
com excecao dos trinucleados (Figura 19 D), que somente foram
observados pela analise histolégica no 62 dia de cultivo (Figuras 19 E e
F). Ainda no 32 dia, na analise citoldgica, pode ser verificada a presenca
de binucleados (Figura 19 A) assimétricos, evidenciando as duas
células, generativa e vegetativa, classe que, como antes referido (item
3.2), esteve presente em todas as amostras, desde a coleta das espigas
até a 18 dias ap6s o cultivo, embora em frequéncias variaveis. Foi
detectada também a presenca do tipo simétrico (Figura 19 C), cujas
duas células tém a mesma forma e tamanho, o que também pode ser
observado na Figura 19 B (nove dias de cultura).

Aos seis dias comecaram a ocorrer rompimentos e
extravasamento de materiais celulares, incluindo nucleos e nucléolos,
de gréos de pdélen multinucleados e multicelulares rompidos (Figura 22
D). Nesse periodo, também comecaram a surgir graos de pdlen
multinucleados (Figura 22 E) e multicelulares (Figura 22 D)
intensamente corados, podendo ser apontados como 0s precursores das
ELSs, evidenciando que no 62 dia os grdos de pdlen estavam na rota da
embriogénese (Figura 23 B). Em cada antera, durante o cultivo in vitro,
h& grande variabilidade nas respostas dos micrésporos e dos gréaos de
poélen, enquanto alguns encaminham-se para a rota embriogénica, em
regra, a maioria segue caminhos alternativos. Assim, nesta amostra, foi
constatada a presenca de graos de polen em primeira divisdo e
binucleados. O tipo bicelular aparece também com dois nucleos
extravasados. Os trinucleados (Figura 19 E) foram observados a partir
desse periodo na andlise histoldgica, sendo que na analise citolégica
foram observados a partir do 32 dia de cultivo. Na Figura 19 F, pode ser
observado um gréo de pélen trinucleado celularizando, com uma parede
mais evidente do que a outra. Nesse periodo também pbde ser

observada divisédo celular (Figura 22 C) e uma metafase com provavel
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origem de fusédo nuclear (Figura 22 F), devido ao grande numero de
cromossomos, indicando sua proveniéncia de dois nucleos. Observou-se
ainda, grao de polen em processo de divisao celular assincronica,
apresentando uma metafase e uma anafase em segundo ciclo mitatico,
além de material nuclear extravasado (Figura 23 A).

A partir do 8¢ dia foram observadas, além das formas ja descritas,
estruturas multicelulares nao-diferenciadas, ainda com poucas células e
sem qualquer indicio de organizacdo para a posterior formacdo de um
embrido ou de um 6rgao.

Aos 10 dias, constatou-se a formacao de estruturas multicelulares
ainda com esporoderme nao totalmente rompida (Figura 23 C e D). A
partir de 10 dias, as estruturas tendem a crescer em tamanho e em
namero. Foram observados também pdlens rompidos, liberando uma
estrutura bicelular (Figura 23 E). A partir da analise de secbes seriadas,
pode-se verificar que as estruturas foram formadas a partir de um gréo
de pdélen multinucleado. Os grdos de polen multinucleados e
multicelulares extremamente corados (Figura 23 F) poderiam ser
considerados “potencialmente embriogénicos”, pois a analise de cortes
seriados mostrou que esse tipo morfolégico desencadeou a formacao
das estruturas embriogénicas. Na Figura 24 A, pode ser observado um
grao de podlen multicelular extravasando material, inclusive nucleo.
Somente numa antera, houve registro de ocorréncia de tipos celulares.

Aos 12 dias também foram detectadas estruturas multicelulares.
A partir de entédo, observou-se também um maior numero de grdos de
polen multinucleados e multicelulares rompidos e com material celular
extravasado. Na Figura 24 B podem ser observados um grdo de pdlen
multicelular e um micrésporo plasmolizado com material extravasado.
Uma estrutura multicelular com ativas divisbes mitdticas pode ser
observada na Figura 24 C, originada, provavelmente, de material
extravasado. Isso pode ser melhor visualizado na Figura 24 D, onde o

mesmo evento da origem a uma estrutura multicelular.
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Micrésporos ou graos de poélen com material extravasado foram
encontrados com grande frequéncia aos 14 dias de cultivo in vitro
(especialmente na regido proximal da antera em relacdo ao filete), e
também, varios micrésporos e graos de podlen intensamente corados,
observados inicialmente no sexto dia. Isso pode ser demonstrado na
Figura 24 E, onde um grao de podlen multicelular extravasou dois
ndcleos e ainda mostrou ser intensamente corado. Uma estrutura
multicelular jovem em plena atividade mitdtica pode ser observada na
Figura 24 F, onde a esporoderme esta parcialmente rompida. Ainda
nesse periodo foram observadas estruturas multicelulares mais
volumosas com as mesmas caracteristicas anteriormente descritas, e
localizadas preferencialmente na regido proximal da antera (Figura 25
A). A Figura 25 B mostra dois tipos celulares: um grdo de pdlen
bicelular, aparentemente com divisdo simétrica e parede celular bem
evidenciada e, um multicelular rompido, com dois nucleos extravasados
na regiao proximal da antera.

Nos 16 dias de cultivo in vitro, os resultados foram semelhantes
aos 14 dias, embora as estruturas multicelulares parecam mais
definidas, estruturadas e maiores (Figura 25 C).

Aos 18 dias, foram encontradas muitas estruturas multicelulares
nos léculos das anteras. Na Figura 25 D, pode ser observada a
formacdo de estruturas multicelulares iniciais, com trés células cada
uma. Estrutura multicelular maior pode ser observada na Figura 25 E, e
um detalhe da mesma, demonstrando atividade mitética, na Figura 25
F. Nessa imagem verificam-se as dimensdes avantajadas das células
embriogénicas e seus nucleos muito ativos, com vacuolos nucleolares
evidentes.

No 20?2 dia de cultivo in vitro também foram encontradas muitas
estruturas multicelulares (Figura 26 A), embora em uma das anteras
analisadas tenham sido verificados apenas graos de podlen

multinucleados.
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Aos 22 dias foram detectados varios multicelulares, inclusive
aqueles rompidos com material celular extravasado, e também outros
tipos celulares anteriormente citados. Na Figura 26 B, pode ser
observado um grao de pdlen bicelular com uma célula generativa e uma
célula vegetativa com dois nudcleos. Foram observadas estruturas de
diferentes tamanhos, por exemplo: 50, 141 e 258 nm. Na Figura 26 C,
pode ser observada uma sec¢ao tangencial a uma estrutura jovem, com
poucas células, vista em secdo mediana m Figura 26 D. Uma das
anteras analisadas apresentou um maior numero de grédos de podlen
multicelulares e estruturas multicelulares pequenas localizados na
regido proximal da antera, proxima ao filete. Na regido distal, proximo a
regido mediana da antera, foram encontradas estruturas multicelulares
com maior tamanho. Observacdo semelhante foi relatada na analise
citologica (ver Figuras 13 A e B).

A atividade celular esta bem caracterizada pela presenca de varias
divisdes celulares, evidenciadas por placas metaféasicas, inclusive com
0s sete cromossomos tipicos da espécie (n = 7 cromossomos) e nucleos
em interfase com 1 a 4 nucléolos, demonstrando elevada atividade
metabdlica das estruturas cultivadas in vitro (Figuras 26 E, F). Em todos
os tipos morfologicos analisados (de micrésporos até estruturas
multicelulares) o amido esta presente como substancia de reserva,
porém ndo desviando o plano da luz sob microscépio de polarizacéao
(Figura 27 A-F). Na Figura 28 A pode ser observada a epiderme com
células de tamanho avantajado e/ou em processo de divisdo celular
peri- ou anticlinal, configurando-se como uma inicial pré-embrionaria
cuja sequéncia de desenvolvimento passa por um estadio semelhante a
dos pré-embrides zigoticos (Figuras 28 B e 30 A).

A partir do 22° dia de cultivo in vitro também foram observadas
estruturas embriogénicas formando-se externas a antera, proliferadas
no meio de cultura, evidenciadas na Figura 29 A. Na Figura 29 Be C é

detalhada a morfologia de algumas estruturas, e na Figura 29 D o
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padrdo histolégico de uma delas.

Aos 24 dias foram encontradas estruturas preferencialmente na
regido proximal da antera, sendo observadas duas internas e outras
duas externas ao l6culo. Em outra antera analisada, foram verificados
varios micrésporos, mas nenhum deles seguiu a rota da embriogénese.
Ambas anteras tinham o aspecto “colapsado”, com muitos micrésporos
plasmolizados. Na Figura 29 E é destacada a morfologia da antera e de
algumas estruturas embriogénicas analisadas apo6s 24 dias de cultivo in
vitro. Quanto a andlise das estruturas externas a antera, pbde-se
observar que muitas delas eram constituidas por um tecido fundamental
com epiderme diferenciada, uni ou pluriestratificada, sem forma
definida. O parénquima apresentava amido como substancia de reserva
e regides pro-vasculares com diferenciacdo de elementos traqueais com
paredes secundarias, com espessamento helicoidais (Figura 30 B e C).
Nessa fase, contagens do numero de cromossomos em placas
metafasicas evidenciaram a presenca de numero dipldide de
Cromossomos.

Em alguns casos a estrutura ja apresentava o equivalente a um
cotilédone com vascularizacao (Figura 31 B), cuja morfologia externa é
evidenciada na Figura 31 A. Foram observados os primoérdios foliares e
apice caulinar de um embrido (Figura 31 B, C e D). Em outros (Figura
32 A), foi possivel constatar a presenca de apices de raizes
embrionarias adventicias (Figura 32 B), com meristema apical
organizado com centro quiescente com derivadas da protoderme e
meristema fundamental, bem como derivadas da coifa (Figura 32 C).
Em determinadas estruturas a epiderme apresenta a formacao de
iniciais pré-embrionarias, configurando o desenvolvimento de um
embrido sobre outro (Figura 32 D e E). Também ocorrem,
eventualmente, tricomas de presenca mais frequente aos 30 dias de
cultivo. Algumas estruturas apresentaram a formacao de apenas um

dos apices, destacados na Tabela 13 pela ocorréncia de trés ELSs com
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MAC e duas com MAR. Essas estruturas embriogénicas ndo atingiram o
padrao de desenvolvimento das ELSs anteriormente descritas, como por
exemplo a da Figura 31. Outras estruturas, que geralmente seriam
classificadas como embrides, quando analisadas histologicamente nao
apresentaram qualquer evidéncia desse grau de desenvolvimento
(Figura 33 A-C).

Aos 26 dias foram observadas poucas estruturas. Na Figura 33 D
e E sdo apresentadas as estruturas embriogénicas e a antera, sob
estéreo microscopia.

Aos 30 dias, como também no 282, ndo foram observadas
estruturas internas. Entretanto, aos 30 dias foram identificadas anteras
com até 40 estruturas liberadas ao meio. Numa das anteras, uma
dentre as oito estruturas presentes, apresentava epiderme com proé-
embrides (Figura 34 A), semelhante ao que foi mostrado na Figura 32 D
e E aos 24 dias. Uma outra estrutura apresentou formacédo de MAR
(Figura 34 C) e MAC (Figura 34 B e C). Na regido do né cotiledonar,
varios corddes pro-vasculares podem ser observados, irradiando
vascularizagcdo para a regido escutelar. Em outra, a epiderme
pluriestratificada apresentou tricomas (Figura 34 D). Na Figura 35 A
(marcada com *) é destacada a morfologia de outra estrutura, cuja
organizacdo interna demonstra a presenca de raizes embrionarias
adventicias (Figuras 35 C e D), cujo apice meristematico evidencia,
claramente, o conjunto de iniciais e suas derivadas, formadoras da
protoderme, do meristema fundamental e do meristema pré-vascular
(Figura 35 E). A diferenciacdo de uma coleorriza é evidente na Figura
35 F. A regidao do meristema apical caulinar (ndo demonstrada) possui
uma organizacdo em trés camadas - C1, C2 e C3 (Figura 35 B). Ainda,
foram observadas estruturas apresentando apenas um dos apices,
como € o caso da estrutura destacada na Figura 35 A (seta), onde pode
ser observado um primordio foliar. Na andlise histolégica nao foi

identificada a conexdo com o eixo embrionario, apenas a presenca de
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epiderme, meristema fundamental e véarios corddes pro-vasculares. Em
outras estruturas, porém, foram observados MAR (geralmente em inicio
de desenvolvimento).

No 322 dia, como também aos 22, houve grande ocorréncia de
material celular extravasado. Foram observadas estruturas internas e
externas a antera. Na analise das estruturas externas, além de serem
observadas os tipos amorfos, foi constatada uma estrutura
apresentando MAR (Tabela 13).

As anteras analisadas apd6s 34 dias de cultivo apresentaram
muitos micrésporos e muitos nucleos extravasados, além de outros
tipos celulares, semelhante aos outros periodos da analise. Esses tipos
celulares ocorreram ao longo de todo o periodo de analise, a partir do
seu primeiro periodo de ocorréncia. Nenhuma estrutura multicelular foi
observada.

Na tabela 12 é apresentado uma sintese da analise histolégica da
cultivar MN-599 através do registro de presenca (+) e auséncia (-) para
as diferentes categorias de variantes morfolégicas encontradas durante
a analise, desde micrésporos, graos de podlen, até estruturas
multicelulares e ELSs. As cores verde e amarela foram utilizadas apenas

para destaque.
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Tabela 13 - Sintese da andalise histologica da cultivar MN-599 através do registro de presenca (+) e
auséncia (-) para as categorias classificatérias de micrésporos e graos de pdélen. A cor verde representa

a presenca (+) da categoria no dia de observacdo e a amarela, presenca de ELSs externas, com seus
respectivos niumeros de ocorréncia

Cv. Classificacéo Dias
2 4 6 8 10 12 14 16 | 18 20 22 24 26 28 30 32
Micrésporos
12 mitose - - - - - - - - - - - - -
Binucleado - - - - - - _ _
Bicelular - - - - - - - - - -
Trinucleado - - - - - - - - - - - - - _ -

Multinucleados -

MN- Multinucleados/Multicelulares rompidos, - -
599 -
material celular extravasado
Multicelulares -
Estruturas Multicelulares - - - - -
18 28 42 2
sem forma 2
N° de ELSs (embridides)
externas 3 2
MAC
2 3 1
MAR
2 3
Bipolares
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ANALISE SERIAL DOS MICROSPOROS E DOS

GRAOS DE POLEN OBTIDOS IN VITRO
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Figura 17 - Microsporos e graos de polen de cevada antes e apo6s o cultivo
in vitro de anteras da cultivar MN-599. A - Microsporo antes do pré-
tratamento = CO0. B: Grao de pdlen jovem apos pré-tratamento = C1; o grande
vacuolo indica o inicio da rota gametofitica. C: Vista geral de uma antera cultivada
in vitro durante 2 dias e secionada longitudinalmente (3 um). Escalas: Ae B -
10 pm. C-100pm.
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Figura 18 - Grdos de pdlen de cevada da cultivar MN-599 cultivados in
vitro durante dois, trés e guatro dias. Figuras A-D e F: Segdes (3 um)
longitudinais de anteras cultivadas in vitro. Figura E: Analise citolégica.
A: Primeira divisdo celular simétrica aos dois dias de cultivo. B: Binucleado
assimeétrico e uninucleados aos dois dias de cultive. €: Binucleado assimétrico e
uninucleado com amido aos quatro dias de cultivo. D: Binucleado simétrico com
forma irregular aos quatro dias de cultivo. E: Binucleado assimétrico com grande
vaclolo aos trés dias de cultivo, analisado citologicamente. F: Bicelular simétrico
com um dos nucleos com dois nucléolos aos quatro dias de cultivo. Escalas:

10 pm.
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Figura 19 - Graos de pdlen de cevada da cultivar MN-599
cultivados in vitro durante trés, seis e nove dias. Figuras A-D:
Analise citoldgica; Figuras E-F: Secdes (3 um) longitudinais
de anteras cultivadas in vitro. A: Binucleado assimeétrico aos trés
dias de cultivo, analisado citologicamente. B: Binucleado simeétrico
aos nove dias de cultivo. C: Bicelular simétrico aos trés dias de
cultivo. D: Trinucleado aos trés dias de cultivo. E: Trinucleado aos
seis dias de cultivo. F: Trinucleado ocorrendo citocinese. Escalas:
10 pm.
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Figura 20 - Grdos de pdlen de cevada da cultivar MN-599
cultivados in vitro durante quatro dias. Secoes (3 um)
longitudinais de anteras cultivadas in vitro observadas em
contraste interferencial (DIC). A: Multinucleados e
multicelulares. B-F: Detalhe dos multicelulares. Escalas: 10 um.
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Figura 21 - Segqiiéncia do desenvolvimento dos micrésporos e dos
graos de pdlen, cultivados in vitro durante 4 dias, a partir da analise de
secdes histologicas seriadas. Cultivar MN-599. A - Seqiiéncia 1, secado 1.
B - Seqiiéncia 2, seg3o 2. Escalas = 10 um.
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Figura 21 - Seqiiéncia do desenvolvimento... (cont.). C - Seqiiéncia 3, secdo
3. D-5Seqliéncia 4, secao 4. Escalas = 10 um.
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Figura 21 - Seqiiéncia do desenvolvimento... (Cont.). E - Seqiliéncia 5, secdo
5. F-Seqgliéncia &, secdo 8. As secdes 6 e 7 foram perdidas. Escalas = 30 um.
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Figura 22 - Grdos de pdlen de cevada da cultivar MN-599
cultivados in vitro durante seis dias. Figuras A-D e F: Secbes
(3 um) longitudinais de anteras cultivadas in vitro. Figura E:
Analise citolégica. A-B: Multinucleados. C: Divisdo celular. D:
Multinucleados com dois nucleos extravasados. E: Multinucleado
com 20 nucleos. F: Grdo de podlen com provavel fusdo nuclear,
devido ao maior nimero de cromossomos observado. Escalas: 10

Jurm.
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Figura 23 - Graos de pdlen e estruturas embriogénicas aos 6
(A e B) e 10 dias (C-F) de cultivo in vitro. A - Divisao celular
assincronica em um grao de pélen. B - Grio de pdlen multicelular,
entrando na rota embriogénica. € - Estrutura multicelular em
desenvolvimento com esporoderme parcialmente rompida (seta).
D - Estrutura multicelular em estadio incial de desenvolvimento,
ainda com esporoderme. E - Graos de pdlen multicelulares, um deles
esta rompido, apresentando estrutura bicelular. F = Grdo de polen
multicelular intensamente corado. Escalas: 10 um.
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Figura 24 - Graos de polen e estruturas embriogénicas aos 10
(A), 12 (B-D) e 14 dias (E e F) de cultivo in vitro. A - Grdo de
polen multicelular com material extravasado. B = Grao de pdlen
multicelular e um micrésporo plasmolizado com material
extravasado. C - Estrutura multicelular com divisdo mitotica (seta).
D - Estrutura multicelular em desenvolvimento sendo liberada da
esporoderme. E - Grdo de pdlen multicelular intensamente corado,
com dois nlcleos extravasados. F - Estrutura multicelular no inicio
do desenvolvimento, apresentando ainda a esporoderme (seta).
Escalas: 10 um.
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Figura 25 - Graos de polen e estruturas embriogénicas aos
14 (A e B), 16 (C) e 18 dias (D e F) de cultivo in vitro. A -
Estrutura multicelular com células volumosas. B - Grdao de polen
bicelular com parede evidenciada (seta branca), e um multicelular
rompido com dois nlcleos extravasados (seta preta). C- Estrutura
multicelular. D - Estruturas embriogénicas em inicio de
desenvolvimento, apresentando somente trés células. E - Estrutura
multicelular. F - Detalhe da figura E, mostrando divisdes mitdticas
(seta). Escalas: 10 um.
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Figura 26 - Grdos de pdlen e estruturas embriogénicas aos 20
(A) e 22 dias (B-F) de cultivo in vitro. A - Estrutura
embriogénica. B - Grao de pdlen bicelular, com celula generativa
(seta preta) e célula vegetativa com dois nucleos (seta branca). C -
Estrutura embriogénica jovem, em secdo tangencial. D - Estrutura
da Figura C em secdao mediana. E - Epiderme apresentando
estruturas semelhantes a pré-embrides (seta branca) e uma placa
metafasica (seta preta) com n= 7 cromossomos. F = Epiderme com
placa metafasica (seta) e células com nucleos evidentes. Escalas:
10 pm.
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Figura 27 - Teste do lugol realizado em microsporos, griaos de
polen e estruturas embriogénicas da cultivar MN-599, aos 20
dias, observados em DIC (contraste interferencial). A - Grao
de pdlen corado com Azul de toluidina. B = O mesmo grao de pdélen
mostrado em A, onde foi realizado o teste do lugol, evidenciando
amido em toda a regidao do pdlen. €C e D - Estruturas evidenciando
amido. E - Micrésporos evidenciando amido somente na regido
nuclear. F - Grdo de podlen com grande quantidade de amido.
Escalas: 10 um.
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ANALISE SERIAL DAS ESTRUTURAS

