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RESUMO

SILVA, Glacy Jaqueline da. Desenvolvimento de marcadores moleculares
para a identificacdo do gene gametofito indeterminadol (igl) em milho. 2009.
48p. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia Vegetal)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG'.

Uma técnica disponivel para a obten¢do de milho hibrido ¢ a utilizacdo
de haploides duplicados (duplo haploides), pois esta diminui o tempo para a
obtencdo de linhagens endogamicas. Os haploides em milho sdo obtidos a partir
de linhagens indutoras, androgenéticas, ou gimnogenéticas. Porém, estas
linhagens sdo adaptadas a climas temperados, e em climas tropicais, sofrem com
o foto-periodo, diferenga de temperatura e ataque de pragas. A linhagem de
milho Wisconsin-23 (W23), indutora de haploidia androgenética (haploides
provindos do macho), possui um gene mutante, denominado de gametdfito
indeterminadol (igl) que, entre seus efeitos, causa degeneracdo no saco
embrionario do grao de milho, formag@o de 16 ou mais ntcleos polares, ao invés
de 8, levando o aparecimento de sementes defeituosas e poliembrionicas, e
resultando em cerca de 3% de haploides. Uma alternativa para o uso de duplo-
haploides, a partir da linhagem W23, seria a incorporagdo do gene igl, e o
marcador morfologico r-navajo, em uma linhagem tropical. Os objetivos deste
trabalho foram: desenvolver um marcador molecular especifico e co-dominante
para o gene gametdfito indeterminadol; validar o gene igl em 3 familias em F;
tropicalizadas, provindas do cruzamento do hibrido simples BRS1010 com a
linhagem temperada W23, verificar a presenga do gen igl em uma fonte da
linhagem temperada W23, e em plantas provindas de sementes poliembrionicas,
da mesma linhagem W23, e avaliar caracteristicas morfologicas descritas como
sendo derivadas das anormalidades causadas pelo mutante, como poliembrionia,
sementes defeituosas, abortadas e plantas macho-estéreis. Entre as familias em
F; tropicalizadas, a segregacdo mendeliana realizada através do teste de Qui-
quadrado, foi a esperada, 1:2:1 a 5% de probabilidade. A familia 90109 teve,
segundo o marcador molecular, 26 plantas Iglg, 51 plantas Igig e 14 plantas igig.
A familia 91202 apresentou 27 plantas Iglg, 50 plantas Igig ¢ 18 plantas igig. A
familia 91207 apresentou 24 plantas Iglg, 41 plantas Igig e 14 plantas igig.
Todas as plantas provindas da linhagem temperada W23 foram homozigotas
para o gene igig. A porcentagem de sementes defeituosas, dentre as familias em

'Comité Orientador: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo (Orientador) e
Ubiraci Gomes de Paula Lana — EMBRAPA (Coorientador)



F; foi de 1,46% para o gene Iglg, 11,45% para o gene Igig e 19,36% para o
gene igig. A porcentagem de sementes poliembrionicas, para as mesmas familias
foi de 0% para espigas homozigotas para o gene Iglg, 3,32% para espigas de
plantas heterozigotas e 8,08% para espigas homozigotas para o gene igig
mutante. Trinta e quatro plantas macho-estéreis foram encontradas em campo,
mas somente nas familias tropicalizadas. Portanto, acredita-se que neste caso,
ndo se pode vincular a macho-esterilidade com a presenga do mutante ig. Os
marcadores moleculares mostraram-se eficientes para a identificacdo do gene
igl, os quais podem ser utilizados como ferramenta para selecdo assistida em
programas de melhoramento visando a produgdo de genétipos haploides.

i



ABSTRACT

SILVA, Glacy Jaqueline da. Development of molecular markers for
identification of indeterminate gametophytel(igl) gene in maize. 2009. 48p.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Vegetal)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG>.

The duplicated haploids (doubled haploids) technology is an alternative
to generate lines to be used in the maize hybrids breeding production programs.
This technique allows one to obtain inbred lines in a shorter time than
conventional breeding. The haploids in maize are obtained using androgenetic or
gimnogenetic inducer maize lines. However, these lines are adapted to temperate
climates, and in tropical climates they suffer with temperature and are
susceptible to several diseases. Wisconsin-23 (W23) is a maize line that induce
androgenetic haploids (derived from the male parental), which has a mutant gene
called indeterminate gametophytel (igl). This gene, among other effects, causes
degeneration of the embryo sac in maize grains, which results in seeds with
defects, poliembryonic seeds and up to 3% of haploid seeds. An alternative to
increase the percentage of haploid seeds obtained from the temperate maize line
W23, and at the same time, solve the problem of non-adaptation to tropical
conditions, would be the incorporation of iglgene, and the morphologic marker
r-navajo into a tropical maize line. The objectives of this work were to develop a
co-dominant and specific molecular marker for the indeterminate
gametophytel(igl) gene, to characterize the presence or absence of the gene in 3
tropical family in F; obtained from the crossing of the simple hybrid BRS1010
with W23 line, to evaluate the segregation of the igl gene in a stock of W23 line
in plants that came from poliembryonic seeds, and to evaluate morphologic
abnormalities described as result of the presence of the mutant gene (igl), such
as poliembryony, defective and unfertilized seeds, and male-sterile plants.
Among the tropical family, the expected 1:2:1 Mendellian segregation was
confirmed with the Qui-square test (P=0.05). The molecular markers Ed2/Ed4
and Igc/Igf were efficient in the identification of the ig gene. Screening using the
above molecular markers showed that the family 90109 produced 26 plants Iglg,
51 plants Igig and 14 plants igig. The family 91202 exhibited 27 plants Iglg, 50
plants Igig and 18 plants igig. In the family 91207 were found 24 plants Iglg, 41

* Guidance Committee: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo (Adviser) e
Ubiraci Gomes de Paula Lana — EMBRAPA (Coadviser)
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plants Igig and 14 plants igig. All the plants that came from the W23 temperate
stock were homozygote to the igig gene. Among the tropical family, the
percentage of defective seeds varied from 1.46% for Iglg, 11.45% for the Igig
and 19.36% for the igig genenotypes. In the same family, the percentage of
poliembryonic seeds varied from 0% on ears of homozygote plants for the Ig
gene, 3.32% on ears that came from heterozygote plants and 8.08% on ears of
homozygote plants for the ig gene. Thirty four male-sterile plants were found in
the field, but only in tropical families. Our results indicate that in this case, the
male-sterility may not be linked with the presence of the mutant igl gene. The
Ed2/Ed4 and Igc/Igf molecular markers proved to be a reliable selection tool in
breeding programs aiming the production of haploids genotypes.

v



1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays ssp. mays) ¢ uma espécie da familia das gramineas,
sendo o unico cereal nativo do Novo Mundo. A mais antiga espiga de milho foi
encontrada no vale do Tehucan, na regido onde hoje se localiza o México,
datada de 7.000 a.C. Ao longo do tempo, o homem promoveu uma crescente
domesticagdo do milho por meio da selecdo visual no campo, considerando
importantes caracteristicas, tais como produtividade, resisténcia a doengas e
capacidade de adaptagdo, dentre outras, dando origem as variedades hoje
conhecidas (Paterniani, 1993; Ranere et al., 2009).