EMBRIOGENICAS OBTIDAS IN VITRO
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Figura 28 - Estruturas embriogénicas aos 22 dias de cultivo
in vitro. A - Detalhe da epiderme com células iniciais pro-
embrionarias, apresentando metafase (seta). B = Estrutura
embriogénica semelhante a um préo-embrido com células volumosas
e nucleos evidentes, demonstrando nucléolos extremamente ativos
(setas). Escalas: 10 um.
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Figura 29- Anteras e estruturas embriogénicas aos 22 (A -D)
e 24 dias (E) de cultivo in vitro. A - Antera com estruturas
embriogénicas, internas (setas) e externas. B - Estruturas
embriogénicas e grdos de pédlen espalhados. € - Estruturas
embriogénicas em detalhe. D - Secdo histologica da estrutura
marcada em C com *, apresentando forma trilobada, mas nenhuma
diferenciagdo em o6rgdo ou vascularizacdo. E - Antera com
estruturas internas e algumas estruturas externas formadas.
Escalas:AeE-1cm;BeC-0,5¢cm; D-100um.
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Figura 30 - Estruturas embriogénicas observadas aos 22 e 24 dias
de cultivo in vitro. A: Estrutura aos 22 dias; B e C: Estrutura aos 24
dias. A = Estrutura apresentando epiderme com nucleos evidentes e
pro-embriGes (setas). B e € =~ Estrutura apresentando
vascularizagao. Escalas: A: 10 um; B: 50 um; C: 100 um.
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Figura 31 - Estruturas embriogénicas observadas aos 24 dias
de cultivo in vitro. A - Morfologia de uma estrutura. B - Secao
histologica da estrutura anterior, mostrando um embrido com
meristema apical caulinar (MAC) bem evidente e meristema apical
radical embrionario adventicio (MAR) em desenvolvimento (seta).
C - Embrido D - Detalhe do MAC do mesmo embrido em secao mais
préxima da regido mediana do apice caulinar. Escalas: A: 1 cm; B:
150 um; €: 50 um; Dz 100 um.
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Figura 32- Estruturas embriogénicas aos 24 dias de cultivo in
vitro. A - Morfologia das estruturas embriogénicas. B e C - Secbes
histolégicas da estrutura marcada com * em A, mostrando a
formacao de raiz. D = Estrutura apresentando epiderme com celulas
iniciais pro-embrionarias (setas). E - Detalhe das células iniciais
pro-embriondrias destacadas em D com seta branca, evidenciando
0s cromossomos (seta). Escalas: A-0,5cm; B - 100 uym; Ce D:
50 pum; E: 10 pm.
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Figura 33 - Estruturas embriogénicas e antera aos 24 (A-D)
e 26 (E e F) dias de cultivo in vitro. A - Estrutura aparentemente
embriogénica. B - Estruturas embriogénicas emblocadas em
historresina. Estrutura marcada com * € a mesma da Figura A. C -
Estuturas de menor tamanho quando comparadas as anteriores.
D - Antera com estruturas internas (setas) e externas. E - Detalhe
da estrutura marcada com * na Figura D. Escalas: 1 cm.
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Figura 34 - Estruturas embriogénicas aos 30 dias de cultivo in
vitro. A - Epiderme com pro-embrides (seta). B - Detalhe do MAC. C -
Embrido com MAR (seta preta) e MAC (seta branca), apresentando
escutelo muito desenvolvido (seta preta menor) com corddes pré-
vasculares (seta branca menor). D = Estrutura apresentando epiderme
pluriestratificada com a presenca de um tricoma (seta). Escalas: A - 50
pm; B=30pm; CeD=-100um.
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Figura 35 - Antera e estruturas embriogénicas aos 30 dias de
cultivo in vitro. A - Antera com estruturas embriogénicas internas e
externas. Estrutura (seta) apresentando primordio foliar. Qutra
estrutura marcada com * e vista na seqléncia de fotomicrografias de
suas secbes. B - Organizacdo do MAC em trés camadas. C - Raizes
embrionarias adventicias (setas). D - Detalhe da figura C com
destaque para uma raiz embrionaria adventicia (seta preta) e para o
meristema pro-vascular de outra (seta branca). E - Detalhe
evidenciando a protoderme (seta preta), o meristema pro-vascular
(seta branca) e o grupo de células iniciais (seta vermelha) e as
derivadas (seta azul). F - Detalhe da coifa (seta branca) e da
coleorriza (seta preta). Escalas: A-1cm; B-10um; €C-100um; De
F-50pum; E-30um.
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3.4 - ANALISES HISTOLOGICAS DAS LINHAGENS
SELECIONADAS (CULTIVARES DE CEVADA A-05 E BR-2)

No item anterior, 3.3, foi realizada a descricdo da cultivar néao-
selecionada MN-599, que serviu de controle na comparagcdo com as
linhagens selecionadas das cultivares A-05 (S3A23 e $A22) e BR-2
(S3B63).

Como os tipos celulares se repetem ao longo dos periodos de
analise, serao citadas apenas as ocorréncias relevantes e aquelas em
que esses tipos foram observados pela primeira vez. Para maiores

detalhes, ver Tabelas 14, 15 e 16.

3.4.1 — Linhagem S3A23

No 22 dia foram observados micrésporos e grdo de pdlen
trinucleado (Figura 36 A), semelhante a um pdlen tipico, com dois
nucleos menores (generativos) e um maior (vegetativo), com nucléolos
bem evidentes. Os micrésporos foram observados ao longo de todo o
periodo da anélise.

No 42 dia, além dos tipos celulares observados no 22 dia,
observou-se gréao de podlen binucleado (Figura 36 B) com dois nucleos
aparentemente do tipo vegetativo. Também foi observado grao de poélen
multinucleado (Figura 36 C).

Ja no 62 dia, além dos tipos celulares observados, encontraram-se
graos de polen multicelulares (Figura 36 D).

Uma estrutura multicelular de seis células com esporoderme
(Figura 36 E) foi observada no 82 dia, além de multinucleados rompidos

com material extravasado. Com base na analise da Figura 36 E verifica-
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se a estrutura com seis células, as quais apresentam-se volumosas e
vacuoladas, com nucleos e nucléolos bem evidentes.

No 102 dia foram observadas as mesmas ocorréncias do 8°.

Aos 12 dias de cultivo in vitro observou-se grao de pdélen em
primeira mitose simétrica em final de anafase (Figura 36 F). A Figura 37
A mostra um grdo de pdélen multinucleado e na Figura 37 C pode ser
visualizado um multinucleado em processo de citocinese. Na Figura 37 B
€ possivel visualizar um poélen multicelular com material extravasado.
Uma parte de uma estrutura multicelular pode ser observada na Figura
37 D, apresentando células volumosas e vacuoladas, com nucleos e
nucléolos evidentes. Uma visao geral da antera com multicelulares e
estruturas embriogénicas no l6culo da mesma pode ser observada na
Figura 38 A. A Figura 38 B mostra um poélen multicelular com varios
nucleos extravasados, sugerindo a formacdo de estruturas
multicelulares. Ainda nessa figura, observa-se a esporoderme ainda
parcialmente presente junto a estrutura.

No 142 dia pdde-se observar uma estrutura multicelular com a
presenca de esporoderme. Algumas estruturas multicelulares foram
observadas no interior do l6culo da antera (Figura 38 C), apresentando
células volumosas e vacuoladas. Pode ser observado um gréao de pdlen
multicelular extravasado e um micrésporo intensamente corado
contendo muitos graos de amido, visualizado em detalhe na Figura 38
D.

A partir do 16?2 dia, ndo foram verificadas variacdes significativas
com relacdo aos tipos morfoloégicos analisados. Porém, foram
constatados avancos no desenvolvimento das estruturas embriogénicas
multicelulares. Isso pode ser visualizado na Figura 37 E, onde uma
estrutura apresenta poucas células, em inicio de diferenciacdo. Um
embrido em desenvolvimento é observado na Figura 37 F.

Foram encontrados embrides aos 18 dias de cultivo. Alguns deles

apresentaram somente meristema radical embrionario adventicio
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(Figura 38 E), outros, caulinar (Figura 38 F), ou ambos (Figura 39 A e B,
mostrando apenas o apice caulinar). Com relacdo a analise das
estruturas embriogénicas externas, foram analisadas individualmente
somente as dos 18 dias. Foram encontrados embrides em
desenvolvimento com evidentes zonas primordiais: raiz em inicio de
desenvolvimento, meristema proé-vascular, meristema fundamental e
protoderme, semelhante ao embrido convencional (Figura 39 A). Foi
observada a presenca de amido principalmente na regido da raiz. Na
Figura 38 E pode ser observada uma estrutura amorfa, com células
centrais dispostas aparentemente para a formacdo de raiz. Uma
estrutura embriogénica apresentando meristema apical caulinar (MAC)
pode ser observada na Figura 38 F, onde podem ser visualizados o
escutelo, o coledptilo e os primaérdios foliares, estruturas tipicas de um
embrido de monocotiledénea. Na Figura 39 A observa-se um embriao
em desenvolvimento, como descrito anteriormente. Um detalhe do
meristema apical caulinar é mostrado na Figura 39 B. Os nucleos e
nucléolos apresentam-se evidentes.

Aos 20 dias foram observadas as mesmas ocorréncias dos 18 dias
(Figura 39 C-G), exceto a presenca de embrides. Nessa fase,
eventualmente foram encontrados aglomerados de estruturas
multicelulares, na regido proximal da antera. Um detalhe desse I6culo
com alta concentracdo de material pode ser observado na Figura 39 D,
caracterizado por um conjunto de células volumosas e vacuoladas em
ativo processo de divisdo celular (Figura 39 E). Uma outra estrutura
multicelular, em menor grau de diferenciacdo, pode ser observada na
Figura 39 F, com as mesmas caracteristicas que a anterior.

Na tabela 14 é apresentada uma sintese da analise histoldégica na

espiga A053, da cultivar A-05 e linhagem selecionada S3A23.
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Tabela 14 - Sintese da anéalise histolégica da cultivar A-05, linhagem SzA23, através do registro de presenca
(+) e auséncia (-) para as categorias classificatérias de microsporos e graos de pélen. A cor verde representa a
presenca (+) da categoria no dia de observacao e a amarela, presenca de ELSs externas, com seus respectivos

numeros de ocorréncia

Linhagem Classificacao Dias

Micrésporos

12 mitose
Binucleado
Bicelular
SA23 Trinucleado
Multinucleados
Multinucleados/Multicelulares rompidos, material
cv. celular extravasado
Multicelulares
A-05 Estruturas Multicelulares
sem forma
N° de ELSs (embridides)
externas
1
MAC
MAR
1
Bipolares
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Figura 36 - Graos de pdlen e estruturas embriogénicas
obtidos in vitro. A - Grao de polen trinucleado aos 2 dias de cultivo
in vitro. B - Grao de polen binucleado aos 4 dias, apresentando dois
nucleos aparentemente do tipo vegetative. € = Multinucleado
observado aos 4 dias. D - Multicelular acs 6 dias, mostrando varias
células, com delimitacdo de parede celular. Alguns autores
consideram essa fase como estrutura embriogénica. E - Estrutura
embriogénica com seis células e esporoderme parcialmente
rompida (seta), aos 8 dias. F - Primeira mitose simétrica, em final de
anafase. Escalas: 10 um.

126



Figura 37 - Graos de podlen e estruturas embriogénicas aos
12 (A-D) e 16 dias (E e F). A - Grdo de pdlen multinucleado. B -
Multicelular com material extravasado. € - Multinucleado em
processo de citocinese (seta). D = Uma parte de uma estrura
multicelular, apresentando células volumosas e vacuoladas. E -
Estrutura multicelular apresentando poucas células. F = Embrido em
desenvolvimento. Escalas: 10 um.
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Figura 38 - Grdos de pdlen e estruturas embriogénicas aos 12
(AeB),14(CeD)e 18 (EeF)dias. A-Visdo geral da antera com
multicelulares e estruturas embriogénicas no léculo. B - Pélen
multicelular extravasado com estrutura multicelular em inicio de
formacdo e um outro multicelular com esporoderme parcialmente
rompida (seta). C - Estruturas multicelulares no interior do léculo da
antera. D = Detalhe da figura anterior evidenciando um micrésporo
intensamente corado cotendo grande quantidade de amido (seta).
E e F - Estruturas embriogénicas externas ao loculo. E - Estrutura
amorfa, apresentando células organizadas para a provavel formacao
de raiz (seta). F - Estrutura embriogénica apresentando MAC (seta).
Escalas: A, C,EeF-50um.BeD=10pum.
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Figura 39 - Estruturas embriogénicas e graos de pdlen aos 18
(AeB)e20dias (C-G). AeB - Estruturas embriogénicas externas
ao loculo. A - Embrido em desenvolvimento semelhante ao embridao
zigotico. B - Detalhe da figura anterior evidenciando o MAC, com
divisbes cromossOmicas (setas). C - Visdao geral da antera com
estruturas multicelulares no interior do loculo (seta). D - Detalhe da
figura anterior, evidenciando a estrutura. E - Estrutura multicelular
em detalhe. F - Estrutura multicelular em inicio de formacgao, com
destaque para uma metafase (seta). G - Alguns tipos celulares
encontrados durante a analise. Escalas: A, C, DeG=50um. B =
10pym.EeF =25um.
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3.4.2 — Linhagem S3A22

Aos dois dias de cultivo in vitro foram observados gréaos de podlen
em primeira divisdo, binucleados, nucleos extravasados, microsporos e
graos de podlen degenerados.

Das quatro anteras analisadas no 42 dia, trés delas apresentaram
micrésporos e graos de poélen degenerados, binucleados, trinucleados e
graos de polen multicelulares intensamente corados.

Como os tipos celulares se repetem ao longo dos periodos de
analise, serdo citadas apenas aquelas em que o tipo celular foi
observado pela primeira vez e as ocorréncias relevantes. Para maiores
detalhes, ver Tabela 15.

Aos seis dias foram observados grdos de pdélen multicelulares
com nucleos extravasados, bem como multinucleados em inicio de
celularizacdo, com aproximadamente 14 nucleos, com uma quantidade
consideravel de amido. Foi realizado o teste do lugol nesses graos de
poélen confirmando a presenca de amido (Figuras 40 e 41). Houve
indicios de fusdo nuclear em um grao de podlen binucleado. Foram
constatados grao de pdélen multicelular apresentando células com
nucleo do tipo generativo, e um binucleado aparentemente simétrico
apresentando nucleos do tipo vegetativo. Um multinucleado com
nucleos diferentes podendo ter os tipos vegetativo e generativo,
também apresentou material celular extravasado. Ainda, foram
constatados mitose simétrica apresentando 14 cromossomos e pélen
multicelular com nudcleos semelhantes, com uma célula maior do que
as outras, possuindo também, aproximadamente 14 cromossomos.

Aos oito dias foram observadas pela primeira vez estruturas
multicelulares, graos de poélen multicelulares com esporoderme
rompida e estruturas multicelulares apresentando esporoderme, ambos

localizados preferencialmente na regido proximal da antera.
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Aos 12 dias foram encontrados dois graos de poélen binucleados
aparentemente simétricos e nao-corados, e da mesma forma que aos
10 dias, foram constatados também multicelulares parecendo estar
formando estrutura embriogénica, com esporoderme parcialmente
rompida. Também foram evidenciadas estruturas multicelulares e
grande quantidade de material celular extravasado na antera, além de
grao de polen multicelular com nucleos do tipo vegetativo/generativo.

No 142 dia foram observadas estruturas semelhantes a proé-
embrides, como observado na linhagem S3zA23 aos 16 dias. Foi
constatada uma estrutura em desenvolvimento ainda dentro da
esporoderme, com quatro células com maior grau de diferenciacao,
vacuoladas e com nucleos evidentes, bem como estrutura multicelular
com esporoderme parcialmente rompida, possuindo quatro a cinco
nucleos.

Aos 18 dias foram encontradas estruturas internas e externas a
antera. Das estruturas externas analisadas, uma delas apresentou
cordbes pro-vasculares. Outra, apenas um dos apices, o MAC. Foi
observado um embrido. As estruturas internas se apresentaram em
inicio de desenvolvimento.

Aos 20 dias foram encontrados pelo menos seis graos de poélen
multicelulares, e também, estruturas internas e externas ao loculo.
Uma das estruturas multicelulares ja apresentava corddes pro-
vasculares. Também foram observadas estruturas com esporoderme.

Aos 22 dias, além dos tipos celulares descritos anteriormente, foi
encontrada uma antera colapsada, bem como suas estruturas. Foi
constatada apenas uma estrutura externa a antera.

No 24° dia de cultivo foram observadas quatro estruturas
internas, bem como algumas estruturas de tamanho muito reduzido.
As estruturas apresentaram amido, epiderme e tecido parenquimaético.

Numa delas, foram constatados corddes pro-vasculares.
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Nesse periodo foram analisadas separadamente as estruturas
externas a antera, onde, a partir de uma das anteras,
aproximadamente 13 estruturas eram sem forma definida (SFD), duas
delas com elementos traqueais; duas colapsadas e duas apresentando
raiz em diferenciacdo. Em outra antera, também foram observadas
estruturas SFD, uma delas com elementos traqueais. Algumas
estruturas colapsadas. Duas estruturas apresentaram-se semelhantes
ao embrido zigotico, com escutelo, MAC e MAR. Os embrides
apresentaram raiz em diferenciacdo. Outra antera apresentou a
maioria das 32 estruturas SFD com zonas de diferenciagdo. Oito
estruturas foram observadas e classificadas como SFD com elementos
traqueais. Uma das estruturas com elementos traqueais apresentou
tricomas. Foram observadas algumas estruturas colapsadas.

Aos 26 dias uma das anteras apresentou-se colapsada. Foram
observados muitos micrésporos e alguns degenerados, e também,
multicelulares e multicelulares extravasados. Houve o registro de inicio
de formacdo de estrutura multicelular, com sete células. Em outra
antera, foram observados muitos micrésporos, a maioria degenerados.
Foram encontrados aproximadamente nove grados de podlen
multicelulares, e uma estrutura em desenvolvimento, apresentando
nove células vacuoladas. A maioria dessas estruturas foi classificada
como SFD.