O desenvolvimento de linhagens endogamicas utilizada na produgdo de
cultivares hibridos, foi responsavel pelo grande impulso que o melhoramento
genético convencional tomou no inicio do século passado, pois facilitou aos
programas de melhoramento, introduzir novas caracteristicas ao milho, como
resisténcia a doengas e pragas, maior prote¢ao dos graos (empalhamento), maior
resposta as praticas de manejo, melhor qualidade nutricional e menor
tombamento e quebramento de plantas. Essas caracteristicas fizeram com que o
milho se adaptasse a diferentes regides, condi¢des de clima, solo e finalidade de
uso, tanto que hoje, ele é produzido e consumido em todos os continentes, e sO
perde em producdo para o trigo e o arroz, sendo quase 100% da producao,
provinda do cultivo de milho hibrido (Paterniani, 1993).

Em um programa de melhoramento de milho hibrido, a etapa mais
onerosa ¢ demorada ¢ a obtencdo e avaliacdo das linhagens endogamicas. Uma
alternativa disponivel para aperfeigoar a obtencdo de linhagens puras consiste na
obtengdo de linhagens homozigotas instantineas pelo uso de haploides

duplicados, relatado por Chase (1952).



O processo de obtengdo de linhagens homozigotas instantaneas diminui
o tempo para obten¢do de linhagens endogémicas, linhagens essas necessarias
para a produgdo de milho hibrido.

Kermicle (1969) relatou uma mutag¢do no alelo do gene ig, presente na
linhagem Wisconsin 23 (W23) denominada por gametofito indeterminado. Essa
mutagdo produz haploides de origem paterna (androgenético) e causa alteragdes
significativas na estrutura de embrides de graos de milho. Foi observado que a
presenca do gene ig permite a ocorréncia de um niimero variavel de divisdes
mitoticas, resultando em um saco embrionario com 16 nicleos ou mais ao invés
dos oito nucleos observados normalmente, exibindo hetero-fertilizagdo,
poliembrionia e variacdo no nivel de ploidia do endosperma depois da
fertilizacdo. Esta mutagdo afeta também a migragdo nuclear e a diferenciacio
celular (Kermicle, 1971; Lin, 1981; Sheridan & Huang, 1996; Guo et al., 2004).

Uma maneira de identificar os haploides provindos da linhagem W23
seria a incorporagdo do gene r-navajo como marcador morfoldgico. As sementes
sdo caracterizadas pelo desenvolvimento de um profundo pigmento purpuro no
embrido. Sementes com a pigmentacdo do endosperma e a ndo pigmentagdo do
embrido sdo consideradas sementes haploides (Chase & Nanda, 1966). Porém, o
marcador fenotipico sofre variagdes ambientais, o que pode resultar em faltas
identificagdes de possiveis haploides.

Uma outra opg¢ao para a identificacdo de graos de milho haploide, seria
através da andlise por marcadores moleculares do tipo microssatélites. Os
marcadores moleculares sdo utilizados no melhoramento assistido, pois permite
reduzir o tempo da selegdo.

Um método mais preciso capaz de identificar o gene gametofito
indeterminadol, responsavel por produzir haploides androgenéticos, ¢ a

identificagdo do gene, através da construgdo de marcadores moleculares



especificos, desenhados a partir de informacdes obtidas em banco de dados
publicos.

A utiliza¢do da linhagem W23 para a obtencdo de haploides de milho
ndo ¢ viavel nas condigdes tropicais de cultivo, ja que esta linhagem é temperada,
apresentando sensibilidade ao foto-periodo e temperatura, além de ser muito
susceptivel ao ataque de doencas. Uma alternativa seria transferir o gene
gametofito indeterminadol e o gene r-navajo para uma linhagem tropical.

Assim, os objetivos desse trabalho foram desenvolver marcadores
moleculares especificos para a identificacdo dos alelos do gene igl visando
acelerar a obtencdo de genotipos tropicais de milho indutores de haploidia.
Avaliar a presengca do gene gametéfito indeterminadol em uma fonte da
linhagem temperada W23, em plantas provindas de sementes poliembridnicas da
mesma linhagem temperada Wisconsin-23, e validar o gene em trés familias em
F; vindas do cruzamento da linhagem W23 com o hibrido simples BRS1010.
Foram analisadas também, caracteristicas fenotipicas em plantas como macho-
esterilidade, sementes defeituosas, abortadas e poliembridnicas, que segundo
varios autores, sdo indicativos da presenca do gene mutante gametdfito

indeterminadol.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico e importancia do milho

O milho (Zea mays L.) ¢ uma espécie da familia das gramineas e é o
terceiro cereal mais cultivado no planeta, perdendo apenas para o trigo e o arroz.

Originario da América, provavelmente da regido onde hoje se situa o
México, o milho foi domesticado num periodo entre 7.000 e 10.000 anos atras.
Indicios de poélen de milho foram encontrados em San Andres, na costa
Caribenha, que datam de 7.300 anos (Pope, 2001).

Como resultado da selegdo, tanto artificial, praticada pelo homem, como
natural, para adaptacdo as diferentes condigdes ecoldgicas, o0 homem civilizado
herdou dos povos mais antigos cerca de 300 ragas de milho, caracterizadas pelas
mais diversas adaptagdes, tanto para condigdes climaticas, como para os varios
usos do cereal. Acrescenta-se ainda a diversidade de variedades intra-raciais e a
enorme quantidade de genes identificados, o que torna o milho a espécie
boténica de maior diversidade genética existente na natureza (Paterniani, 1993;
Ranere et al., 2009).

O mundo planta cerca de 150 milhdes de hectares de milho com uma
producdo que oscila entre 550 a 600 milhdes de toneladas, tendo como
principais produtores os Estados Unidos, China, Brasil, México, Franca,
Argentina e India. (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE, 2007)

A produg¢ao de milho no Brasil vem crescendo ano apos ano, pois passou
dos 20 a 25 milhdes de toneladas na década de 80, para 30 a 35 milhdes nos
anos 90 (Peixoto, 2002). Na safra 2007/08, a colheita foi de cerca de 58,59
milhdes de toneladas, 14% (7,21 milhdes t) superior a safra de 2006/07
(Companhia Nacional de Abastecimento-CONAB, 2008).



Os maiores consumidores de milho no Brasil sdo os criadores de aves
(de corte e de postura) e suinos, que utilizam o milho para a produgdo de ragao.
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-Ibge, 2006). Seu uso industrial
ndo se restringe a industria alimenticia, sendo largamente utilizado na produgao
de elementos espessantes e colantes e na produgdo de 6leos. Recentemente, a
Europa e EUA tem incentivado seu uso para producao de etanol. Na alimentagdo
humana, o milho é comumente empregado na forma in natura, como milho
verde; ¢ na forma de subprodutos, como pdo, farinha e massas (Pinazza &

Alimandro, 1998).

2.2 Milho hibrido

George Harrison Shull (1909) foi o primeiro a sugerir um método de
melhoramento de milho visando a produ¢ao de milho hibrido (Miranda Filho &
Viégas, 1978).

Os trabalhos de melhoramento com milho hibrido no Brasil tiveram
inicio em 1932 no Instituto Agrondmico de Campinas - IAC, no Estado de Sao
Paulo, e em 1935 na Universidade Federal de Vigosa - UFV, em Minas Gerais,
sendo o Brasil o segundo pais a adotar a produc¢ao de milho hibrido (Krug et al.,
1943; Magnavaca & Silva, 1974).

O milho hibrido representa, sem duvida, uma notavel contribui¢do para
o avango da agricultura do pais, especialmente considerando-se o
desenvolvimento de uma vigorosa e competitiva industria de sementes. De todas
as regides tropicais e subtropicais, onde este tipo de milho tem sido utilizado, ¢ o
Brasil o pais onde se pode constatar efetivamente a sua contribui¢do mais
significativa para a agricultura (Paterniani, 1993).

O método de milho hibrido baseia-se na producdo de linhagens
endogamicas que sdo obtidas apos sucessivas autofecundagdes de uma planta,

onde o pdlen de cada uma ¢ coletado da parte masculina (penddo) e depositado



sobre a parte feminina (os estigmas) da mesma. Em geral, apds seis a sete
autofecundagdes, que levam em torno de 3 a 4 anos, obtém-se uma nova
linhagem. (Bueno et al., 2001).

Paterniani (1974) relatou vantagens e desvantagens na utilizacdo de
milho hibrido. Entre as vantagens tem-se: A associacdo de caracteristicas de
distintos progenitores; obten¢do de gendtipos superiores em um prazo
relativamente curto; utilizagdo de interagdes génicas na geracdo hibrida;
produgdo de gendtipos uniformes ¢ maior homeostasia em F1. Como
desvantagens, o mesmo autor descreve que somente parte dos genes uteis
existentes no milho ¢ utilizada se ndo existir métodos que permitam aumento da
freqliéncia de alelos favoraveis; a heterose ¢ explorada de modo aleatério,
atingindo um teto dificil de ser ultrapassado; a produgdo da semente hibrida s6 ¢é

viavel onde houver facilidade para seu processamento e distribuicao.

2.3 Obtencao de hibridos comerciais de milho

Em um programa de hibridos, a etapa mais onerosa e demorada ¢ a
obtencdo e avaliagdo das linhagens endogamicas. Para a obteng@o de hibridos,
varios métodos podem ser utilizados (Miranda Filho & Viégas, 1978).

O método padrdo consiste de sucessivas autofecundagdo na populagdo
fonte de linhagens. As plantas sdo selecionadas por suas caracteristicas
fenotipicas, como vigor, resisténcia a doengas e bons caracteres agronomicos.
Selecionam-se individualmente as melhores familias e os melhores individuos,
dentro de cada familia, para serem novamente autofecundados. O processo se
repete até que a homozigose virtualmente completa seja atingida em Sg ou em
geracdes mais avancadas de autofecundagoes.

O método de cova unica difere do método padrio pelo fato de cada

progénie ser representada por uma Unica cova com trés plantas, em vez de uma



linha com varias plantas, reduzindo assim a area plantada, permitindo aumentar
o numero de progénies a serem avaliadas.

O método genealdgico consiste na escolha de duas linhagens que se
combinam bem, ¢ tenta-se o isolamento de novas linhagens de segundo ciclo do
hibrido resultante por endogamia, como no método padrao.

Segundo Hallauer (1967), o método do hibrido criptico consiste na
avaliacdo de familias de irmaos germanos (hibridos duplos cripticos), obtidos
pelo cruzamento entre plantas prolificas e ndo endogamicas (S,).
Simultaneamente ao cruzamento, a segunda espiga ¢ autofecundada. As familias
de irmdos germanos (S, x S,) sdo avaliadas em ensaios com repeti¢do, para
identificar os melhores cruzamentos. As progénies S; correspondentes as
melhores combinagdes sdo plantadas aos pares e cruzadas para se obter a
geracdo seguinte. Esse processo ¢ repetido até que se obtenha a homozigose
desejada nas linhagens a serem usadas na produ¢@o de hibridos simples (Sn x
Sn).

O método de selegdo zigodtica ¢ uma variagdo do método de hibrido
criptico. As plantas da populagdo sdo cruzadas com a linhagem padrao (L) e ao
mesmo tempo autofecundadas. As progénies de irmaos germanos (S, x L) sdo
avaliadas da mesma forma que o método de hibrido criptico. As progénies S;
correspondentes aos melhores cruzamentos sdo cruzadas novamente com a
linhagem padrdo e autofecundadas até que se consiga o grau de endogamia
desejado para a obtengdo de um hibrido.

Uma outra alternativa disponivel na cultura de milho para aperfeicoar a
obtencdo de linhagens puras ¢ a técnica de obtencdo de linhagens homozigotas
instantaneas pelo uso de hapldides duplicados, também conhecidos como duplo-

haploides (Chase, 1952).



2.4 Plantas haploides

O primeiro relato de plantas haploides na natureza foi descrito em
Datura stramonium, por Blakeslle et al. (1922). Desde entdo, o interesse na
haploidia como uma ferramenta para o melhoramento genético de plantas tem
aumentado com o desenvolvimento de métodos mais eficientes para a sua
producao (Silva et al., 2002).

O uso de indugdo de haploidia para a obtengdo de linhas puras permite
obter linhagens ap6s o cruzamento de um hibrido com um indutor de haploidia.
Empresas de melhoramento genético de milho vém trabalhando para aumentar a
porcentagem de plantas haploides geradas por esse tipo de cruzamento. Alguns
cruzamentos chegam a produzir de 10% a 20% de plantas de natureza haploide.