No 282 dia de cultivo foram observados muitos micrésporos, a
maioria degenerados, graos de podélen multicelulares, e inicio de
formacdo de estruturas. As estruturas multicelulares colapsadas ou
nao apresentavam-se como um conjunto de células parenquimaticas
com diferenciacdo de dementos traqueais e tricomas originados da
epiderme das mesmas. Em alguns casos, ocorre a diferenciacao de raiz
e parte aérea, semelhante a um embrido.

Aos 30 dias foram observadas trés estruturas externas, com

meristema fundamental e protoderme. Uma dessas estruturas
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apresentou protoderme com células mais volumosas e vacuoladas,
quando comparada as outras, assemelhando-se a um embrido. Foi
observada também vascularizacdo, bem como grédo de podlen
multicelular de tamanho aproximado de 18 mm.

No 322 dia de cultivo foram observadas sete estruturas com
elementos traqueais, sendo uma delas colapsada. Uma outra estrutura
apresentou diferenciacao de raiz. Também foram observados tricomas.

Aos 34 dias de cultivo foi observada numa das anteras, muitas
estruturas multicelulares, ocupando quase todo o l6culo com esse
material. Todas as estruturas foram classificadas como SFD, com
zonas de diferenciacdo, pois apresentavam uma organizagcao para a
vascularizacdo e também para a formacdo de parte aérea. Em outra
antera, duas estruturas apresentaram elementos traqueais, e duas
com zonas de diferenciacdo de raiz, sendo ambas consideradas como
jd apresentando um 4@pice radical. Uma outra estrutura apresentou
tricoma, bem como a presenca de muitos feixes vasculares.

Nessa linhagem foi observada uma consideravel quantidade de
material colapsado. Isso pode ser devido a fixacdo do material, ou
durante a estocagem dos “eppendorfs”, onde o fixador pode ter
evaporado. Dessa forma, tanto as anteras quanto as estruturas podem
ter ficado desidratadas.

Na tabela 15 pode ser observada uma sintese da analise
histolégica na espiga A090. As lacunas ao longo dos dias de anélise,
especialmente nas primeiras categorias citadas: 12 mitose, binucleado,
bicelular e trinucleado, podem ser explicados pela hipotese de que
talvez ocorram em periodos de curta duracdo e/ou baixa frequéncia.
Como a andlise foi realizada a partir de coletas a cada dois dias, esse
intervalo de tempo poderia ser suficiente para que os estadios iniciais

nao fossem mais observados.
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Tabela 15 - Sintese da analise histolégica da cultivar A-05, linhagem S3A22, atraveés do registro de presenca (+)

e auséncia (-) para as categorias classificatorias de microsporos e graos de poélen. A cor verde representa a

presenca (+) da categoria no dia de observacdo e a amarela, presenca de ELSs externas, com seus respectivos

numeros de ocorréncia

Linha- Classificagao Dias
gem
Micrésporos
12 mitose
Binucleado
Bicelular
Trinucleado
S3A22 | Multinucleados
Multinucleados/Multicelulares rompidos,
material celular extravasado
Ccv. Multicelulares
A-05 Estruturas Multicelulares
sem forma
N° de ELSs (embridides)
externas MAC
MAR
1 2 1
Bipolares
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Figura 40 - Graos de pélen e micrésporos dalinhagem S3A22
aos 6 dias de cultivo in vitro. A e B - Graos de pdlen
multinucleados apresentando amido, corados com azul de
toluidina. C, D e F - Grdos de pélen multinucleados com reacdo
positiva ao teste do lugol, observados em DIC (contraste
interferencial) demonstrando amido. E - Microsporos. Nota-se a
esporoderme bem evidenciada com a coloragcdao de azul de
toluidina. No grdo de polen sdo observados dois nucléolos. Escalas:
10 pum.
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Figura 41 - Graos de pdlen da linhagem S3A22 aos 6 dias de
cultivo in vitro. A, C e E - Grdaos de polen multinucleados
apresentando amido, corados com azul de toluidina. B, D e F -
Graos de pdlen correspondentes, com reacdo positiva ao teste do
lugol, observados em DIC (contraste interferencial) demonstrando
amido. Escalas: 10 um.
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3.4.3 — Linhagem S3B63

Aos dois dias foram observadas, nas quatro anteras analisadas,
somente alguns micrésporos degenerados e muitos graos de pdlen, mas
sem classificacao precisa dos estadios em que se encontravam.

No quarto dia foram observados graos de pdlen binucleados
simétricos e assimétricos. Houve a ocorréncia de trinucleados iniciando
a citocinese, e da primeira mitose, visualizada na fase de metéafase.
Também foram observados multinucleados com quatro e seis nucleos,
segunda mitose, multicelulares com quatro a seis células, e
multicelulares e multinucleados com material celular extravasado.

Aos seis dias foram observados aproximadamente 24
multicelulares. Foram constatados também muitos micréosporos e graos
de pdélen degenerados.

Aos oito dias foram visualizadas trés anteras colapsadas. Em todas
elas foram observados multicelulares. Foram encontradas estruturas
multicelulares e também, estrutura ainda com fragmentos de
esporoderme.

Aos 10 dias foram observados graos de poélen multicelulares com
aproximadamente 12 nm, e estruturas multicelulares com 12 e 20 nm.

Aos 12 dias foram encontrados multicelulares com parede celular
bem definida e estruturas multicelulares com esporoderme rompida.

Aos 14 dias foram observados multicelulares rompidos com
material extravasado e um pré-embriao.

Aos 16 e 18 dias ndo foram encontrados resultados diferentes dos
ja anteriormente descritos.

Aos 20 dias foi observada uma antera com estruturas externas,
com primoérdio de diferenciacdo de raiz. Foram encontradas varias
estruturas ainda dentro da antera, aproximadamente cinco. Em outra
antera, foram visualizados poucos micrésporos e também micrésporos
e/ou gréaos de podlen degenerados, com sua parede de esporopolenina

evidenciada pela fluorescéncia da auramina (Figura 43 A). Com relacao
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as estruturas externas analisadas, verificaram-se quatro estruturas
multicelulares sem forma definida (SFD).

Observacao realizada aos 22 dias de cultivo foi semelhante a
anterior, com relacéo as anteras e ao material celular colapsados, onde
também foram observados nucleos extravasados.

Aos 24 dias foram observados muitos micrésporos em uma das
anteras, mas todos degenerados. Na antera colapsada, uma das
estruturas externas era semelhante a um embrido, com inicio de
diferenciacdo de raiz. Essas estruturas com inicio de diferenciacdo de
raiz foram classificadas como SFD, pelo fato de ainda n&o ser
encontrado um tecido completamente organizado (estrutura semelhante
pode ser observada na Figura 42 B). Em outra antera foram
encontrados pelo menos 13 multicelulares e estruturas internas, com
células parenquimaticas volumosas.

Aos 26 dias foram encontrados muitos micrésporos degenerados e
trés estruturas internas. Foram observados também, sete grédos de
polen multicelulares. Outra antera se apresentou colapsada, onde foram
encontradas pelo menos 10 estruturas também colapsadas, sendo que
duas delas apresentaram raiz em diferenciacdo (Figura 42 A e B), sendo
classificadas como SFD com zonas de diferenciacao.

Aos 28 dias foi observada uma antera colapsada com muitos
microsporos degenerados, parecendo ter também alguns graos de pdlen
multicelulares. Foi observada somente uma estrutura interna. Em outra
antera foram encontradas estruturas externas apresentando epiderme,
células volumosas e vacuoladas. Uma das estruturas externas
apresentou corddes pré-vasculares, constatando-se desenvolvimento
inicial de raiz. Outras estruturas apresentaram elementos traqueais. Na
Figura 43 B e C pode ser visualizado o resultado da microscopia de
epifluorescéncia de estruturas embriogénicas aos 28 dias. Foi utilizado

calcofluor, cujo resultado foi positivo, pois puderam ser evidenciadas as
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paredes celulares das estruturas embriogénicas, mostrando inclusive a
formacao de estruturas semelhantes a embrides, na epiderme.
Na tabela 16 é apresentada uma sintese das analises histologicas

realizadas na espiga B069.
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Tabela 16 - Sintese da andlise histologica da cultivar BR-2, linhagem S3B63, atraveés do registro de presenca (+)

e auséncia (-) para as categorias classificatorias de microsporos e graos de poélen. A cor verde representa a

presenca (+) da categoria no dia de observacdo e a amarela, presenca de ELSs externas, com seus respectivos

numeros de ocorréncia

Dias

Linha- Classificacao
gem
Micrésporos
12 mitose
Binucleado
Bicelular
Trinucleado
S3B63  "Miultinucleados
Multinucleados/Multicelulares rompidos, material
celular extravasado
oV Multicelulares
’ Estruturas Multicelulares
BR-2 sem forma
N° de ELSs (embridides)
externas MAC
MAR
Bipolares
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Figura 42 - Estruturas embriogénicas da espiga B069, linhagem
S3B63 - 26 dias - antera 3cl2. A) Estrutura colapsada com raiz
em diferenciagdo. B) Estrutura com raiz em diferenciagao. Linhas
vermelhas evidenciando as raizes. Escalas: 50 um.
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Figura 43 - Microscopia de Epifluorescéncia em estruturas
embriogénicas e antera da linhagem S3B63. A - Antera
cultivada in vitro aos 20 dias, demonstrando reacdo positiva a
auramina, onde é evidenciada a esporopolenina da esporoderme
dos microsporos. Nota-se a extremidade distal da antera com
micrésporos degenerados. B e C - Estruturas embriogénicas aos 28
dias de cultivo in vitro demonstrando reacao positiva ao calcofltor,
onde sao evidenciadas as paredes celulares. Escalas: A-50um. B
eC=10pum.
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3.5 - ANALISE COMPARATIVA DAS LINHAGENS
SELECIONADAS (CULTIVARES DE CEVADA A-O5 E
BR-2) E DA CULTIVAR MN-599

Nesse item foram realizadas as analises comparativas entre a
cultivar MN-599 e as linhagens estudadas, a partir da analise histoldgica
de cada uma delas. As analises referiram-se tanto as anteras, com seus
respectivos microsporos e graos de pdlen, quanto as estruturas
multicelulares de cevada, obtidas in vitro.

A partir dos dados qualitativos obtidos, foram organizadas as
tabelas de presenca (+) e auséncia (-) para cada tipo morfoldgico de
grao de pdlen/estrutura observado. Em todos os casos e em todas as
amostras 0os microsporos estiveram presentes.

O teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis mostrou que a Unica
variavel significativa foi “multinucleados/multicelulares rompidos”,
sendo que a cultivar MN-599 apresentou maior proporcao de presenca
(+) ao longo dos dias analisados (Tabela 17). Verificou-se também que
a variavel “binucleado” apresentou uma tendéncia a significancia (p =
0,072), ja que o nivel de significancia utilizado foi p = 0,05. Essa
observacdo aponta novamente para um maior indice de presenca (+)
na cultivar MN-599.

O teste do y? (qui-quadrado) [Tabela 18], aplicado para verificar a
significAncia do numero de estruturas embriogénicas (ELSs) formadas
externamente a antera, mostrou que a maior porcentagem foi de
estruturas sem forma definida (média = 95,2%) para todas as
linhagens e para a cultivar MN-599. No caso especifico dessas
estruturas sem forma, as porcentagens variaram de: S3A22 = 98,5%,
S3B63 = 98,5%, MN-599 = 86,2% até SzA23 = 33,3%. Deve ser
ressaltado novamente (ver Material e Métodos para maiores detalhes)

que a linhagem SsA23 teve o0 n amostral pequeno.
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Tabela 17 - Teste de Kruskal-Wallis para as categorias classificatérias da Morfologia dos grdos de pdlen de

cevada, obtidas das trés linhagens selecionadas e uma cultivar, analisados histologicamente. Probabilidade (p)

Categorias Classificatorias da Morfologia dos Graos de Pdlen

a Multinucleados/Multicelulares Estruturas
mitose binucleado | bicelular | trinucleado multinucleados| rompidos, material celular Multicelulares Embriogénicas
extravasado Multicelulares
p/ 0,680 0,072 0,206 0,246 0,132 < 0,01 0,734 0,676
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Tabela 18 - Teste do y%? (qui-quadrado) para as ELSs (“embryo like-

structures”) analisadas nas linhagens e cultivar de cevada

ELSs das Linhagens e cv.

Linhagens e cv.

MN-599 Total
S3;A22 | S3A23 | S;B63 -
n 321 1 65 94 481
Sem forma
% 98,5% 33,3% | 98,5% 86,2%  95,2%
n 1 1 1 5 8
MAC
2 % 0,3% | 33,3% 1,5% 4,6% 1,6%
ELSs
n o o} o 6 6
MAR
% 0,0% 0,0% 0,0% 5,5%| 1,2%
n 4 1 o 5 10
BIPOLARES
% 1,2%  33,3% 0,0% 3,7% | 2,0%
n 326 3 66 110 505
Total
% 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
p<0,01

145



A UGnica variavel significativa com relacdo ao teste do y? foi
“multinucleados/multicelulares rompidos, material celular extravasado”.
Analisando-se os resultados para esta variavel percebe-se que a cultivar
MN-599 apresentou maior indice de presencas (+) ao longo dos dias
analisados.

Estruturas apresentando somente meristema apical caulinar
(MAC) tiveram valores de S3zA22 = 0,3%, S$SA23 = 33,3%, S$SB63 =
1,5% e MN-599 = 4,6%. O valor total foi de 1,6%.

Estruturas que apresentaram somente meristema apical radical
embrionario adventicio (MAR) foram observadas unicamente na cultivar
MN-599 (5,5%), com um valor total de 1,2%. Os embrides,
apresentando MAC e MAR na mesma estrutura, foram observados nas
porcentagens de 1,2% em SzA22, 33,3% em S3A23, 1,5% em $3B63 e
3,7% em MN-599.

Ainda que a maior porcentagem de MAC tenha sido observada na
linhagem S$A23, quando comparada as outras linhagens e a cultivar
MN-599, percebe-se que isso ocorreu devido a pequena amostragem
daquela linhagem. Na cultivar MN-599 foi encontrado o maior n.

A linhagem S3A23 produziu um Unico embrido, entre uma
estrutura sem forma definida e uma estrutura com MAC, apresentando
a porcentagem de 33,3%, sendo isso novamente devido ao fato da
pequena amostra analisada. A linhagem S$A22 e a cultivar MN-599
produziram o0 maior numero de embrides, quatro e cinco,
respectivamente.

Resumidamente, constatou-se que em relacdo ao niumero de ELSs
(estruturas tipo-embrido):

- “Sem forma” foi predominante na cultivar S3A22;

- “MAC” e “MAR” foram predominantes na cultivar MN-599.

Como a cultivar MN-599 nao foi selecionada, e por esse motivo foi

utilizada como controle, foi realizado um “padrdo” dos tipos
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morfoldégicos encontrados. Esse “padrédo”, além de servir de base para
estudos posteriores, pdde ser utilizado como comparativo para as
linhagens selecionadas.

Ndo foram encontradas diferencas significativas entre as
linhagens, e também nas comparacdes das mesmas com a cultivar MN-
599. Entretanto, foram observadas algumas diferencas no “timing” em
funcdo do tempo da formacao dos diferentes tipos morfolégicos, desde
micrésporo até plantula.

Com relacdo as estruturas embriogénicas, a analise estatistica
também ndo apresentou diferencas entre os genoétipos analisados,
mesmo que visualmente tenha sido observada uma consideravel
diferenca na producdo das mesmas. A cultivar A-05, especialmente a
linhagem S3A22 produziu a maior quantidade de estruturas
embriogénicas, quando comparada a cultivar BR-2, especialmente a
linhagem S3B63, que se mostrou intermediaria. A cultivar nao-
selecionada, MN-599, produziu o menor numero de estruturas. Na
analise histologica houve variacdo na comparacao desses resultados.
Mesmo que um consideravel nimero de embrides tenha sido observado
na linhagem S3A22, concordando com a analise estatistica, na cultivar
MN-599 foi observado um embrido a mais. Os resultados da analise
histolégica demonstraram que os embrides da linhagem S$A23 nao
atingiram um grau de histodiferenciacdo tdo elevado quanto aos
embrides da cultivar ndo-selecionada MN-599. Isso pode ser explicado
pela competéncia celular. Portanto, a cultivar ndo-selecionada, mesmo
com um numero menor de estruturas embriogénicas formadas, teve
maior competéncia para formar embrides quando comparada com as
outras duas linhagens analisadas.

Dependendo do periodo de tempo das anteras e estruturas
mantidas em cultivo, s6 foram observadas estruturas SFD (sem forma
definida). Alguns periodos foram caracteristicos para a formacao de

estruturas, como 24 dias, periodo em que foram formadas estruturas
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embriogénicas em todos os genoétipos analisados. Com relacdo aos
embrides, no mesmo periodo foram encontrados tanto para a cultivar
MN-599, como para a linhagem S3A22. A linhagem S$A23 produziu
embrido aos 18 dias. Isso significa que essa linhagem pode produzir
embrides precocemente, mas no desenvolvimento da embriogénese in
vitro, ndo possui capacidade de formar um maior niUmero de embrides
e, em diferentes periodos. Esse foi o caso da linhagem S$A22, que
produziu embrides em trés diferentes periodos, e da cultivar MN-599,
produzindo embrides em dois periodos diferentes. A linhagem S3A22 foi
selecionada para a maior producdo de estruturas embriogénicas, e a
S3B63 para a menor producdo. Esse comportamento foi observado na
linhagem S3zB63, que nao produziu embrides ao longo do periodo,
apenas estruturas multicelulares SFD. A cultivar MN-599 como nao foi
selecionada, mostrou comportamento intermediario entre as linhagens
de maior e menor produgéao.

Com o objetivo de se tracar uma comparacdo entre anteras in
vivo e o material obtido in vitro, também foram realizadas secdes em
algumas anteras obtidas in vivo (ver item 6 — Trabalhos Futuros) —
dados ndo mostrados. Como foi realizada uma analise pontual, ndo se
obteve uma observacao significativa para maiores comparacoes. Para
tanto, seria necessario um acompanhamento detalhado da ontogenia
das mesmas para ser tracada uma comparacao real com o material
obtido in vitro. Em algumas das anteras analisadas foi encontrado
material semelhante ao obtido in vitro, com a presenca de micrésporos
e graos de podlen nos loculos das anteras. Da mesma forma, algumas
anteras apresentaram somente micrésporos degenerados, com
esporoderme evidenciada pelo corante Azul de toluidina, resultando
numa coloracdo azul turquesa. Os gréaos de pdlen maduros, tricelulares,

apresentaram uma quantidade consideravel de amido.
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4 - DISCUSSAO
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4.1 - CULTURA DE ANTERAS DE CEVADA

Como a cultura de anteras envolveu varias etapas, para uma
melhor sistematizacdo a discussao sera abordada segundo os tdpicos

descritos nos resultados.

Etapa da coleta de espigas e Determinacdo do estadio de

desenvolvimento dos micrésporos/graos de pdlen

O fato das aristas emergentes serem observadas somente nas
cultivares BR-2 e MN-599 (mesmo que em pequena quantidade) pode
ser explicado por uma mais rapida maturacdo das espigas dessas
cultivares. Este aspecto mostra que cada cultivar possui um ritmo de
crescimento especifico em fases diferentes do ciclo vital. Como relatado
por Revers (1993), as cultivares A05 e BR-2 mostraram diferencas
quando comparadas em diferentes fases do ciclo de vida, chamando a
atencao para a velocidade mais lenta de germinacdo da BR-2, mesmo
que tenha atingido antes o estadio ideal para a coleta das anteras
quando comparada novamente a A-05.

Deve ser ressaltado que, de acordo com dados de Revers (1993),
somente da cultivar BR-2 poderiam ser coletadas espigas com aristas
emergentes (até 11,4+2,5 mm), estando ainda as mesmas, no estadio
adequado para o cultivo in vitro dos micrdésporos e graos de poélen.