Apos a obtencdo e identificacdo de plantas haploides, ainda ¢ necessario
que seja feito o tratamento dessas plantas haploides, na fase de plantula, para
dobrar o numero de cromossomos e restabelecer a fertilidade das mesmas. Para
isso, alguns métodos foram desenvolvidos, e consistem basicamente em emergir
a plantula em colchicina (Deimling et al., 1997). A colchicina atua na
organiza¢do das fibras do fuso durante a metafase celular, impedindo a sua
formacdo e a consequente disjungdo dos cromossomos filhos, resultando em um
dobramento dos cromossomos. Deimling et al. (1997) conseguiram uma taxa de
67% de plantulas com a fertilidade restaurada apos o processo de duplicagdo de
cromossomos com colchicina.

Em um processo normal de autofecundacdo em espécies de flores
perfeitas, onde os genitores diferem em apenas dois pares de locos
independentes, o gendtipo recessivo aabb tem a probabilidade de ser encontrado
na proporc¢ao de 1/16 na populagdo F2. Entretanto, se for utilizada a haploidia o
mesmo genotipo tera a probabilidade de ocorréncia de V4. Isso devido a auséncia
dos heterozigotos, prevalecendo apenas quatro genoétipos homozigotos. Com a

obtencdo de linhas homozigotas a varidncia aditiva ¢ maximizada, os efeitos de



dominancia sdo neutralizados e as vantagens em caracteres quantitativos podem
ser maiores, uma vez que a selecdo ¢ realizada somente com base na aditividade,
ndo havendo interferéncia dos efeitos de dominancia e epistasia (Silva et al.,
2002).

Esse processo permite reduzir significativamente o tempo para a
obtencao de linhagens endogamicas.

A tecnologia de duplicacdo de haploides pode ser utilizada para facilitar
acesso ao germoplasma de parentais, j4 que necessitam de menos recombina¢io
e segregacdo comparada com plantas normais (Heckenberger et al., 2005).
Também aumenta a eficiéncia de selecdo, pois aumenta a discrepancia genética
entre familias e diminui a discrepancia residual (Bordes et al., 2007). Além disso,
linhagens provenientes de culturas duplo-haploides tendem a ter uma menor
variancia (causada por mutacdes) do que linhagens desenvolvidas por métodos
convencionais, o que demonstra mais uma vantagem da utilizagdo de culturas
haploides (Chase & Nanda, 1965).

O primeiro relato de milho haploide foi feito concorrentemente por L.F.
Randolph e L.J. Standler em papers ndo publicados no ano de 1929, antes da
reunido anual da American Association for the Advancement of Science (Chase,
1974). Nos anos conseguintes, esses mesmos autores fizeram publicacdes a
respeito de indug@o de milho haploide.

Dois tipos de producdo de haploides sdo utilizados. Um ¢ baseado em
indugdo genética (in vivo) e a outra por meio de técnicas de cultura de tecido (in
vitro). Os chineses foram os primeiros a obterem plantas androgenéticas de
milho através de cultura de tecido, e desde entdo, pesquisadores de varios paises
vem analisando os fatores genéticos e ambientais que levam ao surgimento de
deste fendmeno (Beckert, 1994). Porém, a cultura de anteras em milho e outras

leguminosas tem se mostrado uma metodologia bastante complexa e cara



(Beckert, 1994; Santos & Zanettini, 2002). Geralmente, a obtencao de milho
duplo-haploide esta ligada a um fator genético especifico (Beckert, 1994).

Em milho, a obtencdo de haploides espontaneamente ocorre em uma
freqiiéncia <1/1000 (Chase, 1963, 1974). Para aumentar a frequéncia de indugéo
de haploéides, métodos como indugdo in vivo foram desenvolvidas. A indugéo in
Vvivo baseia-se na utilizagdo de linhagens indutoras. A maioria dessas linhagens ¢
derivada de duas linhagens temperadas, a Stock 6 que gera haploides
gimnogenéticos, ou de origem materna (Coe Junior, 1959) ¢ W23 que gera
haploides androgenéticos e possui uma mutagdo no alelo do gene IG,
produzindo o alelo ig, nomeado de gametofito indeterminadol (Kermicle, 1969).

A frequéncia de haploides desenvolvidos com o sistema W23 - igl
varia de 1 a 3% (Kermicle, 1969, 1973). Ja o sistema Stock 6 possui uma
frequéncia de 3,23% (Sarkar & Coe Junior, 1966). Atualmente, empresas de
melhoramento genético de milho vém tentando aumentar a frequéncia de
inducdo de haploides em seus programas. Lashermes & Beckert (1988)
cruzaram a linhagem W23 com a linhagem Stock6 e obtiveram a linha indutora
WS14, com uma taxa de indugdo de 3 a 5%. Sarkar et al. (1994) obtiveram uma
taxa de inducdo de 6% nos cruzamentos realizados.

O mecanismo molecular de indug¢do de milho haploide ndo foi
totalmente compreendido, porém, ha indicios de que em linhas haploides, dois
espermas sdo desenvolvidos com diferentes velocidades (Bylich & Chalyk,
1996). Como resultado, um dos espermas desenvolve-se em um estagio pronto
para a fertilizacdo, enquanto que o outro ndo. A existéncia de somente um
esperma normal em um grdo de polen pode ser a razdo para a quebra da
fertilizacdo dupla e o desenvolvimento de graos haploides (Enaleeva & Tyrnov,
1996).

Em milho, como em muitas outras plantas, o citoplasma ¢ de

ascendéncia materna, isto €, na formacao do zigoto, o espermatozoide contribui
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apenas com o material nuclear, enquanto que o odcito contribui tanto com
nucleo quanto com citoplasma. Na androgénese, ¢ provavel que o nucleo
masculino utilize o citoplasma do odcito, sem participa¢do do nicleo feminino,
para formar o zigoto androgenético. A frequéncia de que a androgénese ocorra

em milho na natureza é de 1/80000 (Chase, 1963).

2.4.1 Gene R"

Para diferenciar haploides de diploides ainda no estagio embrionario,
Chase & Nanda (1965) desenvolveram um sistema que utiliza um parental
masculino denominado “Purple embryo Marker” ou “PEM” que utiliza um
conjunto de genes b, pl A, C R"®® pr, P*. O marcador ¢ os hibridos sio
caracterizados pelo desenvolvimento de um profundo pigmento purpuro no
embrido (Chase & Nanda, 1966). Plantas com a pigmentacao do endosperma e a
ndo pigmentacdo do embrido sdo consideradas plantas haploides (Chase &
Nanda, 1966; Eder & Chalyk, 2002). O gene R1-nj esta presente no loco R do
cromossomo 10. O gene R1-nj tem algumas limitagdes, como a dificuldade em
se isolar alguns gendtipos hapléides devido a presenca de genes dominantes
existentes em milho (C1-I, C2-1"e | ™-ID) que inibem a sintese de antocianina, a
mesma que seleciona os graos haploides (Coe Junior, 1994; Eder & Chalyk,
2002). Outro fator que pode influenciar negativamente, mascarando a expressao
do gene R1-nj ¢ a colorag@o vermelha no pericarpo, quando este estiver presente
(Chase, 1952).

2.4.2 Sistema gametdfito indeterminado (igl)
O gene denominado como gametofito indeterminado (igl) ¢ utilizado
para aumentar a freqiiéncia na producdo de haploides androgenéticos em alta

frequéncia (Chase, 1974), ou seja, produgdo de embrides haploides de origem
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paterna. O mesmo restringe o potencial embriogénico das células, que produz
somente um dos dois parentais gendmicos (Kermicle, 1969; Evans, 2007).

Ele foi identificado como causador de alteragdes significativas na
estrutura dos embrides de milho (Kermicle, 1969). Observou-se que a presenga
do gene igl permite a ocorréncia de um niimero variavel de divisdes mitoticas,
resultando em um saco embrionario com 16 niicleos ou mais ao invés dos oito
nucleos observados normalmente (Lin, 1981; Sheridan & Huang, 1996) (Figura
1). Como resultado destas divisdes mitéticas extras, o individuo mutante (que
apresenta o alelo igl) exibe hetero-fertilizagdo, poliembrionia e variagdo no
nivel de ploidia do endosperma depois da fertilizacdo. O saco embrionario
possui sinergia multipla, oocitos multiplos e varias células centrais (Kermicle,
1971; Lin, 1981; Huang & Sheridan, 1996; Guo et al., 2004). Esta mutagdo afeta
também a migragdo nuclear e a diferencia¢do celular (Lin, 1981; Sheridan &
Huang, 1996).

O saco embrionario da planta que apresenta o gene igl mutante, exibe
um comportamento anormal e variacdo na formacdo dos micro-tubos, durante e
apdés a terceira divisdo mitotica. Sheridan & Huang (1996) observaram o
desenvolvimento de cinco padrdes anormais: (a) divisdo dessincronizada de
pares de ntucleos ocorridos em ambos os polos calazal e micropilar; (b)
posicionamento anormal de ntcleos; (¢) Divisdo adicional ocorrendo no pdlo
nuclear; (d) oito nucleos livres se expandem ao longo do saco embrionario; (e)
uma quarta mitose ocorre em todos os nucleos da regido micropilar e calazal. No
saco embrionario do mutante igl, a fase proliferativa é prolongada, sugerindo
que a fungdo do tipo selvagem igl promova uma interrupgdo da prolifera¢do da

diferenciag@o no saco embrionario (Lin, 1981).
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FIGURA 1 Comparagdo de um saco embrionario normal e um saco embrionario
de um mutante contendo o gene igl.
(A) Saco embriondrio normal, contendo oito nucleos polares (1
nicleo polar ndo pode ser visualizado devido ao angulo da
fotografia), apds a megagametogenese.
(B) Saco embrionario de um mutante contendo o gene igl.
Dezesseis nucleos estdo presentes no saco embriondrio acima. Oito
nucleos estdo localizados no pdlo micropilar (dois estdo mais
centralizados), e outros oito nticleos estdo localizados no podlo
calazal.
Microfotografia eletronica de transmissdo (Huang & Sheridan,
1996).

A habilidade das células extras e nucleos funcionarem como células ovo
ou nucleos polares, parecem depender da sua posi¢do no saco embrionario.
Devido a sua estrutura anormal, muitos desses embrides defeituosos ddo origem
a sementes anormais, que permitem a identificagcdo do alelo que possui o gene
igl (Evans, 2007).

O mutante igl ndo condiciona um processo em particular. Sua
interferéncia ocorre anteriormente a formagdo do saco embriondrio e altera a

atividade de outros genes durante a formacgdo deste, portanto seus efeitos
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pleiotrépicos parecem ser independentes, ndo tendo relagdes uns com os outros
(Lin, 1981; Huang & Sheridan, 1996).

O alelo ig se posiciona no brago longo do cromossomo trés a 90 ¢cM do
locus Ig 2, o mais distal do brago curto (Kermicle & Demopulos-Rodrigues,
1980).

Segundo Evans (2007), o gene igl é amplamente expresso em uma
variedade de tecidos em plantas de milho, como folhas, primérdios folheares,
espigas imaturas, penddo imaturo, cabelo e palha jovem. O gene igl apresenta
baixa expressdo no endosperma, em raizes e graos de polen maduro e se

expressa em varias partes florais, em varios estagios.

2.5 Marcadores moleculares

Marcadores genéticos ou moleculares sdo todo e qualquer fendtipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento de DNA que
diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdadas geneticamente (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

A partir dos marcadores moleculares, tornou-se possivel uma analise
mais detalhada do genoma dos mais diversos organismos. Por meio desses
marcadores, tornou-se possivel correlacionar as estimativas de divergéncias
genéticas entre linhagens com a produtividade dos hibridos, com a heterose
manifestada por estes ou com a capacidade especifica de combinagdo
(Guimaraes et al., 2006).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados no melhoramento
genético a curto, médio e longo prazo. Em curto prazo, incluem basicamente a
identificacdo de origem parietal, identificacdo e protecdo de cultivares,
incorporacdo de linhas em grupos heteroticos, certificagdo de pureza genética,
controle de cruzamento e estudos de diversidade e distancia genética. O médio e

longo prazo permite quantificar a variabilidade genética existente em nivel de
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seqiiéncias de DNA e correlacionar com a expressao fenotipica em mapeamento
genético (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Bueno et al., 2001).

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres
morfolégicos, de facil identificacdo visual (Ferreira & Grattapaglia, 1996)
porém, o processo de avaliagdo destes marcadores ¢ demorado, pois sua
expressdo depende do desenvolvimento da planta que pode estar sujeita as
variagdes ambientais (Borém, 2001).

Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis atualmente
permitem uma excelente amostragem do genoma dos mais diversos tipos de
organismos.

Quatro tipos de marcadores tém sido utilizados em plantas:
morfoldgicos, citoldgicos, bioquimicos e moleculares (Bueno et al., 2001).
Enquanto os marcadores citologicos sdo de dificil monitoramento, os
bioquimicos ou também chamados de isoenzimaticos, t€ém sido utilizados na
caracterizagdo de germoplasma e de forma mais limitada, na sele¢do indireta.
Ambos apresentam baixo nivel de polimorfismo (Bueno et al., 2001).