Com relacéo aos outros marcadores morfologicos utilizados, foram
realizadas correlagcbes entre cada um deles (altura dos afilhos e
distancia interligulas) com as cultivares, tendo sido obtidas correlacdes
positivas (Assmann, 1996). A distancia interligulas foi o melhor
marcador do estadio ideal de desenvolvimento dos micrésporos e graos
de podélen, com diferencas significativas entre a cultivar BR-2 e as

demais cultivares analisadas (Revers, 1993). Segundo esse autor, a
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altura dos afilhos nédo deve ser considerada um marcador do estadio de
desenvolvimento, embora revele diferencas entre as cultivares.

Ha evidéncias de que as condi¢cbes fisiologicas das plantas
doadoras das espigas para a cultura de anteras tém importancia
fundamental para a resposta in vitro na formacdo de estruturas
embriogénicas, segundo Olsen (1987) e Szarejko & Kasha (1991).

Dessa forma, Revers (1993) constatou que a regidao de Porto
Alegre - RS néo se encontra entre as recomendadas para o plantio da
cultura, sendo provavel que as diferencas observadas no experimento
com relacdo as regibes indicadas para a producdo, possam ser
atribuidas a fatores ambientais.

Ainda com relacdo ao comprimento das aristas, Assmann (1996)
verificou a existéncia de correlacdo com o valor médio calculado para os
estadios dos micrésporos e graos de pdlen da mesma espiga, nas
cultivares A-05 e BR-2. Na cultivar MN-599 a correlagdo nao foi testada
devido ao numero baixo de espigas, somente duas, que apresentaram
aristas emergentes. Foi encontrada uma correlacdo positiva (r= 0,378)
para a cv. BR-2 entre as duas variaveis (r* = 14,3%). Na cultivar A-05
verificou-se correlacdo positiva significante (r = 0,743), com r*> =
55,2%, embora a amostra tenha sido menor do que a da BR-2.

Com relagcdo as outras variaveis analisadas, o mesmo autor
referido anteriormente também encontrou correlacdo positiva entre
cada uma delas (altura dos afilhos e distancia interligulas) com o
estadio de desenvolvimento dos micrésporos e graos de pdlen.

Dessa forma, foi comprovada a necessidade da utilizacdo dos
marcadores morfoldgicos para uma coleta mais eficiente de espigas com
micrésporos e graos de podlen nos estadios adequados para a cultura in
vitro de anteras de cevada, sendo que o efeito de cultivar foi observado
para todos os marcadores (Assmann, 1996).

O estadio ideal dos micrésporos e graos de polen para a culturain

vitro de anteras de cevada, tem sido demonstrado por varios autores
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como sendo entre o uninucleado inicial (Ul) ou médio (UM) a final (UT)
[Dale, 1975; Chen et al., 1984; Assmann, 1996; Gilpin et al., 1997].
Mas alguns autores também utilizaram anteras para a cultura in vitro
com gréos de poélen entre o estadio unicelular final ao bicelular (Wilson
et al., 1978; Paire et al. 2003).

Como ja relatado nos resultados, foram observadas aristas
emergentes em algumas espigas, especialmente naquelas da cultivar
BR-2. Resultado semelhante foi observado por Revers (1993), onde
essa caracteristica foi observada somente na referida cultivar, em cerca
de 30% das espigas cujos graos de pdlen estavam no estadio adequado
para o cultivo in vitro.

Assmann (1996) compara as trés cultivares analisadas (as
mesmas utilizadas no presente trabalho) com relacdo as aristas
emergentes e o estadio do pdlen. Verificou que na cultivar A-05
somente 2% das espigas correspondentes a subamostra UNI-12 DIV
(para maiores detalhes das classes, ver tabela 5) apresentaram aristas.
O mesmo foi verificado para a cultivar MN-599, apresentando menos de
1% (somente uma espiga) das espigas na classe referida
anteriormente. Portanto, conclui que para essas cultivares nédo se deve
coletar espigas com aristas emergentes.

Por outro lado, na cultivar BR-2, o tamanho da arista aparece
como um importante marcador morfolégico para auxiliar na coleta das
espigas com o estadio ideal dos micrésporos e gréaos de pélen. A autora
citada anteriormente verificou que 95% da amostra das espigas da
subamostra UNI-12 DIV e todas as espigas da amostra na classe BI-TRI
apresentaram aristas emergentes.

Da mesma forma, no presente trabalho foram encontradas aristas
emergentes na cultivar BR-2, com valores chegando até 1 e 1,5 cm,
nao significando que os micrésporos e graos de pdlen estivessem num
estadio mais adiantado do desenvolvimento, mas sim, estavam no

estadio ideal para o cultivo in vitro. Material mais adiantado no
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desenvolvimento, com presenca de aristas emergentes, somente foi
observado nas outras duas cultivares, A05 e MN-599, concordando
com Assmann (1996) que no momento da coleta das espigas dessas
duas cultivares ndo se deve coleta-las com aristas emergentes. I1sso s6
pode ser realizado para a cultivar BR-2, que apresentou uma velocidade
mais lenta no desenvolvimento das espigas, e consequentemente dos
micrésporos e graos de poélen.

Ha relatos na literatura de que se pode utilizar a medida do
tamanho da flor de cevada para obter alguma indicacdo da maturidade
da antera, entretanto esse tamanho é afetado pela posicdo da flor na
inflorescéncia, pelo gendtipo e pela idade da planta (Atanassov et al.,
1995), o que também dificultaria a coleta de espigas apresentando o
estadio ideal dos microsporos e graos de pdélen para o cultivo in vitro.
Uma solucao poderia ser o aumento do numero amostral das espigas, o
que nem sempre é viavel, mas ainda, pode-se utilizar o maior niumero
possivel de marcadores morfolégicos para minimizar o erro de coleta de

espigas com desenvolvimento tardio.

Etapa da Inducdo da Embriogénese

As diferengas observadas entre as linhagens e a cultivar néo-
selecionada, com relacdo a formacdo de estruturas embriogénicas, nédo
foram comprovadas pela andlise estatistica, mas verifica-se que ha uma
tendéncia a significancia (Tabela 6), devido a probabilidade ser préoxima
do nivel de significancia de 5%. Esse fato pode ser explicado também
pelo tamanho da amostra, ou seja, se 0 numero de espigas que
permaneceram em cultivo in vitro, sem contaminacdo (53 espigas),
fosse aumentado, poderia ser comprovada a significancia através do
teste estatistico, sendo assim, as linhagens e a cultivar seriam
diferentes com relacdo a producéo de estruturas embriogénicas in vitro.

Em trabalho anterior, realizado por Assmann (1996), foi
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encontrada significAncia nos testes estatisticos para as mesmas
variaveis, com as mesmas cultivares, mas com um numero amostral de
espigas maior.

O fato relatado anteriormente foi semelhante a producédo de
estruturas formadas/espiga, pois mesmo sendo encontrada uma
aparente diferenca na producdo das mesmas entre os gendtipos
analisados, ndo houve diferenca significativa, apenas uma tendéncia a
significancia (Tabela 6). O numero de anteras responsivas formadas aos
21 dias de inducao (formacéo inicial das estruturas embriogénicas)
também ndo mostrou diferenca significativa entre os gendtipos
analisados. Novamente, Assmann (1996) encontrou efeito do gendtipo.
Por outro lado, Revers (1993) em estudo preliminar de cultura de
anteras das mesmas cultivares analisadas no presente estudo, verificou
que as cultivares A-05 e MN-599 foram semelhantes entre si com
relacdo as respostas das anteras in vitro, tanto aos sete, quanto aos 28
dias, onde a cultivar BR-2 diferiu das duas cultivares citadas
anteriormente.

Assmann (1996) em sua discussdo atribuiu a diferenca de
respostas encontradas em seu trabalho e no de Revers (1993), com as
mesmas cultivares, a interacdo significativa observada entre os
gendtipos analisados e os pré-tratamentos testados e/ou meio de
cultura que também diferiram, pois Revers (1993) utilizou somente um
pré-tratamento, a temperatura constante durante 28 dias. No presente
trabalho foi utilizado somente um periodo de pré-tratamento, 10 dias a
5 °C, o que pode explicar também a nao significancia entre os
gendtipos analisados.

Por outro lado, no presente trabalho foi encontrada diferenca
significativa entre os genoétipos quanto a producdo de estruturas
embriogénicas aos 28 dias de cultivo in vitro, demonstrando a
intensidade de producado rapida. Essa comparacdo nao foi realizada

pelos autores anteriormente citados.
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Deve-se enfatizar que a analise estatistica ndo foi realizada para
todas as variaveis devido ao fato dessa etapa néao ser o foco principal
desse trabalho de doutorado.

A formacado precoce das estruturas embriogénicas aos 28 dias,
periodo da primeira transferéncia das mesmas para o0 meio de
regeneracao R-1, mostrou que a linhagem S3A23 (da cv. A-05) obteve o
maior niumero, e a cultivar MN-599 o menor. Assmann (1996) registrou
que a cultivar A-05 produziu o maior numero de estruturas
embriogénicas na indugao, aos 21 dias. Portanto, foram encontrados
resultados semelhantes ao presente trabalho, mas no 212 dia de cultivo.

Novamente, para a variavel “n? total de estruturas formadas”, a
diferenca na producdo dessas estruturas entre as cultivares néo foi
significativa, mesmo que tenha sido observado um grande numero
delas na cultivar A-05, especialmente na linhagem selecionada Sz;A22
(Tabela 6). Da mesma forma que Assmann (1996), pode-se inferir, no
caso do presente estudo, que mesmo que a cultivar A-05 tenha
apresentado visualmente um maior numero de estruturas
embriogénicas in vitro, ao final do periodo de inducdo a producao
dessas estruturas nao diferiu estatisticamente entre as cultivares A-05,
BR-2 e MN-599. A autora anteriormente citada encontrou a cultivar MN-
599 como a menos produtiva nas condi¢cdes testadas. Essa observacéao
pdde ser confirmada pela significancia da probabilidade obtida.

Stival (1995) observou que um dos hibridos F; que obteve a
maior producdo de estruturas embriogénicas, no melhor meio testado,
era oriundo de um cruzamento envolvendo a cultivar BR-2. Essa
observacdo pode ser comparada com o presente trabalho, ja4 que foi
obtido um valor semelhante dessa cultivar com a que obteve a maior
resposta, a cultivar A05, linhagem S$A22 (Tabela 6), nao diferindo
significativamente para a variavel “n? total de estruturas formadas”.

Com relacédo ao periodo de pré-tratamento a baixa temperatura,

Assmann (1996) testou trés diferentes periodos, 10, 20 e 30 dias,
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verificando que o periodo que proporcionou maior producdo de
estruturas embriogénicas, de um modo geral para as trés cultivares
analisadas, foi o de 10 dias. A conclusdo foi obtida a partir de
observacdes em que o teste de significancia mostrou equivaléncia nos
trés pré-tratamentos, para os trés meios testados, nas cultivares A-O5 e
BR-2. Nesse mesmo periodo, e utilizando o meio de cultivo I-3, a
cultivar MN-599 apresentou uma maior producdao de estruturas
embriogénicas, quando testados os outros dois meios e 0s outros dois
periodos, sendo que em geral essa € a cultivar menos produtiva. Foi
observado também que a cultivar BR-2 obteve a menor producao.
Dessa forma, foi notado o efeito do pré-tratamento sobre as cultivares,
com a cultivar MN-599 mostrando-se com a menor producédo de
estruturas embriogénicas quanto maior a exposicdo a baixa
temperatura, ao contrario da cv. BR-2. A partir desse resultado, foi
utilizado no presente trabalho o periodo de 10 dias no pré-tratamento,
com temperatura de 5 °C.

Nesse sentido, Bhojwani & Razdan (1983) salientam que o
tratamento a baixa temperatura aplicado ao botéo floral, previamente
ao estabelecimento in vitro das anteras, aumenta o numero de
microsporos que desenvolvem embrides. Por outro lado, Szarejko &
Kasha (1991) nédo encontraram beneficios, quando foi comparado o
material cultivado in vitro diretamente (O dias) com aquele pré-tratado.
Entretanto, muitos autores utilizaram um periodo maior de pré-
tratamento, 28 dias, para varias cultivares de cevada do hemisfério
norte (Huang & Sunderland, 1982; Dunwell et al., 1987; Olsen, 1987).
Mesmo que esse tempo utilizado no pré-tratamento tenha sido
considerado ideal para algumas cultivares de cevada do hemisfério
norte, para as cultivares brasileiras parece ndo ser 0 mais
recomendavel (Assmann, 1996).

Segundo Jahne & Lorz (1995) a duracdo e a temperatura de pré-

tratamento diferem em trabalhos de cultura de micrésporos de arroz,
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demonstrando que as condicdes de pré-tratamento devem ser
otimizadas para os diferentes genétipos, tendo sido esse fato também
observado para as cultivares brasileiras de cevada, segundo Assmann
(1996).

Da mesma forma que no presente trabalho pode ser inferida essa
conclusdao acerca da forte influéncia do gendtipo na capacidade
embriogénica das cultivares, na literatura também é encontrada essa
afirmacdo para a cevada (Foroughi-Wehr et al., 1982; Dunwell et al.,
1987; Szarejko & Kasha, 1991).

Foroughi-Wehr & Zeller (1990), Dunwell et al. (1987) e Larsen et
al. (1991) relataram que nao necessariamente a formacdo de um
grande numero de estruturas embriogénicas in vitro corresponde ao
potencial de regeneracdo de plantas verdes. Isso pdde ser constatado
na cultivar A-05, em que o maior nimero de estruturas embriogénicas
nao resultou na maior producdo de plantas verdes, o que seré& discutido
posteriormente.

Ainda com relacao ao efeito do gendtipo, Foroughi-Wehr & Zeller
(1990) demonstraram diferentes resultados da embriogénese em 25
cultivares germanicas de trigo, observando desde uma baixa ou quase
nenhuma producéo, até alta frequéncia de regeneracdo de plantas a
partir de estruturas embriogénicas derivadas do pdlen. Grando (1990)
verificou em estudo de linhagens duplo-hapldéides, para a mesma
espécie citada anteriormente, diferencas que s6 puderam ser atribuidas
ao efeito do gendtipo.

Uma vez que o pré-tratamento é uma condicdo para ativar o
estresse, responsavel por ativar a rota gametofitica, anteras de cevada
podem ser estabelecidas durante quatro dias em meio de cultura
contendo 0,3 M de manitol (JAhne & L6rz, 1995). Foi observado por
Roberts-Oehlschlager & Dunwell (1990) que essa resposta do pré-
tratamento de manitol foi superior ao de baixa temperatura.

Li et al. (2001) utilizaram como pré-tratamento, drogas de
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hipometilacdo do DNA (azacitidina e etionina), indicando que poderiam
aumentar a frequUéncia de calos e embrides. Os resultados sugeriram
que esse tipo de pré-tratamento pode aumentar a frequéncia de
desdiferenciacdo do micrésporo. A funcdo das drogas de hipometilacédo
do DNA parece ser a mesma dos pré-tratamentos a baixa temperatura e
de manitol.

Wojnarowiez et al. (2004) comentam que entre os reguladores
osmaoticos utilizados no pré-tratamento, o manitol foi o mais eficiente.
Sorbitol e sacarose, também utilizados no experimento, fizeram com
que os plastidios se diferenciassem pouco, porém constataram um
acumulo de uma grande quantidade de amido. Os autores comentam
que esse acumulo de amido ndo esta correlacionado com o albinismo.

No trabalho de Revers (1993) nao foi observada a formacédo de
estruturas embriogénicas, podendo esse fato ser explicado pela
composicado do meio de cultura utilizado pelo autor, seguindo protocolo
de Olsen (1987) com modificacbes. Os reguladores de crescimento
utilizados foram cinetina e 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), de acordo
com Kao (1991), utilizados por esse autor para a inducédo de estruturas
embriogénicas. Assmann (1996) testando trés diferentes meios de
cultura verificou que o meio de inducao-1 (I-1), modificado de Olsen
(1987), mas diferente daquele utilizado por Revers (1993), foi o que
ofereceu as mais baixas condi¢cdes de inducdo das anteras em cultura
para a formacao de estruturas embriogénicas.

No presente trabalho foi igualmente utilizada cinetina como citada
anteriormente, mas ANA (acido naftalenoacético) no lugar do 2,4-D, a
partir da sugestdo de Assmann (1996) que verificou ser essa
combinacdo bastante benéfica para a inducdo da embriogénese a partir
das anteras em cultura.

Num estudo comparando dois meios de cultura em 11 populacdes
F1 de cruzamentos intervarietais de cevada, Stival (1995) mostrou

haver efeito significativo da interacdo entre os gendotipos e o meio de
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inducéo.

Segundo Cai et al. (1992) a composicdo dos fitorreguladores no
meio de inducdo mostrou ter um efeito significativo na eficiéncia da
cultura para os genétipos de cevada testados. Sao utilizadas véarias
combinag¢des, pois segundo Clapham (1977), as anteras de cereais
necessitam de auxinas e citocininas, tanto simultaneamente, quanto em
seguéncia. Dessa forma, as respostas do material em cultivo parecem
depender dos niveis enddgenos 6timos desses fitorreguladores.

Atualmente nao se utilizam fitorreguladores, principalmente no
cultivo de micrésporos e graos de poélen isolados, como demonstrado
por Fan et al. (1988) em Brassica napus L. e em Zea mays L. por Obert
et al. (2000).

Etapa de Regeneracado de Plantulas Verdes

Os resultados obtidos na etapa de regeneracdo referem-se a
diferenciacao das estruturas embriogénicas que foram transferidas para
0 meio de regeneragéao.

Foram encontrados cinco tipos de estruturas a partir desses
resultados: estruturas indiferenciadas (amorfas), brotos albinos, brotos
verdes, plantulas albinas e plantulas verdes. Para a analise no presente
trabalho foram utilizados somente os dados das duas ultimas citadas
(Tabela 9). As plantulas verdes formadas foram cultivadas em meio de
regeneracao-Il (R-11), adequado para o desenvolvimento das partes
aérea e radical.

Assmann (1996) encontrou efeito do genodtipo para a variavel
analisada “proporcdo de estruturas indiferenciadas”, sendo também
encontrado efeito do pré-tratamento a baixa temperatura, com um
maior numero de estruturas indiferenciadas aos 20 dias desse periodo.

A mesma autora verificou que a cultivar MN-599 diferiu das

demais cultivares, com um maior numero de plantulas albinas
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regeneradas. Foi observado também, que quanto maior o tempo de
pré-tratamento do material, maior foi a proporcao de plantulas albinas,
mostrando que o maior tempo a baixas temperaturas foi decisivo no
aumento da regeneracao dessas plantulas.

Szarejko & Kasha (1991) concluiram que a alta frequéncia de
regenerantes albinos nao foi alterada pela composicdo dos meios de
cultura testados, mas sim pela forte influéncia do gendtipo com relagao
a essa variavel. Da mesma forma, Kao et al. (1991) verificaram efeito
do gendtipo sobre a frequéncia de plantas albinas regeneradas. Por
outro lado, Assmann & Winge (1996) observaram que os diferentes
meios de cultura testados tiveram influéncia na formacao de plantulas
albinas. Essas autoras verificaram interacdo dos fatores gendtipo e meio
de inducdo influenciando a producdo de plantulas albinas, mais
especificamente no meio I-1 a cultivar MN-599 diferiu das demais, que
foram equivalentes entre si, tendo regenerado mais albinas.

Também em cevada, Olsen (1987) verificou que quando a maioria
das estruturas formadas foi considerada do tipo calo, a producao inicial
foi baixa e a maioria das plantas regeneradas era albina. Por outro lado,
Hoekstra et al. (1992) relataram a formacao de 0,4 plantas albinas por
antera estabelecida in vitro. Cai et al. (1991) obtiveram a regeneracao
de 44,9 a 62,6 plantas albinas por 100 anteras estabelecidas,
dependendo do gendtipo.

A cultivar A-05 apresentou a linhagem S3A23 com a maior
proporcado de plantulas albinas, o dobro do valor da linhagem SA22.
Isso significa que essa cultivar produz grande quantidade de estruturas
embriogénicas (Tabela 6), mas tem problemas na regeneracédo, tanto
de plantulas verdes, quanto de plantulas albinas (Tabela 9). A diferenca
entre as cultivares na producdo de plantulas albinas também foi
constatada por Assmann (1996), em que a cultivar MN-599 diferiu
significativamente das outras duas, A-05 e BR-2, apresentando o maior

numero de plantulas albinas.
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O albinismo é um problema sério encontrado na cultura de
anteras de gramineas. Segundo Harada et al. (1991), varios fatores
tém sido apontados como afetando o grau de albinismo durante a
cultura: o gendtipo e o estado fisioldégico da planta doadora, o estadio
de desenvolvimento dos microsporos e graos de podlen, a temperatura
de cultivo, o pré-tratamento a baixa temperatura e a concentracdo de
acucar em combinagdo com os fitorreguladores. Entretanto a causa
primaria ainda nao € conhecida.

Além desses fatores, Cistué et al. (1995) observaram que a
duracdo do cultivo esta altamente correlacionada com a producao de
uma alta proporcédo de regenerantes albinos. E possivel que o periodo
maior em cultura no escuro ou que mudanc¢as no balanco de nutrientes,
ao longo desse periodo de cultivo possam levar ao aumento de
albinismo. Da mesma forma, Kihlmann & Foroughi-Wehr (1989)
verificaram que as estruturas que se formavam nos primeiros 30 dias se
desenvolviam em plantas, e as originadas posteriormente, em grande
parte, mostraram proliferacdo de calos e uma menor regeneracao de
plantas. Kao et al. (1991) observaram que de 20 plantas obtidas de
uma unica antera, a maior parte das que foram regeneradas dentro de
70 dias, foi verde e a maioria das induzidas posteriormente foi albina.

Larsen et al. (1991) discutem que aparentemente todos os genes
que controlam as porcentagens de plantas verdes em cultura de
anteras, particularmente em cevada, séo herdados
cromossomicamente.

Caredda et al. (2004) sugeriram que o albinismo a partir de
material obtido da embriogénese in vitro diferiu entre as cultivares de
cevada analisadas. Na cultivar de inverno Igri, a alteracdo dos
plastideos ocorreu durante a etapa de regeneracdo, visto que nas
linhagens de inverno eles foram afetados em embrifes derivados de
micrésporos, indicando que o albinismo nao foi iniciado durante a

regeneracao, mas sim no inicio do processo de embriogénese.
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Etapa de Regeneracdo de Plantas Adultas

O maior numero de plantas verdes foi produzido pelas duas
linhagens da cultivar BR-2. Observacao semelhante foi relatada por
Stival (1995), mostrando que a cultivar BR-2 é mais produtiva com
relacdo a regeneracdo de plantas verdes, mesmo ndo produzindo
grande quantidade de estruturas embriogénicas como a cv. A-05.

Assmann (1996) observou que a baixa proporcao obtida de
plantas verdes poderia ter sido devido a baixa capacidade genética de
regeneracao das cultivares testadas. Entretanto, como referido
anteriormente, Stival (1995) observou resultados satisfatorios em
cruzamentos que utilizaram a cultivar BR-2 como genitor.

Uma série de fatores tem sido apontada como responsavel pela
regeneracdo de uma maior proporcédo de plantas verdes. Entre esses
fatores estdo principalmente, o genoétipo, o pré-tratamento e a
composicdo dos meios de cultivo in vitro. Cai et al. (1992) cita ainda
outros fatores como, estadio de desenvolvimento dos microsporos,
condi¢cOes fisicas durante o estabelecimento das anteras in vitro e
condic¢des de crescimento das plantas doadoras.

Segundo Guo & Pulli (2000), talvez a mais importante influéncia
na cultura de micrdésporos seja o genoétipo das plantas doadoras, como
no caso estudado em Phleum pratense L.

Quanto ao nivel de ploidia das plantas regeneradas, foi observado
um valor relativamente alto de plantas dipldides, sendo que para a
cultivar BR-2 esse valor foi muito préximo nas duas linhagens,
ultrapassando 50%. A cultivar MN-599 e uma das linhagens da cultivar
A-05, a $3A22, apresentaram valores semelhantes, com mais de 70%
das plantas dipléides. O mesmo tipo de analise foi realizada por
Assmann (1996), onde, mesmo numa amostra reduzida, verificou que
cerca de 50% das plantas verdes regeneradas eram hapldéides e o

restante duplo-hapldides, supondo a ocorréncia de duplicacdo
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espontanea. A autora também n&o verificou a ocorréncia de
tetrapldéides, como observado no presente trabalho.

A duplicacédo espontanea dos cromossomos tem sido documentada
para a cultura de anteras de cevada em uma porcentagem de 50 a 80%
dos regenerantes verdes derivados do micrésporo ou do podlen
(Foroughi-Wehr et al., 1982; Jahne & Lorz, 1995). Wilson (1977) relata
uma alta porcentagem de micrésporos e polen dipléides, indicando que
a duplicacdo do numero cromossdbmico ocorre subsequentemente a
formacao da célula hapléide, sendo resultado direto das condicbes de
cultura. Interacéo significativa entre o nivel de ploidia e o gendétipo foi
observada por Stival (1995), onde detectou diferencas entre o material
de cruzamentos, testado quanto a frequéncia de plantas hapldides e
dipldéides, tendo os cruzamentos que envolveram a BR-2 apresentado
baixa frequéncia de duplicacdes espontaneas, indicando controle
genético dessa caracteristica.

Em Brassica napus L. cv. Topas sao relatados casos de duplicacédo
espontanea com propor¢cbes de 30 a 40% de dipldides, sendo que
XuHan et al. (1999) atribuiu essa duplicacdo a endomitose, e ndo a
fusdo nuclear, por ndo terem encontrado mitoses sem a formacao de
parede celular.

Segundo Clapham (1977), ¢€é desejavel obter dipldides
homozigotos a partir de hapldides, quando a duplicacdo ndo ocorre
espontaneamente in vitro. Para isso, a colchicina é o anti-mitético mais
empregado para o restabelecimento da condi¢cdo dipldide da planta,
garantindo a fertilidade da mesma em detrimento do pareamento
normal dos cromossomos. Gonzalez-Melendi et al. (2005) utilizando
microscopia confocal, eletrénica e 6ptica mostraram evidéncias de que a
fusdo nuclear é o principal mecanismo de diploidiza¢éo, ocorrendo no 62
dia de cultivo, como no presente trabalho.

A perda de plantulas verdes ap6s a transferéncia para o meio RI|I

até a transferéncia das mesmas para recipientes com substrato,
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também pode ser explicada por problemas técnicos na manutencao da
temperatura ideal da camara de crescimento. Em alguns periodos, a
temperatura foi superior a 25 °C, o que, para a cevada, € considerada
uma temperatura alta. O mesmo fato foi registrado por Assmann
(1996), que relatou que o baixo numero de plantulas e plantas verdes
obtidas foi influenciado pelo mau funcionamento do sistema de

climatizacgéo.
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4.2 - ANALISE CITOLOGICA DA CULTIVAR MN-599 DE
CEVADA

Para a analise citologica, de cada espiga coletada, foram utilizadas
trés espiguetas, com diferentes localizagdes na espiga, para verificar o
estadio dos micrésporos/graos de poélen da espiga, antes da cultura in
vitro das anteras (ver Material e Métodos para maiores detalhes). A
possibilidade de selecdo prévia das espigas com anteras em estadios
adequados para a cultura, permitiu economia de tempo, reducado de
gastos e aumento da eficiéncia na obtencao de respostas embriogénicas
dos micrésporos/graos de polen.

Examinando a variacdo no grau de desenvolvimento do
micrésporo e do pélen em diferentes anteras, ao longo das espigas de
cevada, Assmann (1996) verificou que o uso de trés espiguetas
permitiu uma melhor caracterizacdo de cada espiga quanto aos estadios
de desenvolvimento dos micrésporos e graos de poélen.

As analises citoldgicas realizadas por Ekberg & Eriksson (1965)
nas cultivares suecas de cevada “Forma” e “Bonus”, permitem supor
que a analise realizada no presente trabalho, de trés espiguetas,
coletadas na base, meio e apice (e utilizando a média das modas) deve
representar razoavelmente bem o estadio geral de desenvolvimento dos
graos de pélen de cada espiga. Embora a distribuicdo ao longo da
espiga, dos estadios de desenvolvimento das anteras das nossas
cevadas seja diferente das suecas (Assmann, dados ndo-publicados), a
utilizacdo do mesmo método de coleta tem se mostrado adequado.

A variacado, nos estadios de desenvolvimento dos micrésporos/
graos de podlen, entre anteras e espiguetas da mesma espiga, que ja
tinha sido constatada por Wilson (1977), e confirmada no presente
trabalho, reduz a eficiéncia da resposta mesmo gquando a maioria das

anteras contém micrésporos/graos de pélen no estadio uninucleado,
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entre inicial e final - os mais adequados para a cultura in vitro.

Essa variacao inicial explica a variacdo nas respostas obtidas
entre as anteras da mesma espiga estabelecida em meio de cultura,
bem como a variagdo entre micrésporos da mesma antera.

As andlises, realizadas no presente estudo, foram realizadas por
espiga e por antera. As anteras de cada espiga, estabelecidas em uma
placa de petri e posteriormente fixadas para analise a cada trés dias a
partir do inicio da cultura, permitiu um exame das mudancas que
ocorreram no desenvolvimento dos micrésporos/graos de poélen.

Por essa razao, a partir da analise dos resultados obtidos, pode-se
dizer que micrésporos ontinuaram presentes até os dezoito dias de
cultivo in vitro das anteras, mostrando que nem todos continuam seu
desenvolvimento. Foram também encontrados muitos micrésporos
degenerados e colapsados ao longo da andlise. Essa observacao foi
ampliada pela presenca dos demais estadios iniciais do desenvolvimento
normal dos gréaos de pdlen. Por outro lado, a analise permitiu avaliar em
quantos dias de cultivo, foi detectada, pela primeira vez, um novo
estadio de desenvolvimento in vitro dos microsporos/gréaos de polen.

Binucleados assimeétricos (ndo apresentados na tabela), em
freqUéncias dependentes da amostra, e simétricos, sempre raros, desde
os controles e ao longo da cultura, puderam ser observados em todas
as amostras. Entretanto, somente aos seis dias de cultivo, foram
detectados os primeiros bicelulares simétricos, um sinal de possivel
ingresso na rota embriogénica.

Esses estadios puderam ser detectados pelo fato de a anéalise
citolégica permitir a observacao tridimensional do grao de poélen
evidenciando as duas células, generativa e vegetativa. Esse mesmo tipo
de observacdo ndo pdde ser realizada, com a mesma facilidade, na
analise histoldgica pelo fato da analise ser realizada em um sé plano,

através de secOes histoldgicas de 3 mm (ver item 3.3).

A partir do 32 dia de cultivo in vitro puderam ser detectados gréaos
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de podlen trinucleados simétricos, indicando uma possivel entrada na
rota da embriogénese do micrésporo e do pdlen.

A observacao dos bicelulares simétricos a partir do Exp6, indicou
que 0s mesmos poderiam ser considerados também precursores do
ingresso na rota do processo de embriogénese. Isso se deve ao fato de
esse tipo celular ndo ser encontrado na rota normal do desenvolvimento
do grdo de pdlen (rota gametofitica), pois os bicelulares séo
assimeétricos.

Tricelulares simétricos, observados da Exp6 em diante, em baixas
frequéncias, mostraram uma tendéncia da possivel formacdo de
estruturas embriogénicas. A formacao de multinucleados (ja observados
a partir da Exp3) e de multicelulares, a partir da Exp6, confirmam essa
tendéncia. Dessa forma, os trinucleados simétricos podem ser
considerados um dos precursores da formacdo de estruturas
embriogénicas.

As primeiras estruturas embriogénicas foram observadas com
nove dias de cultura in vitro (Exp9). A partir dessa amostra, o numero
meédio de estruturas por antera cresceu significativamente (aumentou
mais de 50 vezes).

Fan et al. (1988) observaram que a primeira divisdo produziu dois
nucleos difusos corados, sendo que as divisdes subsequentes deram
origem a graos de pdélen multinucleados. Esses autores observaram
ainda que graos de podlen binucleados produziram embrifes através de
divisdes do nucleo vegetativo. O que foi observado pelos autores, em
menor numero, foi a producdo de calos a partir de micrésporos, sendo
que estes ndo continuam a dividir-se, resultando em calos degenerados.

Os resultados obtidos ndo apdiam a sugestdo de alguns autores
sobre a importancia do “podlen-p” para a formacdo de estruturas
embriogénicas e consequente obtencao de plantas hapléides e duplo-
hapldides de cevada. Heberle-Bors (1982) concluiu que a ocorréncia de

"poélen-p" esta integrada no desenvolvimento sexual das plantas, ja que
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condicdes alteram o balanco sexual em direcdo a feminilidade,
resultando na producdao de graos de podlen estéreis, sendo indicados
como competentes para a embriogénese in vitro. O mesmo autor
encontrou "poélen-p” com nucleo tipo-vegetativo.

Como relatado anteriormente, ha muitas hipoteses sobre a funcéo
e ocorréncia dos graos de “pélen-p”, mas nada que seja esclarecedor.
Alguns autores tentam explicar que esses podélens ndo sao
imprescindiveis para a embriogénese, como por exemplo, Roberts-
Oehlschlager & Dunwell (1991). Os autores relatam que esses graos
nao seriam 0s Unicos capazes de formar um embrido in vitro, pois
observaram que a maioria dos grdos de podlen que estavam em contato
com o tapete é que formaram estruturas multicelulares.

Binarova et al. (1997) estudando o tratamento de estresse em
Brassica napus L., relataram que a sintese de DNA iniciou em ambas
células, generativa e vegetativa, mas somente a vegetativa foi capaz de
completar o ciclo celular e dividir posteriormente.

Androfitos (graos de polen) com células extranumerarias foram
observados, no presente trabalho, somente nas amostragens de
material in vitro (a partir da Exp6), provavelmente devido a inducao
pelo pré-tratamento desencadeando diviséo celular e possibilitando uma
maior frequéncia dos tipos celulares com maior niumero de células.
Assmann (1996) e Assmann & Winge (1996) analisaram o efeito da
composicao de diferentes meios de inducédo e de regeneracao sobre as
frequéncias da producao de estruturas embriogénicas e de embrides de
cevada (cultivares brasileira); os melhores meios entre os testados, foi
utilizado no presente trabalho.

A divisao celular simétrica também pode ser explicada da mesma
forma, pois Wilson et al. (1978) verificaram que, ap0s o pré-tratamento
(2 dias) nas anteras responsivas, 0 numero de grdos de podlen
binucleados aumentou em aproximadamente 10 vezes, como resultado

da divisao atipica (simétrica). Quando o periodo de pré-tratamento foi
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prolongado além de dois dias, o desenvolvimento dos graos de pdlen
chegou ao estadio trinucleado, mas nao ocorreu deposicdo de amido.
ApOs 10 a 14 dias, graos de poélen multicelulares volumosos foram
evidentes, aparentemente sem células derivadas da célula generativa.
Cultivados por véarios dias a mais, ocorreu a ruptura da exina e a
liberacdo de uma estrutura embriogénica amorfa.

Kasha et al. (2001b) testando combinac¢bes de pré-tratamento,
observaram gque durante o periodo de quatro dias de pré-tratamento de
0,3 M de manitol, a maioria das primeiras divisdes foi simétrica, tanto
em 25 °C quanto em 4 °C. Por outro lado, durante 28 dias de pré-
tratamento a 4 °C, 90% das divisbes foram simétricas. Os autores
ainda reforcam que essas duas rotas observadas em cevada sé&o
influenciadas pelos métodos de pré-tratamento. Entretanto, Assmann
(1996) mostrou que pré-tratamento a 5 °C, por 30 dias, ndo regenerou
plantas verdes em -cultivares brasileiras de cevada, confirmando e
ampliando resultados obtidos por Revers (1993), que utilizou 28 dias e
mesma temperatura. Os melhores resultados, obtidos por Assmann,
envolveram o meio 1-3, apls pré-tratamento de 10 dias a baixa
temperatura.

Com pré-tratamento a baixa temperatura, Peng et al. (1997)
encontraram, apos 7 a 9 dias, primeira divisdo mitédtica simétrica,
resultando na producéo de dois nucleos idénticos em gréaos de pdlen de
aspargo.

Deve ser ressaltado que a divisdo simétrica ndao é um fenébmeno
exclusivo do cultivo in vitro, mas que também ocorre in vivo, registrado
por Filho et al. (2003) em Brachiaria decumbens. Esse fato foi atribuido
a uma mutacao, provavelmente afetando a formacdo do microtubulo no
citoesqueleto.

Oliveira et al. (2001) também constataram, em androfitos de
Anacardium occidentale L. obtidos in vivo, que a partir da primeira

mitose andmala foram produzidos grados de pdlen binucleados com
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células idénticas, ou quase, demonstrando uma provavel simetria.

Por outro lado, a formacéao de androéfitos multinucleados pode néao
ser uma resposta exclusiva ao cultivo. Rodrigues et al. (2005)
registraram o aumento da propor¢cao de androéfitos multinucleados de
soja, tanto em botdes florais mantidos em 4 °C no escuro quanto em
anteras sob cultivo, sem diferenca significativa. Apesar de eles terem
alcancado a etapa de multinucleados, ndo houve celularizacdo em
ambos os tratamentos.

Em contrapartida, mas estudando cevada, Szarejko & Kasha
(1991) ndo encontraram beneficios do pré-tratamento a baixa
temperatura, quando foi comparado o material cultivado in vitro
diretamente (0 dia) com aquele pré-tratado.

Foi observado que durante o periodo de pré-tratamento, as
metafases dos grados de poélen foram quase todas haploides, devido ao
nimero de cromossomos observados na analise citolégica (Wilson et
al., 1978).

A observacdo de uma maior concentracdo de graos de podlen
multinucleados e/ou multicelulares na regiao proximal da antera (em
relacado ao filete) pode ser explicada pelas reservas nutritivas existentes
no léculo, pelo transporte célula/célula do meio externo para o interior
do esporangio ou pela manutencao da funcao translocadora dos
elementos vasculares do filete. Esse fendbmeno mereceria uma analise
mais detalhada esclarecendo se essas hipéteses sdo ou nao
verdadeiras. Na regi&o distal (em relacédo ao filete), foram encontrados
somente alguns grdos de poélen multinucleados, da mesma forma que
estruturas embriogénicas.

Demonstrando a importancia do efeito posicional da antera,
também em cevada, na cultivar Akka, Dale (1975) encontrou graos de
poélen dimorficos, verificando que 0s mesmos ocorriam
predominantemente na porcao basal da antera, ou seja, na regiao

proximal. Porém, Oliveira et al. (2001) observaram, no clone CP76 de
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A. occidentale L., que a distribuicdo dos graos de pdlen anédmalos foi
uniforme nos esporangios.