O primeiro tipo de marcador molecular que permitiu detectar as
diferengas entre individuos diretamente no DNA surgiu no inicio dos anos 70.
Tais marcadores, denominados RFLP (Restriction Frangment Length
Polymorphism) surgiram apds a descoberta das enzimas de restrigéo.

Na década de 80, a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) ou
reacao em cadeia da polimerase foi desenvolvida e destacou-se pela facilidade
de uso, rapidez, versatilidade e sensibilidade. A técnica envolve a sintese
enzimatica “in vitro” de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA
na presenga de enzima e posterior visualizacdo em gel de agarose ou poli-

acrilamida sob eletroforese (Bueno et al., 2001). Com a criagdo da técnica de
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PCR, marcadores moleculares baseados na amplificagdo do DNA foram
desenvolvidos.

Welsh & McClelland (1990) e Williams et al. (1990) propuseram,
independentemente, a utilizacdo de pequenos iniciadores aleatorios
oligonucleotidicos na reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) como um
método de geragdo de marcadores moleculares polimérficos. Esta técnica,
conhecida como RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA), utiliza-se de um
oligonucleotideo sintético como iniciador do processo de amplificagdo, que
produz um polimorfismo detectado na presenca ou auséncia de bandas discretas
de DNA, sendo, portanto, de expressdo dominante.

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por sequéncias
simples repetidas, as quais consistem em um a seis nucleotideos repetidos em
tandem. Essas regides sdo denominadas microssatélites, SSR (Simple Sequence
Repeats) ou STR (Short Tandem Repeat). As seqiiéncias de DNA que
flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos de
uma mesma espécie, permitindo selecdo de primers especifico que amplificam,
via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os gendtipos. Cada
microssatélite constitui um loco genético altamente variavel, multi-alélico, de
grande conteudo informativo.

Os mais recentes marcadores moleculares desenvolvidos, os SNPs
(Single-nucleotide polymorphism), baseiam na detecgdo de polimorfismos
resultantes da alteragdo de uma tinica base no genoma. Eles passaram a ter maior
importancia com o seqiienciamento dos genomas. Os marcadores SNPs possuem
natureza bi-alélica e sdo abundantes no genoma, podendo ocorrer tanto em
regides expressas como regides ndo expressas. Esse tipo de marcador genético ¢

estavel do ponto de vista evolucionario (Caixeta et al., 2006).
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2.5.1 Sequenciamento de &cidos nucleicos e bioinformatica

O sequenciamento de 4cidos nucléicos ¢ um método que determina a
ordem dos nucleotideos de um fragmento de acido nucleico (DNA ou RNA),
para um posterior estudo nas mais diversas areas da genética e biologia
molecular. Esta técnica evoluiu rapidamente nos tltimos 20 anos, partindo do
sequenciamento manual, o qual é realizado em grandes cubas eletroforéticas,
empregando marcadores radioativos e leitura manual das sequencias de DNA,
para sistemas automatizados de alto desempenho, com a utilizacdo de
sequenciadores automaticos de DNA, que sequenciam até cerca de 3GB de
sequéncias em uma unica corrida (Vilas-Boas & Vilas-Boas, 2006).

O sequenciamento da bactéria Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000),
por pesquisadores brasileiros, incentivou o governo federal, através do CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) a fazer
investimentos significativos na formacdo de wuma rede nacional de
seqiienciamento de genomas, tornando o Brasil, membro de um seleto grupo de
paises detentores desta tecnologia, tendo sequenciado o genoma de mais de uma
dezena de organismos entre procariotos e eucariotos, desenvolvendo tecnologias
préprias e direcionadas a problemas brasileiros (Vilas-Boas & Vilas-Boas,
2006).

Com a rapida expansdo do volume de sequéncias bioldgicas na ultima
década, produzidas pela automatizagdo do seqiienciamento de DNA e o acimulo
de outras informag¢des, uma demanda por recursos cada vez mais modernos e
especializados para a manipulagdo e analise computacional dos dados foi
necessaria, € com isso, surgiu a bioinformatica (Binneck, 2006).

A Dbioinformatica envolve o desenvolvimento de banco de dados (a
maioria on-line) e algoritmos para contribuir com a pesquisa bioldgica no
sentido de produzir informagdo util e conhecimento. A utilizagdo de

computadores no manuseio e analise dos dados biologicos ¢ indispensavel,
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devido a velocidade de processamento, poder de resolugdo de problemas através
de programas apropriados e pela necessidade da comunicagdo dos dados através
da internet (Binneck, 2006).

A partir do advento da bioinformatica e do sequenciamento genémico,
disponibilizou-se & comunidade cientifica dados de DNA dos mais diferentes
organismos, possibilitando a construgdo de primers especificos para determinado
gene ou fragmento de gene, caracterizado nos bancos de dados.

A partir da analise de sequéncias disponiveis em banco de dados,
utilizando-se de recursos computacionais, ¢ possivel identificar o fragmento de
interesse, e construir primers que flanqueiam esta mesma regido. Essa estratégia
elimina a necessidade de sequenciamento de DNA e ¢ relativamente simples,
além de ser extremamente especifica, pois trabalha diretamente com o gene de
interesse.

O gene gametofito indeterminadol foi sequenciado, e as informagdes
acerca do mesmo estdo disponiveis no banco de dados PUBMED
(http://www.pubmed.gov/), com a identificagdo 17209126, ou pode ser acessado
pelo codigo GI:120431390, através do banco de dados americano de sequéncias

de DNA e proteinas, GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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3 MATERIAL E METODO

Os trabalhos foram desenvolvidos no Nucleo de Biologia Aplicada
(NBA), no campo experimental da Embrapa Milho e Sorgo, na cidade de Sete

Lagoas - Minas Gerais.

3.1 Material genético

Neste trabalho foram utilizadas 3 familias em F; desenvolvidas pelo
programa de melhoramento de milho da Embrapa milho e sorgo, que vieram do
cruzamento da linhagem W23 com o hibrido simples BRS1010. Deste
cruzamento foram encontradas 2 espigas em F, que possuiam 4 haploides (Belicuas,
2004). Essas espigas em F; foram inter-cruzadas, e com base no marcador R-Y, as
melhores espigas foram selecionadas para prosseguir em F,. Obteve-se haploides em 3
familias. A inducdo variou de 0,4 até 0,6% (Rabel, 2008).