Deve ser ressaltado também que foram encontrados microsporos
vazios e “normais” em ambas regides da antera, novamente
demonstrando que o “timing” no desenvolvimento dos micrésporos e/ou
graos de podlen é diferente entre eles e também quando comparados
com outras anteras, inclusive da mesma cultivar. Jahne & Lorz (1995)
comentam a sincronia no desenvolvimento dos micrésporos e poélen de
cevada. Essa sincronia ndo pode ser afirmada, porque cada micrésporo
ou grao de pdlen reage em periodos de tempo diferentes a certos
estimulos, mesmo estando numa mesma antera. No presente trabalho
foi constatada essa assincronia, pois numa mesma antera foram
observados varios tipos celulares: micrésporos, graos de pélen variando
de Dbinucleados a multicelulares, e até mesmo, estruturas
embriogénicas. Em anteras de espigas recém-coletadas séao
normalmente encontrados microsporos/graos de pdélen em diversos
estadios proximos de desenvolvimento, mostrando a assincronia dos
mesmos. Grdos de “pdlen-p”, encontrados na parte central da antera,
normalmente estdo em estadios mais atrasados - provavelmente por

gradiente nutricional (Roberts-Oehlschlager & Dunwell, 1991).
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4.3 - ANALISE HISTOLOGICA E COMPARACOES
PONTUAIS COM A ANALISE CITOLOGICA DA CULTIVAR

MN-599 DE CEVADA

O comportamento diferencial de cada antera com relacdo a
formacdo de estruturas embriogénicas foi estudado em intervalos de
tempo pré-estabelecidos, ou seja, de dois em dois dias na histologia e
de trés em trés dias na citologia. Nesse estudo observou-se uma
consideravel variacdo no desenvolvimento dos micrésporos e dos graos
de podlen. Esse resultado pode ser explicado devido a posicdo da
espigueta na espiga, desenvolvimento diferencial de micrésporos e
graos de podlen, e gendtipo.

No presente trabalho, ao mesmo tempo em que foram observados
micrésporos, também foram observados gréaos de pdlen e, dependendo
da data de analise do material, estruturas embriogénicas, presentes na
mesma antera, demonstrando uma assincronia no desenvolvimento dos
tipos celulares. Essa observacdo estd de acordo com Pulido et al.
(2005), onde foram realizadas analises a partir de material obtido da
cultura de anteras e da cultura de micrésporos isolados. Ao contrario da
observacdo realizada, Jahne & Lo6rz (1995) e Goéralski et al. (1999),
referem-se a sincronia de desenvolvimento.

Um outro aspecto observado a partir da analise citoldgica, diz
respeito a analise de grdos de pdlen binucleados simétricos e
assimeétricos, ao longo do periodo ce desenvolvimento in vitro. Na
andlise histologica correspondente, essa descricdo quanto a simetria
nao péde ser constatada, devido ao fato de serem sec¢des seriadas do
material analisado. Uma andlise precisa dependeria da observacédo de
cada secdo para cada tipo celular, o que ficaria inviavel, devido a
quantidade de material e laminas a serem analisadas.
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A questdo da simetria nos graos de pdlen e a proépria divisdo
simétrica, tem causado controvérsia, devido ao fato dos estudos nédo
demonstrarem com clareza tanto a simetria das divisbes, como 0s
resultados.

Alguns autores referem-se a nucleos com divisao simétrica, como
€ o caso de Maraschin et al. (2005), mas o tamanho da célula é
diferente, como demonstrado em grdos de podlen multinucleados
analisados em microscopia de fluorescéncia.

Rihova & Tupy (1999) demonstraram que acima de 95% das
divisbes foram simétricas e produziram nudcleos iguais. Alguns
microsporos que se dividiram  simetricamente  produziram,
eventualmente, estruturas com 3 a 10 nucleos.

Portanto, com base no acima exposto, optou-se por ndo entrar no
mérito da discussdo da simetria, pelo menos na anéalise histolégica. E
necessario um estudo mais profundo e detalhado de simetria, para que
de posse destes resultados, pudéssemos elucidar de forma mais precisa
esta questéo.

O fato de serem observados alguns graos de pélen com um maior
ndmero de cromossomos quando comparado com um normal nos
sugere uma hipotese sobre fusdo nuclear, devido ao fato do material
ser proveniente de cultivo in vitro. Segundo Kasha et al. (2001b), a
fusdo nuclear é considerada um fenémeno frequiente em plantas obtidas
a partir da cultura in vitro. Os autores relataram que a alta frequéncia
de nucleos fusionados em cevada indica que a fusdo nuclear ocorreu
entre os nucleos simétricos e assimétricos. No entanto, Oliveira et al.
(2001) observaram a ocorréncia de fusdo nuclear in vivo em
Anacardium occidentale L., a partir de graos de pdélen onde a parede
celular foi incompletamente formada na citocinese, ou até mesmo, sem
a ocorréncia da mesma. Dessa forma, o ndcleo que iria compor a célula
generativa migra em direcdo ao nucleo-irmao. A fusdo ocorre apés

gradual difusdo da cromatina e alteracdo da morfologia de ambos os
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nucleos na regido de contato. Posteriormente, ocorre a confluéncia da
cariolinfa dos nucleos, originando um nudcleo maior, posicionado na
regido central do gréo de pdélen.

A grande quantidade de amido encontrada tanto nos graos de
poélen jovens e multicelulares, quanto nas estruturas multicelulares
pode ser explicado como uma fonte de energia acumulada para a
divisdo celular durante a primeira fase do crescimento, como
demonstrado por Oka et al. (1995) em embrides de cevada, onde a
reserva foi encontrada em células epidérmicas e subdérmicas da base
foliar.

Da mesma forma que no presente trabalho, McCormick (1993)
encontrou acumulo de amido nos grdos de pdlen, marcando o
comprometimento para a rota de desenvolvimento do pdlen.

Demonstrando a importancia do amido, Rihova & Tupy (1999)
observaram que houve acumulo no pélen de batata durante o
desenvolvimento normal em anteras, sendo que o amido pode ser
utilizado como um marcador para testar a expressao do “destino”
celular gametofitico na dependéncia do modo de divisdo do micrdsporo.

A formacado de estruturas semelhantes a embrifes localizadas na
epiderme de estruturas embriogénicas também foi registrada por
Rodrigues et al. (2005) para a soja, onde também se referiu a embrides
destacando-se da epiderme, mas a partir de anteras submetidas ao
cultivo in vitro, e nao diretamente da epiderme ou protoderme das
estruturas multicelulares. De forma semelhante ao do presente
trabalho, Ryschka et al. (1991) também encontraram estruturas na
epiderme semelhantes a embrides, que foram denominadas de pro-
embridides, a partir do cultivo de embrides imaturos de cevada. No
presente trabalho foram encontradas estruturas semelhantes a essas,
dando-se preferéncia a adocao da descricdo realizada por Cai et al.
(1992), onde foi utilizado o termo “estruturas”, devido ao fato da

formacdo de embriGes e de calos simultaneamente em uma mesma
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antera.

A caracteristica das células dessas estruturas globulares,
apresentando tecido parenquimatoso, com as caracteristicas tipicas de
uma célula parenquimatosa, destacando a presenca de um vacuoma
bem desenvolvido, também foi relatado por Haensch (2004) para
Pelargonium x hortorum Bailey e Rodrigues et al. (2005) para a soja.

Segundo Hoekstra et al. (1992), micrésporos isolados de cevada
podem desenvolver-se em estruturas tipo-embrides (ELSs) apds 21 dias
de cultura. Alguns autores consideram graos de pdélen multicelulares
como estruturas embriogénicas e/ou embrides (Pulido et al., 2001) e
vice-versa (Moraes et al., 2004), ou quando o pélen apresenta a
esporoderme iniciando o rompimento (Hause & Hahn, 1998), como é o
caso mostrado aos 10 dias de cultivo. Pulido et al. (2001), em cevada,
classifica ainda os multicelulares em embribes homogéneos e
heterogéneos, com relacdo ao tamanho das células. Moraes et al.
(2004), em soja, destacam estruturas multicelulares como gréaos de
polen multicelulares. Na literatura ha muitas variacfes conceituais,
afetando consequentemente a classificacdo dos tipos celulares. No
presente trabalho foi considerada estrutura multicelular e/ou
embriogénica, a etapa em que o0 polen multicelular rompeu a
esporoderme, ainda que parcialmente, apresentando algumas células
para o desenvolvimento ontogenético posterior.

Hause & Hahn (1998) investigando a embriogénese de Brassica
napus L. cultivar “Topas”, trés dias apos a inducado in vitro, puderam
separar em seis grupos os tipos celulares observados, de micrdésporos
até estruturas multicelulares jovens (MCs). O agrupamento foi baseado
em diferencas de tamanho, estrutura da parede, estrutura e distribuicéo
de organelas e o grau de vacuolacdo. Somente um grupo multicelular
representou o real pré-embrido, capaz de formar embrides e regenerar
plantulas. Esse tipo multicelular apresentou caracteristicas de células

meristematicas e embriogéncias, destacando as caracteristicas de
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parede celular fina, contendo plasmodesmos e vacuolos pequenos.

No presente trabalho foram encontradas estruturas multicelulares
a partir dos 8 dias de cultivo in vitro, porém eram estruturas em fase
inicial de diferenciacdo. Também foram constatadas estruturas jovens,
multinucleados e  multicelulares que nado progrediram no
desenvolvimento. De forma semelhante, Custers et al. (1994)
verificaram que em Brassica napus L., mesmo apos sucessivas inducdes
de divisbes embriogénicas, as estruturas multicelulares jovens (MCs)
interromperam seu desenvolvimento e degeneraram.

Em concordancia com o trabalho de Hause & Hahn (1998)
tratando da embriogénese inicial de Brassica napus L., foi constatado
que os graos de polen multicelulares e/ou estruturas multicelulares
iniciais com a esporoderme parcialmente rompida, apresentaram maior
diferenciacao celular na regido onde as células ja estavam livres da
esporoderme. Segundo esses autores, esse comportamento seria uma
forma de degeneracao, por apresentarem células com caracteristicas
diferentes daquelas observadas em células meristematicas, como citado
anteriormente. Dessa forma, a ruptura precoce da parede celular do
grao de pdlen in vitro ocasiona um elevado crescimento das células,
vacuolacdo e posterior degeneracdo. Esse comportamento foi
comumente encontrado no presente trabalho, desde as etapas iniciais
do desenvolvimento, até a formacao de estruturas embriogénicas.

Além do exposto anteriormente, o extravasamento de material
celular de graos de pdélen multinucleados e multicelulares ainda pode
ser explicado pelo processo de fixacdo do material. Nessa etapa a célula
cessa sua atividade, e, dependendo do tipo de fixador, pode ter maior
ou menor perda de material celular. Nesse caso especifico do trabalho,
para a analise histologica foi utilizado o fixador FAA 50% (Johansen,
1940) que provoca a coagulacao dos componentes nucleares e

dissolucdo da maior parte das organelas celulares, com manutencao
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apenas dos plastidios. A parede celular se mantém com poucas
alteracfes visiveis em microscopia de luz.

Os graos de poélen multinucleados e multicelulares intensamente
corados, mencionados nos resultados como “potencialmente
embriogénicos”, foram observados através da analise de secles
seriadas, podendo ser deduzido que esse tipo morfolégico desencadeou
a formacéao das estruturas embriogénicas. Mas a observacdo do material
também permitiu constatar que graos de podlen corados normalmente
com azul de toluidina entraram na rota da embriogénese do micrésporo
e do grdo de podlen. Segundo Hause & Hahn (1998), esse tipo celular
com citoplasma intensamente corado apresentou grandes amiloplastos.
Os autores nao verificaram o desenvolvimento posterior, pois nao foi
observada atividade mitdtica no referido tipo celular, a partir do estudo
das etapas iniciais da embriogénese de Brassica napus L.

As estruturas realmente embriogénicas, ou seja, aquelas onde
houve a formacdo de um embrido, foram poucas, sendo observadas a
partir dos 24 dias de cultura. Essa constatacdo s6 pdde ser realizada
atraveés da andlise da histologia, com o apoio da morfologia interna das
estruturas. Foi verificado que estruturas que possuiam a morfologia
semelhante a ELSs, apresentando aparentemente alguns embrides, na
verdade nao puderam ser consideradas como tal, por demonstrarem,
através da histologia, somente a formacdo de parénquima com tecido
vascular, sem diferenciacdo em embrido. Outras estruturas
embriogénicas apresentaram polaridade semelhante ao embrido
zigotico, ou seja, mostrando bipolaridade. Em alguns casos foram
observadas até plantulas em desenvolvimento. Haensch (2004),
anteriormente citado, chama a atencdo para a bipolaridade das
estruturas embriogénicas, ressaltando novamente a importancia da
bipolaridade para a formacdo de um embrido semelhante ao zigdtico.

Deve ser ressaltado que na literatura sao escassos os trabalhos

mostrando a ontogenia da embriogénese dos micrdésporos e dos graos
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de pdlen obtidos in vitro. Em geral, os autores se concentram no estudo
das etapas iniciais do processo. Ainda, alguns autores se concentram no
estudo das etapas iniciais do desenvolvimento in vitro, por se tratar da
etapa da mudanca de rota de desenvolvimento, como € o caso do
estudo de Hause & Hahn (1998).

Foram encontradas estruturas embriogénicas com tecido vascular
evidente, mostrando uma diferenciacdo das mesmas, em funcao da
posicao-dependéncia. Para essas estruturas se manterem no meio de
cultura, sem degradacao, elas precisam sofrer diferenciacdo celular,
desenvolvendo tecido vascular para que haja transporte de solutos,
retirados do meio, para toda a estrutura. Observacao semelhante foi
realizada em ELSs de soja por Rodrigues et al. (2005), que ap6s 21
dias, células tipicas do tecido proé-vascular diferenciaram na porcao
parenquimatosa dos calos oriundos do conectivo, dando origem a
elementos traqueais.

As estruturas embriogénicas que ndo apresentaram meristema
radical mostraram elementos vasculares com espessamentos helicoidais
a espiralados, dependendo da secao analisada. Observacao semelhante
foi realizada por Haensch (2004) em ELSs somaticas de Pelargonium X
hortorum Bailey, onde foram encontrados elementos do feixe xilematico
com espessamento espiralado. Como as estruturas analisadas néao
apresentaram uma orientacdo para poderem ser emblocadas, em
alguns casos p6de-se ter idéia do tipo de espessamento encontrado nas
paredes dos elementos vasculares das mesmas.

Os corddes pro-vasculares encontrados em algumas estruturas
embriogénicas, como células achatadas e dispostas concentricamente,
também foram encontradas em outras plantas obtidas in vitro, como
por exemplo em Catasetum pileatum Reichb. f. (Kraus, 1986) e em
erva-mate, llex paraguariensis St. Hil. (Cassol, 1997). Na literatura
esses corddes prbé-vasculares (ou meristemodides) sao descritos como

pequenos agregados de células em divisdo, podendo tornar-se centros
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de formacdo de apices aéreos, primordios radicais ou embrides
incipientes (Doods, 1986). Por outro lado, Shanker & Mohan Ram
(1990) definem os corddes pro-vasculares como sendo zonas discretas
de xilema e floema separados por um meristem prdé-vascular, enquanto
0s meristemaoides sdo desprovidos de vascularizacao.

Em Nicotiana spp., Ronchi (1981) discute a funcéo dos corddes
vasculares em calos, sugerindo que uma vez diferenciadas as células de
xilema e floema, essas providenciariam um caminho de conducdo que
levaria ao desenvolvimento de estruturas organizadas. Outra funcédo
seria regular o gradiente de fitorreguladores sintetizados em regides
especificas do calo, sendo responsaveis pela diferenciacdo de diferentes
tipos de estruturas organizadas, dependendo do balanco dos
fitorreguladores. Deve ser ressaltado que o controle do processo
morfogénico no tecido do calo pode ser diferente daquele da planta
como um todo, pois a diferenciacdo do tecido vascular, que precede a
morfogénese, ocorre na auséncia de um meristema organizado.

Pérez-Francés et al. (1995) também relataram a presenca de
células nodulares em calos de Erysimum scoparium, onde foi verificada
uma grande quantidade de amido. Os autores enfatizam ainda que,
frequentemente, muitas células localizadas no centro dos corddes pro-
vasculares foram intensamente coradas em sec¢fes histolégicas com
toluidina, como encontrado no presente trabalho.

A transdiferenciacdo em elementos traqueais (TES) in vitro é
induzida pela combinacéo de auxina e citocinina e, em alguns casos, por
ferimento. O processo de transdiferenciacdo pode ser dividido em varias
etapas, sendo algumas semelhantes as observadas in vivo (Fukuda,
1997). Células isoladas do mesofilo de Zinnia elegans L. foram
transdiferenciadas em TEs, células caracteristicas que compdem o0s
elementos xileméticos na planta, caracterizadas pela formacdo de
espessamentos secundarios de parede celular e morte celular

programada. Motose et al. (2004) observaram que a inducdo da
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interacao célula a célula foi mediada pela atuacado de um fator secretor
local, o xilogénio para atividade xilogénica, sendo essa atividade
incluida nas fracbes das proteinas arabinogalactanos (AGPs), que sdo
um grupo de proteoglicanos de plantas. Em Asparagus officinalis L.
encontraram TEs aos 10 dias de cultura e em Zinnia elegans durante 96
h de cultura, sugerindo que o xilogénio ndo é espécie-especifico, mas é
comum em diversas angiospermas. A partir dos resultados, concluiram
que o xilogénio é um AGP que é essencial para a diferenciacdo do TE.
No presente trabalho foram observadas células de estruturas
embriogénicas apresentando TE, variando a frequéncia e a diferenciacao
das mesmas com os dias de cultivo in vitro. Pode-se dizer que as
estruturas possuem posicao-dependéncia do meristema, por influéncia
do meio de cultura. Nao foi realizado um estudo aprofundado com
relacdo a esse aspecto, por nao ser o objetivo do trabalho, mas poderia
ser estudada a ontogenia, concomitante com o uso dos AGPs para
analise imunohistoquimica, no sentido de explicar como e quando é
iniciada a diferenciacéo do tecido vascular in vitro.

Elementos traqueais também foram encontrados por Cassol
(1997) em calos compactos e pulverulentos de erva-mate,
apresentando espessamento helicoidal, como aqueles encontrados no
presente trabalho. Os calos ou estruturas analisados também
apresentaram espessamento aparentemente helicoidal, mas geralmente
os calos ditos pulverulentos, mostraram ser uma massa celular amorfa.

Os tricomas, aparentemente da parte aérea, observados na
epiderme de algumas ELSs também foram encontrados por
Bandyopadhyay et al. (2004) em Tectona grandis L., a partir do cultivo
de 4pices aéreos. Sabe-se que os tricomas sdo apéndices epidérmicos
possuindo varias formas, estrutura e funcdo, sendo associados a um
tricoblasto, comum em epidermes de raizes. No presente estudo,
provavelmente estariam relacionados a nutricdo, ja que as estruturas,

as ELSs, permaneceram em contato com o meio de cultura por um
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longo periodo, até a coleta para a analise. Esses apéndices foram
observados preferencialmente nas estruturas “mais velhas”, ou seja, as
que permaneceram um periodo maior em contato com o meio.

Os &pices aéreos e radicais podem ter suas estruturas histoldgicas
similares aos zigoéticos, ou seja, constituidos de centro quiescente,
protoderme, meristema pré-vascular e meristema fundamental.

Anatomicamente, as raizes das estruturas embriogénicas de
cevada possuiram todos os sistemas histolégicos de uma raiz primaria,
inclusive com a presenca de um centro quiescente. Em erva-mate,
Cassol (1997) também encontrou raizes neoformadas com as mesmas
caracterisiticas. Da mesma forma em que foram observados sinais de
degeneracdo das camadas de células marginais, nos dois trabalhos,
indicando uma repeticdo in vitro da ontogenia da miz, ja que essa
caracteristica ocorreu mesmo gquando o o6rgdo nao estava sofrendo
algum tipo de resisténcia, havendo necessidade de protecao do apice
meristematico.

As estruturas embriogénicas apresentaram apices aéreos em
diferenciacdo, com a presenca de vascularizacdo, podendo ser
evidenciados primordios foliares e escutelo. Em alguns embrides foi
detectada a presenca de um possivel epiblasto. Essa estrutura é
caracteristica de algumas Poaceae, especialmente da tribo Triticeae,
como € o caso da cevada (Norstog, 1961) e trigo (Cocucci & Astegiano,
1978).

Em alguns embrides foram verificados meristema apical caulinar
(MAC) organizados em trés camadas. Derman (1947) estabelece o
conceito de camadas histogénicas, apresentando um meristema
composto de trés camadas meristematicas fundamentais: L1 ou C1
(dérmica) e L2 ou C2 (subdérmica), apresentando divisdes anticlinais;
L3 ou C3 (central), com divisdes em diversos planos. Bowman & Eshed

(2000) comentam que o MAC ¢ inicialmente formado durante a
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embriogénese, e as derivadas desse meristema formardo o parénquima
fundamental da planta.

Plantula, segundo Font Quer (1993), refere-se ao embrido ja
desenvolvido, como consequiéncia da germinacdo. No presente estudo,
em algumas estruturas embriogénicas obtidas in vitro foi verificado, ja
pela analise morfoldgica, a presenca tanto de uma parte aérea, com
folha(s) verde(s) ou albina(s), como da parte radicular, ou de ambas. A
analise histologica confirmou a morfoldégica, nos referidos casos,
indicando tratar-se de uma plantula.

Lins (2005) estudando embrido zigdtico de monocotiledbnea,
Philodendron Schott (Araceae), considerou plantula as fases de
desenvolvimento compreendidas entre a emergéncia da radicula e da
primeira raiz adventicia. Assim, foi possivel o registro da emergéncia de
todos os tipos de raizes desenvolvidas pelas espécies analisadas. A
referida autora, na sua discussdo em comparacao com outros autores,
considerou que a germinacao se inicia com o rompimento da testa e
tégmen e a emergéncia da radicula.

Em concordancia com o presente trabalho, Stival (1995) comenta
a dificuldade de se diferenciar claramente as estruturas de cevada
obtidas in vitro, através do microscopio estereoscopico. Ainda, a autora
ressalta que a diferenciagcao ocorreu tanto pela via embriogénica quanto
pela organogénica. A partir da rota embriogénica foram obtidas
plantulas com um consideravel grau de desenvolvimento histoldgico.
Por outro lado, as ELSs obtidas pela via organogénica apresentaram
diferenciacdo em raiz e parte aérea, com a presenca de tecido vascular.
Essas observacdes foram semelhantes as encontradas no presente
trabalho, ressaltando-se uma maior organizacdo histolégica das
plantulas, bem como das ELSs, onde puderam ser visualizadas uma
vascularizagao mais diferenciada. Como neste trabalho foram estudadas

varias estruturas embriogénicas (ELSs) até a obtencédo de plantulas, em
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diferentes periodos de tempo, pbdde-se obter um melhor
acompanhamento e entendimento da diferenciacao celular e histoldgica.

Ainda em cevada, Nonohay et al. (1999) estudaram calos
embriogénicos obtidos a partir do cultivo in vitro de embrides imaturos
oriundos do escutelo. Foram observados embridées somaticos mostrando
0s principais tecidos, com um elevado padrao de organizacéao celular.
No entanto, quando esses embrides foram comparados com o embrido
zigotico, foram considerados atipicos. Em comparacdo com o presente
trabalho, os embrides obtidos também se mostraram diferentes
daqueles descritos pelos autores. Nesse caso, dependendo da cultivar
ou linhagem analisada, foi encontrada uma maior diferenciacdo na parte
aérea, como referido pelos autores, ou na parte radical, que foi o caso
da cultivar ndo-selecionada MN-599.

Oka et al. (1995) comentam que o termo “embriogénico” nao é
bem definido devido aos poucos estudos anatdémicos com relacdo ao
desenvolvimento do embrido. Os autores mostram embrides somaticos
de cevada com estruturas semelhantes ao embrido zigotico. Dessa
forma, como relatado anteriormente, o0 termo estruturas
“embriogénicas” (ELSs) deveria ser utilizado somente quando se tivesse
certeza que a estrutura estaria formando um embrido.

Estudando a embriogénese in vitro de soja, uma dicotiledonea,
Rodrigues (2004) relatou a ocorréncia de ELSs incompletas, bem como
de ELSs com formacéo inicial do cotilédone e do apice radicular. E
comentada também a presenca de tecido vascular, com destaque para
os elementos traqueais, semelhantes aos encontrados no presente
trabalho, mostrando um padréo de histodiferenciagao.

Para a cultura in vitro, sabe-se que a rota embriogénica é
imprescindivel na formacédo de plantulas, sendo essencial para a alta
frequéncia de regeneracdo. Cai et al. (1992) comentam essa

importancia para a cultura de anteras de cevada.
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4.4 - ANALISE HISTOLOGICA DAS LINHAGENS
SELECIONADAS (CULTIVARES DE CEVADA A-05 E BR-2)

Nesse item serdo comentadas algumas variagcfes encontradas nas
linhagens analisadas, para posteriormente serem feitas as comparacoes
com a cultivar ndo-selecionada MN-599.

Nas linhagens da cultivar A-05 (SzA22 e $A23) foi encontrada
uma alta frequéncia de estruturas embriogénicas, mesmo que
estatisticamente ndo tenha sido encontrada diferenca significativa,
visualmente essa diferenca foi percebida; bem como, um maior niumero

de plantulas albinas.

Linhagem S3zA23

Na linhagem S3A23 foi observado um grdo de pélen multinucleado
rompido e com material extravasado, aos 12 dias de cultivo in vitro. Ha
evidéncias de que a partir do material extravasado ocorra a formacao
de estruturas embriogénicas, como mostrado nas figuras do item 3.4.
Um grao de pdélen multicelular observado aos seis dias pode ser
considerado como estrutura embriogénica por alguns autores (Pulido et
al., 2001). Por outro lado, no presente trabalho foi considerada
estrutura embriogénica somente quando a esporoderme se rompe
liberando um numero significativo de células, sendo estas capazes de
seguir o desenvolvimento. A esporoderme pode ainda estar
parcialmente rompida, mas as células devem estar organizadas de tal
forma que se possa fazer uma homologia com um pré-embrido zigoético.
Esse caso foi observado aos 8 dias de cultivo in vitro. Aos 16 dias foi
observado um embrido em desenvolvimento, semelhante ao proé-
embrido zigoético (Goldberg, et al. 1994) inclusive com a presenca de

suspensor. Emons (1994) comenta que células semelhantes ao
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suspensor, cuja estrutura é encontrada no embrido zigoético, geralmente
nao estdo presentes nos embrides obtidos através da embriogénese
somatica. Entretanto, essa autora relatou a presenca de estruturas
semelhantes ao suspensor em Picea mariana e P. glauca, através da
embriogénese somatica.

Como foi ja relatado para a cultivar MN-599, foi observada a
divisdo simétrica para a linhagem S3zA23. Rihova & Tupy (1999),
anteriormente citados, comentam gque acima de 95% das divisdes foram
simeétricas.

Aos 18 dias foram encontrados embrides em desenvolvimento.
Devido a dificuldade de analise do material, ndo se p6de precisar o
estadio de desenvolvimento, mas ha indicios que poderiam ser
embrides, com desenvolvimento de raiz, e com a parte aérea mais
evidente. Pb6de ser evidenciado um embrido, o qual possuia uma
bipolaridade semelhante ao embrido zigético, podendo inclusive ser
destacada a presenca de varias divisbes mitdticas ocorrendo no
meristema apical. Tal fato mostra a capacidade de diferenciacdo e
alongamento celular da regido. Esse embrido foi o Unico considerado
como bipolar na linhagem S$A23, segundo os dados que podem ser
visualizados na tabela 14. Chasan & Walbot (1993) comentam que o
desenvolvimento de embrides soméaticos € similar ao do embrido
zigoético, embora difiram na iniciacdo e nos eventos finais da
embriogénese. Como a maioria dos trabalhos na literatura aborda a
analise de embrides obtidos a partir da embriogénese somaética,
algumas comparacbes sdo realizadas no presente trabalho. Essa
comparacao € pertinente, pois nos dois sistemas abordados, os
embrides sdo obtidos in vitro.

Os outros embrides foram considerados como possuindo apenas
MAC (meristema apical caulinar), por estar bem evidenciado, e outro,
como sem forma, pois a formacéao de raiz, além de inicial, ndo se tinha

uma evidéncia mais concreta para poder ser feita uma afirmacao.
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Linhagem SsA22

A celularizacao observada nos multinucleados foi um fator de
grande importancia com relacdo ao ingresso na rota da embriogénese
do micrésporo e do pdlen in vitro. Essa ocorréncia celular foi observada
a partir do 6 dia, periodo em que pode ser marcado como inicio da
embriogénese in vitro.

Novamente a divisdo simétrica, ou uma aparente simetria, foi
observada. Como explicado anteriormente, para se ter uma divisao
simétrica é necessario que sejam evidenciados células e nucleos com o
mesmo tamanho.

Os microsporos e graos de polen testados quanto a presenca de
amido reagiram positivamente, mostrando uma elevada quantidade.
Segundo Rihova & Tupy (1999) o amido pode ser utilizado como um
marcador do ingresso dos graos de poélen na rota gametofitica.

Muitas constatacdes realizadas para a cultivar MN-599 se repetem
para as linhagens analisadas, como é o caso de ruptura de multicelular
com material extravasado, e fusdo nuclear. Para nao haver repeticao de
discussdo de assuntos tratados anteriormente, nesse item seréo
abordados somente assuntos relevantes, sendo que posteriormente, no
altimo item da discussao, a Analise comparativa, serédo realizadas as
devidas comparacgoes.

Os multicelulares que apresentaram células com nucleos do tipo
vegetativo ou generativo foram semelhantes aos analisados por Wilson
et al. (1978). Os autores comentam que quando nao ocorre a formacao
de parede celular, sao produzidos graos de pdlen volumosos
(“gigantes”). Nesse caso, com nucleos descendentes da célula
generativa. Entretanto, é mais frequente a ocorréncia de descendentes
de nudcleos vegetativos nos graos de podlen multicelulares, como
constatado no presente trabalho e relatados por véarios autores,

inclusive os citados anteriormente (Wilson et al., 1978).
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Na rota Ill verifica-se que a célula generativa, do grdo de pdlen
tipico, é capaz de formar um embrido in vitro. Esse caso foi relatado em
Glycine max (L.) Merrill por Kaltchuk-Santos et al. (1997), mas
também, para a mesma espécie foi relatada a ocorréncia das rotas |
(Kaltchuk-Santos et al., 1993) e IV (Kaltchuk-Santos et al., 1997),
mostrando que ndo somente o grao de pdélen simétrico seja capaz de
originar um embriao in vitro. Ainda que existam muitos trabalhos
descrevendo esse aspecto e apoiando a simetria como um fator chave
para que ocorra a embriogénese, como por exemplo os trabalhos de
Fan et al. (1988) e Peng et al. (1997), os dados encontrados na
literatura ndo sado suficientemente detalhados para se ter uma idéia
clara do que realmente ocorre no desenvolvimento do micrésporo e do
grao de podlen.

Foi observada a presenca de tricoma, como ja discutido para a
cultivar MN-599. Esse apéndice foi observado preferencialmente em
estruturas apresentando varios feixes vasculares. Williams &
Maheswaran (1986) relatam que estruturas tipo-tricomas (“hair-like
structures”) mostraram deposicdo de calose e cutinizagdo da parede.
Para os autores ndo ficou claro se essas caracteristicas foram
associadas com a embriogénese somatica ou com a iniciacdo de
tricomas, que poderiam ser iniciadas na embriogénese somética em
estadio posterior.

Nas estruturas observadas aos 34 dias, produzidas a partir de
uma das anteras analisadas, todas as estruturas foram classificadas
como SFD mas com zonas de diferenciacdo, por apresentarem nédulos
vasculares. Como referido anteriormente, esses nddulos vasculares sdo
considerados como zonas discretas de xilema e floema (Shanker &
Mohan Ram, 1990), ou centros de formacdo de &apices aéreos,
primérdios radicais ou embrides incipientes (Doods, 1986). Essa

explicacdo € pertinente, pois as estruturas pareciam estar se
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diferenciando em primodrdios caulinares e também, em tecidos

vasculares.

Linhagem S3;B63

A presenca de parede primaria € necessaria para a divisdo e
expansao celulares. A comprovacédo da parede celular nas estruturas
multicelulares em desenvolvimento, através da reacdo com calcofllor,
mostrou uma organizacdo das mesmas, onde foram evidenciados
inclusive os espacos intercelulares. Segundo Kraus et al. (2003), a

parede é formada nos primeiros estadios do desenvolvimento da célula.
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4.5 - ANALISE COMPARATIVA DAS LINHAGENS
SELECIONADAS (CULTIVARES DE CEVADA A-O5 E
BR-2) E DA CULTIVAR MN-599

Segundo Allard (1960), selecdo, em genética, é a discriminacgao
entre individuos quanto ao numero de descendentes que contribuem
para as geracOes seguintes. Borém (1997) completa esse conceito
comentando ainda que selecdao é o favorecimento de determinados
individuos em relacado a outros.

A selecao realizada no presente trabalho é pioneira, no sentido da
obtencdo de melhores respostas in vitro das anteras a partir de
linhagens selecionadas. Dessa forma, até o presente momento nao
foram encontrados trabalhos semelhantes na literatura que utilizaram a
selecdo no sentido genético, para a obtencdo de plantas de cevada
geneticamente melhoradas quanto a capacidade de melhor responder
ao cultivo in vitro de suas anteras. Em trigo (Triticum aestivum L.),
Mihaly et al. (2002) utilizaram a técnica de cultura de anteras para a
producdo de Ilinhagens resistentes a herbicidas, previamente
selecionadas para a alta resposta na cultura de “tecidos somaticos”. Os
autores nao informaram de que forma foi realizada essa selecao,
ressaltando apenas que, das seis linhagens testadas, obtiveram quatro
linhagens transgénicas com plantas T, (22 geracdo de transformacéo
genética) homogéneas resistentes a herbicidas.

Sao encontrados varios artigos na literatura abordando “selecao”,
porém utilizando essa palavra para referir-se a escolha do material
obtido in vitro, como por exemplo em aveia (Avena sativa L.), onde
foram selecionados calos embriogénicos para a transformacédo de
genética de plantas (Cavichioli-Lamb et al., 2001; Lamb et al., 2002).
Segundo Bouharmont (1994), a regeneracao de plantas a partir de
células nao-diferenciadas no cultivo in vitro, € freqientemente uma

fonte de variabilidade. Bouharmont & Dekeyser (1985) comentam que
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uma alta frequéncia de modificacbes é induzida em cultivo in vitro,
sendo que algumas delas sao muito utilizadas. A partir da selecéo in
vitro, em nivel celular, foram obtidas, por exemplo, plantas tolerantes a
salinidade (Croughan et al., 1981), ao aluminio (Swaminathan, 1982) e
ao glifosato (Zambrano et al., 2003).

Ainda, uma outra abordagem pode ser utilizada em selecdo, onde
algumas caracteristicas agronomicamente importantes sao selecionadas
para o melhoramento das espécies. Essa é a abordagem mais
comumente utilizada. Podem ser citados alguns trabalhos, como por
exemplo o de Mazzocato et al. (2002), onde foram testados gendtipos
de milho em solucdo minima para selecionar os tolerantes ao aluminio;
e 0 de Rosal et al. (2000) com o objetivo de avaliar a eficiéncia da
selecdo precoce para o carater produtividade de grdos na cultura do
feijao.

Comparando-se os embrides das linhagens selecionadas e da
cultivar, foram verificadas diferencas com relacdo a diferenciacdo dos
mesmos. Para essas comparacdes, Sdo necessarias, primeiramente,
algumas comparacdes com embrides zigoticos:

Nas monocotiledbneas sao encontradas grandes diferencas
morfoldgicas e anatdmicas, inclusive no embriao zigético, como é o caso
de Poaceae. Cocucci (2005) propde um sistema de classificacdo de
sementes com a sua respectiva féormula. No caso das Poaceas, a
formula da semente é 42: o embrido apresenta varios nés, tornando-se
plantuléide do tipo multinodal. Os tecidos de reserva originam-se no
endosperma (xenoéfito). Portanto, € um embrido multinodal do tipo
endospérmico.

Esau (1974) chama a atencdo para essa familia Poaceae,
comentando que o desenvolvimento e a estrutura do embrido sdo tao
complexos que geram o maior numero de problemas de interpretacao
morfolégica do que qualquer outro embrido vegetal. Devido a essas

caracteristicas, Cocucci & Astegiano (1978) consideram o embrido das
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Poaceas como altamente especializado, possuindo estruturas novas,
sem haver homologia com outros embrides de Monocotiledéneas. As
referidas estruturas sdo as seguintes: escutelo, coledptilo, coleorriza e
epiblasto. O escutelo € um oOrgdo peltiforme que possui funcéo
haustorial, considerado como o cotilédone das monocotiledbneas.
Segundo Guignard & Mestre (1971), durante a evolugcdo a folha
cotiledonar transformou-se em escutelo. O epiblasto é um gpéndice
nao-vascularizado, continuo com o escutelo e que, juntamente com
parte desse ultimo, circunda o coledptilo, o qual contém o &pice caulinar
(Cocucci & Astegiano, 1978). Alguns embrides apresentam epiblasto,
como é o caso de Triticum sp. e Avena sp., analisados pelos referidos
autores, pertecentes a tribo Triticeae, na qual encontra-se também a
cevada. Natesh & Rau (1984) comentam sugestdo de que o epiblasto
denota um vestigio de um segundo cotilédone, em comparacdo com as
dicotiledéneas. A coleorriza é uma massa quase cOnica, nao-
vascularizada, cujo vértice se relaciona com 0 suspensor embrionario
(Cocucci & Astegiano, 1978).

Ressaltando ainda as variacdes encontradas nos embrides de
monocotiledéneas, Keating (2002) comenta que Araceae, entre a
familia das monocotiledbneas, € a que possui mais variacoes
morfolégicas relativas a expansdo das estruturas embrionarias até
plantulas, e que o estudo de germinacdo das sementes favorece o
entendimento dessas variacgodes.

Dessa forma, o estudo anatomico de plantas obtidas in vitro se
mostra imprescindivel na definicdo das estruturas encontradas em um
embrido semelhante ao zigdético, no caso do presente trabalho,
denominados como ELSs (estruturas tipo-embriao). Poucos foram os
trabalhos encontrados na literatura descrevendo a embriogénese do
micrésporo e do grao de pdélen obtidos in vitro. De forma semelhante,
ha caréncia de trabalhos descrevendo tanto a morfologia quanto a

anatomia das estruturas embriogénicas obtidas in vitro. Até o presente
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momento, esse trabalho é também pioneiro no estudo detalhado da
ontogenia da embriogénese, desde o micrdésporo até plantula.

Johansen (1950), discutindo as teorias com relacdo ao
crescimento e diferenciacdo dos embrides de plantas, postulou que os
destinos das linhagens de células embriogénicas sdo determinados no
periodo em que a polaridade é estabelecida no zigoto ou no pro-
embrido. No desenvolvimento convencional, a disposi¢cdo de células em
relacdo aos tecidos e 6rgdos que eles formam podem ser extremamente
ordenadas (teoria da disposicdo), sugerindo que o desvio do padrao
normal de tal disposicdo pode ser desastroso para o embrido. A
precisdo geométrica cujas ceélulas embriogénicas devem dividir-se para
a distribuicdo sequencial e ordenada das células embriogénicas pode ser
uma conseqUéncia do comportamento parcimbénico (teoria da
parcimoénia: “o embrido produz somente as células absolutamente
necessarias”).