Foi utilizado também uma fonte da linhagem temperada indutora de
haploidia Wisconsin-23 (W23) e plantas provenientes de sementes
poliembridnicas obtidas a partir da selecdo dentro da W23 (Tabela 1).

Foi plantado um total de 540 sementes, sendo 440 no campo e 100 em
casa de vegetacdo. As sementes plantadas no campo tiveram um espagamento de
20 centimetros entre plantas e 80 centimetros entre linhas, para melhor
desenvolvimento e manejo. Para as sementes plantadas em casa de vegetagdo
foram utilizados 50 vasos contendo 22 kg de pd substrato organico.

Vinte e cinco dias apos a germinagdo das sementes coletou-se o tecido
foliar para posterior extragdo de DNA e analise molecular, com marcadores

moleculares especificos para o gene igl.
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TABELA 1 Descri¢ao do material genético utilizado no presente trabalho.

Quantidade Identificacéo Local de Plantio
100 sementes SIB&OWisconsin 23 Casa de vegetacao
100 sementes SIB&OWisconsin 23 Campo
50 sementes Poliembrionicas W23 Campo
90 sementes F;-&®(W23xBRS1010) - 91207 Campo
100 sementes  F3-CO(W23xBRS1010) - 91202 Campo
100 sementes  F3-CGO(W23xBRS1010) - 90109 Campo

3.2 Extracdo e amplificacdo do DNA genémico

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo descrito por
Saghai-Maroof et al. (1984) com modificagdes. Para isso, 500 mg de material
vegetal foi macerado em nitrogénio liquido até a obtengdo de um po fino, esse
foi transferido para microtubos de 1,5 mL no qual adicionou-se 600 pL de
tampao CTAB (2% (m/v) CTAB; 0,2 M Tris-HCI (pH 7,5); 1,4 M NacCl; 0,02 M
EDTA (pH 8,0); 2% (v/v) B-mercaptoetanol. A mistura foi mantida em banho-
maria a 65°C por 1 hora, com homogeneizagdes a cada 15 minutos.
Posteriormente, realizou-se lavagem com mesmo volume de solucdo de
cloroférmio-octanol (24:1 v/v), com homogeneizacdes constantes por 20
minutos. O material foi entdo centrifugado a 16.000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante transferido para novo micro-tubo onde se adicionou 800 pL de
isopropanol a -20°C. Os microtubos foram mantidos a -20°C por 60 minutos.
Ap0s este periodo, os microtubos foram novamente centrifugados a 16.000 x g
por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 600
pL de etanol 70% (v/v) gelado. Os tubos foram novamente centrifugados a
mesma velocidade por cinco minutos, o sobrenadante descartado e o precipitado

secado em centrifuga a vacuo por 5 minutos e ressuspenso em 100 puL. de tampao
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TE contendo RNase A (10 mM Tris-HCL; 1 mM EDTA (pH 8,0); 0,1ug/uL
RNase A).

As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose 0,8% (m/v)
em tampao TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,0), comparando-se
com um padrio de DNA de concentragdo conhecida. Posteriormente foi
realizada a eletroforese a 100V durante 1 hora, o gel incubado em solugdo de
brometo de etidio (1 pg/mL) por 15 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e
fotografado no equipamento Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA). O DNA
estoque foi diluido em agua ultrapura na concentragdo de trabalho de 10 ng/uL e
armazenado a -20°C.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um termociclador
modelo 9600 (Applied Biosystems®), em volume final de 10 pL, contendo 30
ng de DNA, solu¢do tampao (10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM KCI; 0,01%
m/v gelatina; 2,0 mM MgCl,) 125 uM de cada um dos dNTPs; 0,25 uM de cada
primer e 0,05 unidades da enzima Taq DNA polimerase da marca Invitrogen. Os
ciclos de PCR constituirdo de uma desnaturagdo inicial a 95°C por dois minutos,
nove ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos com reducdo de
1°C a cada ciclo e 72°C por 60 segundos, seguidos de 35 ciclos de amplificagdo.
Finalmente a reagdo foi submetida a um periodo de extensdo a 72°C por 10
minutos. Os fragmentos amplificados foram resolvidos em gel de agarose 2%
(m/v) com eletroforese a 100V por 2 horas. O gel posteriormente tratado com
brometo de etidio (1mg/mL), visualizado em UV e fotografado pelo Eagle Eye
II (Stratagene, La Jolla, CA). Os fragmentos gerados foram avaliados
considerando o tamanho dos alelos encontrados para cada combinagdo de
primers, e avaliados quanto a homozigose e heterozigose.

Os primers especificos empregados no presente trabalho foram
desenhados a partir da seqiiéncia do gene 1gl, a qual esta disponivel no National

Center for Biotechnology Information (NCBI) e a partir de informagdes obtidas
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em trabalho realizado por Evans (2007). Este autor identificou um transposon
denominado Hopscotch® (White et al., 1994) no alelo mutante do gene Igl,
inserido no cédon 120, 14 bases antes do final da proteina do dominio LOB
(Lateral organ boundaries), codificada pelo gene 1g1.

O autor disponibilizou em banco de dados publico, somente a sequencia
do alelo sem o mutante, assim foi necessario desenhar a sequéncia do alelo
mutante, ou seja, o gene Igl juntamente com o transposon inserido. Com as
informagdes da posi¢do do transposon dentro do gene Igl, juntamente com a
informagdo dos sitios de restricdo da enzima Eco0-RI utilizada para digerir o
DNA genomico das plantas contendo o alelo mutante igl (Evans, 2007) foi
possivel realizar um trabalho in-silico, inserindo o retrotransposon na regido
proposta pelo autor.

Segundo essas informagdes, sugere-se que, como exemplifica a figura 2,
a inser¢do do retrotransposon esta no exon 2 e ¢ composta por 4.828pb. O gene
Igl sem o retrotransposon possui 5.431 pares de base e possui 4 exons. O
primeiro com 176 pb, o segundo com 422pb, o terceiro com 412pb e o quarto

com 264pb.

Retrotransposon Hopscotch

/

1 2 3 4

Intron

Exon

FIGURA 2 Esquema do gene gametofito indeterminadol, com a inser¢do do
transposon hopscotch. O gene ¢ composto por 4 exons. O
hopscotch esta inserido no exon 2.

? Hopscotch: Retrotransposon do tipo LTR. Descrito por White et al. (1994), como
causador de uma muta¢do denominada wx-K no gene wx.
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3.3 ldentificacdo dos marcadores moleculares especificos para o gene Igl

Para a amplificagdo dos fragmentos correspondentes aos alelos do gene
191, foram construidos diversos primers, porém, como havia poucas opgoes, se
fossem levadas em consideragdo pardmetros como melting temperature,
auséncia da capacidade de dimerizagdo, inexisténcia de sitios secundarios de
anelamento dos primers e baixa especificidade na ligagdo na extremidade 3',
alguns desses iniciadores foram construidos desrespeitando um ou outro critério
(Tabela 2).