Os embrides obtidos in vitro, mesmo quando semelhantes ao
zigotico, apresentam grandes diferencas. Isso pdde ser observado nos
embrides analisados, onde a bipolaridade n&o estava bem definida. Para
conseguir a polaridade, uma célula deve ligar e integrar uma série de
sinais extrinsecos e intrinsecos através de uma cascata de sinalizacdo
que leva a localizacdo intracelular especifica de complexos de
macromoléculas ao longo do eixo (Quatrano & Shaw, 1997). Paquette &
Benfey (2001) comentam que no estadio pré-embriogénico o
crescimento da planta é altamente polarizado, com proliferacdes
celulares ocorrendo quase que exclusivamente nas duas porc¢des finais
do eixo longitudinal: o apice da raiz e o apice caulinar. Fan et al. (1988)
relatam que o desenvolvimento regular do embrido depende da
producdo de uma parede celular completa para separar as células-
filhas. Em concordancia com esses autores, Quatrano & Shaw (1997)

relatam que a parede celular é necessaria para a fixacdo de um eixo
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polar no zigoto e para a determinacdo do destino celular em embrides
com duas células.

Analises de genes necessarios para a formacdo do eixo
embrionario sugerem que a sinalizacdo entre o0s dominios
embriogénicos pode ser essencial para a formacdo da raiz (Harada,
1999). Como anteriormente citado, os apices radicais embrionarios
adventicios, geralmente, também ndo apresentaram um elevado grau
de diferenciacdo. Da mesma forma, os &apices caulinares, sendo
observadas grandes massas celulares, simulando um escutelo. Alguns
embrides (ELSs) apresentaram raizes aparentemente bem definidas,
com tecidos em diferenciacdo. Nesses embrides foram observados a
protoderme, o meristema fundamental e o pré-vascular. Em alguns
casos, a protoderme ja estava bem definida, diferenciando-se em
epiderme.

Dentre as estruturas radicais, a coifa, pdéde ser comparada ao
embrido zigoético, por apresentar-se bem definida. Os primérdios
radicais, provavelmente de origem do mesocotilo, consequientemente se
desenvolveriam em raizes embrionarias adventicias. Segundo Font Quer
(1993), nas plantas de muitas monocotiledbneas o mesocoatilo se refere
a porcao caulinar situada entre o hipocoétilo e o epicotilo. Esau (1982)
considera o mesocoétilo como a regido entre o né escutelar e o
coledptilo. Cocucci & Astegiano (1978) relatam que em Triticum, apos a
germinacdo do embrido, o desenvolvimento do mesocéttilo foi
praticamente nulo. A observacdo de raizes adventicias na regido
radicular das ELSs, foi semelhante ao encontrado em embrides zigoticos
de Montrichardia linifera (Arruda) Schott por Lins & Oliveira (1994),
demonstrando que, também nessa espécie, somente as raizes
adventicias se desenvolveram, ressaltando novamente a complexidade
de desenvolvimento dos embrides de monocotiledoneas.

Para uma melhor elucidacdo da analise histolégica dos embrides

(ELSs) obtidos in vitro, foram realizadas algumas secdes de embrides
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zig6ticos maduros de cevada (dados nao-mostrados). Os embrides
encontrados foram semelhantes ao observado por Norstog (1961) aos
21 dias, apenas mais diferenciados. Nessas secdes foram observadas
cinco raizes, sendo que quatro apresentaram posicdo mais lateral, as
embrionarias adventicias, de origem provavel do mesocadtilo. A outra
raiz, observada no eixo embrionario, pode ser identificada como uma
radicula. Norstog (1961) apresentou um esquema de uma se¢do de um
embrido zigoético, e esquemas de sec¢des de embrides obtidos in vitro a
partir de embrides imaturos, aos 14, 21, 25 e 30 dias de cultivo.
Fazendo-se uma comparacdo do embrido zigdtico com aqueles
observados in vitro, verificam-se algumas diferencas, principalmente
referentes a diferenciacdo das células, ao periodo de tempo de
desenvolvimento e a polaridade. No caso do apice radical, como ja
relatado, a formacédo da coifa foi semelhante nas duas observacofes, no
presente trabalho e no de Norstog (1961). De forma semelhante, Kraus
(1986) também ndo constatou grandes diferencas nos &apices
radiculares observados in vitro em plantulas de Catasetum pileatum
obtidas a partir de explantes radiculares, quando comparadas com
plantulas obtidas em casa de vegetacdo. Outro resultado observado
pela referida autora, em concordancia com o presente trabalho, foi a
caracterizacdo da coifa. Essa estrutura apresentou-se constituida por
varias camadas de células na porcdo mais apical, mostrando as
caracteristicas celulares semelhantes ao embrido zigético. Apos a coifa,
foi evidenciada a protoderme unisseriada, e internamente a ela, o
meristema fundamental, formado por varias camadas celulares,
aproximadamente isodiamétricas. O centro quiescente € responsavel
por toda a formacdo das células derivadas, que dardo origem a
protoderme, meristema fundamental e meristema pré-vascular.
Maraschin et al. (2003) comparando ELSs de cevada obtidas in
vitro apos 21 dias de inducdo com embrides zigoticos de 21 dias apés a

polinizacdo, ndo encontraram diferencas nos padrdes de expressdo da
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proteina 14-3-3. Essa proteina esta presente na embriogénese, fazendo
parte do processo de diferenciacdo celular. Os autores nao fazem
comparacdes dos tecidos embrionarios observados nos embrides
zigoticos e nos embrides obtidos in vitro. Porém, a partir das imagens
podem ser realizadas algumas comparacdes com o presente trabalho:
os embrides obtidos in vitro apresentaram diferencas, obviamente em
uma menor organizacao celular, quando comparados aos zigoéticos. Essa
diferenca na organizacdo nao se refletiu na formacao dos tecidos e na
organizacao final do embrido obtido in vitro, ja que foram apontados os
mesmos tecidos para os dois tipos analisados. Podem ser citados:
escutelo, meristema apical caulinar, coledptilo, primoérdios foliares,
mesocotilo, meristema apical radical e coifa. Essas mesmas estruturas
foram observadas no presente trabalho. Os autores anteriormente
citados ndo comentam sobre a caracteristica adventicia embrionaria
dessas raizes (0 meristema apical radical embrionario adventicio).

Na comparacao pontual do material obtido in vitro e in vivo, o0s
graos de podlen maduros com uma grande quantidade de amido marcam
a rota de desenvolvimento da embriogénese do pdlen, segundo
McCormick (1993), armazenando a energia necessaria para a
maturacao do polen.

O desenvolvimento de toda a planta, a partir de uma Unica célula,
como é o caso do presente estudo, em que foram utilizados micrésporos
(mas também androfitos imaturos) in vitro, requer tanto a
determinacdo de muitos tipos celulares, como a organizagdo dessas
células em um padrao elaborado (Henry et al., 1994). Esses autores
ainda discutem que todos os gendtipos possuem informacdes genéticas
necessarias para a embriogénese zigotica. A variagcdo encontrada nas
diferentes respostas do material in vitro depende da regulacdo da
informacédo genética, ou da capacidade das células vegetais entrarem

em um novo programa, em diferentes etapas do desenvolvimento.
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Comparando-se ainda o embrido zigotico e o embrido obtido in
vitro, Norstog (1961) comenta que as células de pro-embrides
cultivados in vitro retém a capacidade para iniciar o desenvolvimento de
primérdios radiculares e foliares, além da interrupcdo das relacdes
ontogenéticas normais. O autor ainda discute que a simetria bilateral do
embrido da cevada resulta do crescimento massivo, na porgado mais
superior e envolvente do escutelo. Com relacdo aos primoérdios, o autor
salienta que a diferenciacdo ocorreu apos a producdo de um numero
significativo de células. A partir desses comentarios, pode-se inferir que
no presente trabalho, como foram observados embrides com escutelo
super desenvolvido, esse crescimento acentuado serviria para o
armazenamento de energia para o desenvolvimento do embri&o in vitro
e consequente para a diferenciacédo dos tecidos.

Norstog (1961) relatou que o desenvolvimento de primdrdios
caulinares multiplos em pré-embrides de cevada obtidos in vitro, péde
ser atribuido a um sistema relativamente imperfeito de gradientes
estabelecidos nas culturas. Esses primoérdios caulinares multiplos
também foram encontrados na analise de embrides somaticos de
cevada por Nonohay et al. (1999). No presente trabalho ndo foram
observados primordios caulinares multiplos, porém foram constatadas
regides do meristema caulinar onde houve uma grande proliferacao
celular. Portanto, pode-se dizer que a parte aérea foi superdesenvolvida
no embrido in vitro, ressaltando uma diferenca em comparacdo com o
embrido zigdtico.

A partir da discussdo nesses subitens, serdo tracadas algumas

consideracdes pertinentes a esse assunto no item a seguir.
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5 - CONSIDERACOES FINAIS
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A partir dos resultados obtidos e da discussédo antes realizada,
podem ser tracadas as seguintes consideracgoes:

Com relacdo aos periodos aparentemente descontinuos no
desenvolvimento dos tipos celulares observados, foi verificado, em
analises do conteudo das anteras, que nao ha sincronia de estadios de
desenvolvimento dos micrésporos/graos de poélen dentro de cada
espiga. De acordo com a posicao da espigueta ao longo de cada lado da
espiga, as analises mostraram: a) alguma variacdo entre os estadios
dos micrésporos/graos de poélen de cada antera; b) entre espiguetas; c)
variagcdo mais acentuada entre espiguetas ao longo do mesmo lado da
espiga, e d) alguma variacao entre os dois lados da mesma espiga. Isso
estd em concordancia com outros estudos anteriormente realizados
(Ekberg & Eriksson, 1965, em cevadas suecas; Assmann dados n&o-
publicados, em cevadas brasileiras).

Houve diferencas entre uma das linhagens selecionadas da
cultivar A-05 em relacdo a cultivar MN-599, na producéao inicial de
estruturas embriogénicas, diferenca que desapareceu quando avaliada a
producdo total. Entretanto, houve diferencas significativas entre as
linhagens da cv. A-05 e as da BR-2 quanto a regeneracao de plantulas
verdes, maior na BR-2. Esses resultados indicam ter havido maior
eficiéncia da selecdo em relacdo a etapa da regeneracédo, do que na de
inducdo. O ingresso na rota esporofitica e consequente formacédo de
estruturas embriogénicas foi observado claramente a partir do 82 dia de
cultivo in vitro. Entretanto, ja no 6® dia de cultura, foram observados
bicelulares simétricos — o que pode ser considerado um primeiro sinal
de ingresso na rota esporofitica. Calos e estruturas embriogénicas
liberadas dos l6culos das anteras, apresentaram embrides observados
pela primeira vez aos 18 dias de cultivo in vitro.

Através dos resultados obtidos, pbde-se perceber que as
linhagens da cultivar A-05 (linhagens $SA22 e S$SA23) tiveram maior

“competéncia” para formar estruturas multicelulares (ver Tabela 6
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Analise Estatistica). Por outro lado, a cultivar ndo-selecionada MN-599,
pode ser considerada também competente, porém com uma menor
producao de estruturas embriogéncias in vitro. Essa cultivar foi eficiente
na diferenciacdo das mesmas para embrides, produzindo embrides
histodiferenciados.

Portanto, a andlise histolégica comprovou os dados da producao
da cultura de anteras, mostrando que a selecao foi eficiente, a partir do
grande numero de estruturas formadas nas linhagens da cultivar A-05.
A cultivar MN-599 apresentou um consideravel potencial para a
formacao de embrides. Como nao foram observados embrides da
linhagem S3zB63 na analise histoldgica, a hipotese é de que a formacao
aconteca com um maior tempo de cultivo in vitro. Essa linhagem foi
analisada histologicamente até 28 dias, e como foi selecionada para
uma alta regeneracdo de plantulas verdes, esses embrides foram
formados posteriormente a esse periodo. Os dados da cultura de
anteras revelaram que essa linhagem produziu um consideravel niamero
de plantulas.

A histologia mostrou-se de grande importancia na identificacao
das estruturas realmente embriogénicas, ou seja, aquelas que
formaram embrides. Através da morfologia, sem o0 emprego
concomitante da histologia, podem ser formuladas hip6teses errbneas
acerca da origem dos embrifes obtidos in vitro.

Os padrdes de histodiferenciacdo que foram observados no
presente trabalho foram semelhantes ao de embrides somaéaticos
observado por Emons (1994). Essa comparacdo pode ser feita ao
embrido zigoético, uma vez que ha algumas semelhancas. Deve ser
ressaltado que os embrides obtidos in vitro apresentaram alteragcdes no
padrdo de desenvolvimento de estruturas, como o0s apices caulinares,
destacando o0 escutelo como uma estrutura superdesenvolvida nos
embrides obtidos in vitro. Esse comportamento pode ser devido a

importancia dessa estrutura para a reserva de nutrientes para a
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plantula, e no caso da cultura in vitro, esses embrides dependem do
desenvolvimento do escutelo para poderem se manter nesse ambiente
artificial.

Houve variacdo no desenvolvimento dos meristemas das
linhagens e da cultivar analisadas. Observou-se que nas duas linhagens
da cultivar A-05 ocorreu menor diferenciacdo do meristema radical,
quando comparadas a cultivar ndo-selecionada MN-599. Essa cultivar
apresentou estruturas embriogénicas e embrides com meristema radical
diferenciado, mostrando uma maior diferenciacdo nesse meristema
quando comparado ao caulinar.

Diferencas entre as linhagens e a cultivar nao-selecionada
também foram observadas com relacdo ao tempo de formacéao dos tipos
celulares e das estruturas embriogénicas e embriées. No caso das
linhagens, a formacédo de estruturas embriogénicas semelhantes a proé-
embrides foi verificada primeiramente aos 14 dias na linhagem S3zA22,
enquanto que na linhagem SzA23 somente foi constatada aos 16 dias
de cultivo in vitro. Na linhagem S$B63 nao foi observada, dentro do
periodo analisado, a formacédo de embrides.

A cultivar ndo-selecionada e as linhagens diferiram nao s6 pelo
tempo de formacdo dos embrides, mas pelo desenvolvimento dos
embrides, mais diferenciados na cultivar n&do-selecionada MN-599, e
observados antes nas duas linhagens da cultivar A-05: S3A23 e SzA22

Por outro lado, a cultivar MN-599 teve comportamento
semelhante a linhagem SzA22 com relagdo a vascularizagdo. Uma
hipotese para essa constatacdo é de que os feixes vasculares foram
encontrados somente na cultivar e nessa linhagem.

E pertinente ressaltar que este trabalho, por ser pioneiro no
estudo detalhado da ontogenia da embriogénese, desde o micrésporo
até plantula, permitiu, além de um melhor entendimento dos aspectos
da embriogénese in vitro, mas também a consolidacdo de uma linha de

pesquisa integrada entre Botanica e Genética.
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Pela caréncia de artigos cientificos publicados com relacdo a esse
estudo, a divulgacéo dos resultados obtidos nesse trabalho trara uma
contribuicdo significativa para outros grupos e Centros de Pesquisa.
Dessa forma, poderdo utiliza-lo como referéncia para apoio e
comparacdes de novos estudos a serem realizados com cevadas de

outras regiodes.
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6 - TRABALHOS FUTUROS
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A partir de material ja coletado poderéo ser realizados trabalhos

posteriores, nos seguintes aspectos:

6.1 - Analises citoldgicas de anteras cultivadas in vitro

O material ja estd coletado e fixado em FAA 50% (Johansen,
1940) e encontra-se armazenado em “eppendorfs” com etanol 70%.
Essas anteras s&o as de BLOCOS, citadas anteriormente no Material e
Métodos (Figura 6 e Tabela 2). Na Figura 6 pode-se observar o
esquema de obtencé&o do material e na tabela 2, podem ser observadas
a origem do material e a quantidade de material estocado.

Esse material, ja obtido, poderd ser analisado para aumentar o
tamanho amostral do presente trabalho, ja que foi analisada somente
uma espiga da cultivar MN-599 (espiga M088) e realizar a analise
citolégica das amostras das linhagens SzA22 e S3B63, para comparacao
com os resultados da analise histolégica, e/ou futuramente, para servir

de comparacdo com o material obtido in vivo.

6.2 — Analises cito-histoldgicas de espigas de cevada
(cultivar MN-599) obtidas in vivo

Antes de iniciar a coleta das espigas de cevada, foram realizadas
as seguintes medidas de cada planta (Figuras 44 B, C e D e Figuras
45 A, B e O):

- altura - altura da planta até a ligula da folha bandeira,

em centimetros (cm);
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- distancia interligulas — distancia (cm) entre a ligula da
folha bandeira e a da folha imediatamente abaixo no
mesmo afilho (ver Figura 4 — Material e Métodos);

- tamanho da espiga — em centimetros

Foram coletadas, em diferentes momentos do seu

desenvolvimento, as espigas, e consequentemente as espiguetas, de

plantas de cevada cultivadas em casa de vegetacdo/telado, da cv. MN-

599, tanto para a analise histolégica quanto para a citolégica. De cada

amostra coletada, de um lado de cada espiga foram retiradas as

espiguetas, em laboratério (Figuras 44 E e F e Figura 46 D), para a

fixacdo em TRUMP (para a analise histolégica), e do outro lado foram

fixadas as espiguetas, todas juntas e ainda inseridas na espiga, em

Farmer (para a analise citoldgica). O material obtido in vivo foi fixado

da seguinte forma:

Trump: Glutaraldeido 1% : formaldeido 4% em tampao fosfato
0,1M - pH 7,2 — Trump (McDowell, 1978) para as analises
histoldégicas. O material (183 eppendorfs com 352 espiguetas)
encontra-se estocado em geladeira;

Farmer (3 : 1 — etanol absoluto : acido acético glacial) e
posteriormente (24 horas) transferido para etanol 70% para as
analises citologicas. O material também encontra-se estocado
em geladeira.

Foram fixadas 29 espigas (nha verdade, 29 meias-espigas,
porque somente um lado da espiga foi fixado em Farmer, e a
outra metade — cada espigueta, foi fixada em glutaraldeido :

formaldeido).
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O material obtido ser& utilizado, em trabalhos futuros, como
testemunha para a comparacao do processo in vivo, com as respostas
do material, analisado no presente trabalho, obtido in vitro.

Nas Figuras 44-46 sédo apresentadas as etapas da coleta, bem

como o material coletado.
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Figura 44 - Etapas realizadas durante a coleta do material para a realizacdo de
trabalhos futuros. Seqliéncia: B, C, D, Ee F, e A. A - Anteras ja isoladas e separadas
do gineceu. B - Medida da altura da planta no momento da coleta das espigas. C -
Medida da espiga. D - No laboratorio, as aristas foram cortadas para a retirada das
espiguetas de um dos lados da espiga para a andlise histologica. E e F - Espiguetas
isoladas prontas para serem fixadas em Trump. O outro lado da espiga foi fixado em
Farmer para as analises citologicas.
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Figura 45 - Espigas coletadas. A - Medida da espiga no momento da coleta da mesma.
B e C - Espigas em laboratorio, apos terem sido retiradas as aristas. D - Detalhe de
uma espiga, evidenciando as espiguetas. Escalas: 1 cm.
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Figura 46- Detalhes do material coletado. A - Frutos (cariopse) em formacao. B -
Androceu e gineceu de trés flores de cevada. C - Detalhe de uma espiga evidenciando
as espiguetas. D - Espiguetas isoladas. E - Frutos isolados para serem fixados. F -
Detalhe de um fruto. Escalas: 1 cm.
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