Foram construidos primers para amplificar a regido do gene com a
mutagdo (inser¢do do retrotransposon). Um primer amplificando o gene e outro
amplificando o retrotransposon. Para amplificar o DNA de amostras sem o
mutante, foram construidos pares de primers em regides do gene que estariam
um acima do retrotransposon, € outro abaixo do mesmo, caso existisse o mutante

na amostra (Figura 3).

TABELA 2 Primers construidos para a amplificagdo de fragmentos referentes ao
gene gametofito indeterminadol.

Primer Regido Sequéncia (5°- 3") Bases
IGAF Gene Igl gaaagcgagcacacaacaaa 20
IGBF Gene Igl ttttaggctcaggtcgcetac 20
IGCF Gene Igl cgagcacacaacaaacccta 20
IGDR Gene Igl cgcctacaaggaagaagage 20
IGER Gene Igl ggacgttagctccaactageca 21
IGF R Gene Igl tcatgcataattgttcctctacc 23
Edl F Gene Igl gtcatctccatcetecageacaac 24
Ed2 R Gene Igl aactctgccatcgcettgegg 20

Ed3 R Hopscotch aaatcaaggagatcctgtgctatctacgt 29
Ed4 F Hopscotch acgtagatagcacaggatctccttgattt 29
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Para o sequenciamento parcial do gene Igl, os diversos primers (Tabela
2) foram combinados entre si, para gerar fragmentos de diferentes tamanhos, e

verificar a eficiéncia dos mesmos.

/4— —>

—— Intron

w—— £ X 0N
/ Retrotransposon hopscotch
— Direcéio em que foram construidos os primers

FIGURA 3 Esquema dos iniciadores construidos para amplificar as regides de
interesse do gene gametdfito indeterminadol. A. Regido
correspondente  a amplificacdo  do mutante. B. Regido
correspondente a amplificagdo do gene sem o mutante.

As reagoes de amplificagdo por PCR foram preparadas em um volume
final de 40 pL, consistindo de 60 ng de DNA; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50
mM KCI; 2 mM MgCl,; 1 U Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad, CA),
0,125 mM dNTPs e 20 pmols de cada iniciador. Os ciclos de amplificagao foram:
desnaturagéo inicial a 95 °C por 2 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
55 °C por 30 segundos e 72 °C por 90 segundos, seguido por uma elongagio
final de 72 °C por 5 minutos, mantendo a reac¢do a 4 °C.
Ao produto de PCR foram adicionados 5 pL de tampao de amostra [0,15 % (m/v)
azul de bromofenol; 0,15 % (m/v) xileno cianol; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM
EDTA pH 8,0; 50 % (v/v) glicerol e 0,5 % (m/v) SDS], sendo toda a mistura
aplicada em gel de agarose 1 % (m/v) em tampdo TAE. Apos a eletroforese
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realizada a 100 V durante uma hora, o gel foi incubado em solu¢do de brometo
de etidio (1 pg/mL) por 15 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e
fotografado no equipamento Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA). Os
fragmentos amplificados foram removidos do gel e purificados com “QIAquick
Gel Extraction Kit“ (Qiagen, Valencia, CA) segundo as recomendacdes do
fabricante. As amostras foram entdo eluidas em 50 uL de tampao EB (Qiagen,
Valencia, CA), liofilizadas em centrifuga a vacuo e ressuspendidas em 10 pL de
agua ultra-pura.

As reacdes de sequenciamento foram preparadas utilizando-se entre 50 e
100 ng do DNA purificado; 2 pL de Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, Forter
City, CA); 2 pL do tampao 5X (Applied Biosystems, Forter City, CA) e 5 pmols
do iniciador, em um volume final de 10 pL. As rea¢des foram submetidas a 96
°C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos, repetidos por
30 vezes.

Posteriormente, 40 pL de isopropanol 75 % (v/v) foram adicionados a
cada amostra, sendo incubadas durante 20 minutos no escuro e centrifugadas por
20 minutos a 16000 x g, descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados 100
pL de etanol 70 % (v/v) ao precipitado, sendo os microtubos centrifugados a
16000 x g por 20 minutos, o sobrenadante removido e as amostras secas a
temperatura ambiente no escuro. Em seguida, foram ressupendidas em 10 pL de
formamida HiDi (Applied Biosystems, Foster City, CA), desnaturadas a 95 °C
por 5 minutos e mantidas no gelo até a injegdo no equipamento ABI3100
(Applied Biosystems, Forter City, CA).

A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo programa Seqman 3.57
(DNAstar, Madison, WI) e as sequéncias selecionadas foram alinhadas pelo

programa ClustalW (Thompson et al., 1994).

25



3.4 Florescimento

Durante o florescimento, as plantas de milho foram avaliadas segundo a
caracteristica fenotipicas de macho esterilidade. Segundo Kermicle (1969) e
Evans (2007), na presenga do alelo mutante ig, a planta pode apresentar essa
anormalidade.

Foi realizado autofecundagdo em todas as plantas que atingiram
maturagdo fisiologica, com excecdo das plantas das familias em F; que
apresentaram macho esterilidade. Para estas, foi realizado a polinizacdo com
poélen de plantas da mesma familia (SIB), que apresentaram, segundo o
marcador molecular, heterozigose ou homozigose recessiva para o gene Igl.

Ao atingir a maturagdo fisiologica coletou-se 5 espigas de cada familia
de plantas em F3 que ostentaram homozigose recessiva para o gene igl mutante,
5 espigas de plantas que exibiram o alelo em heterozigose, 5 plantas que se
apresentaram homozigotas dominantes, e 5 espigas da linhagem temperada W23,
homozigotas recessivas para o gene, através da identificagdo pelo marcador
molecular especifico, desenvolvido para o gene Igl, totalizando 50 espigas. As
mesmas foram analisadas quanto a presenga de sementes defeituosas e

poliembridnicas* conforme descrigdo realizada por Kermicle (1969).

‘A poliembrionia (mais de um embrido numa semente) ocorre em algumas espécies, como
Poa alpina - Poaceae, Opuntia spp. - Cactaceae, sendo comum em frutas citricas (Citrus spp.
- Rutaceae) e em manga (Mangifera indica - Anacardiaceae). O fendmeno da poliembrionia
pode ocorrer por clivagem da oosfera fecundada formando varias células iniciais zigoticas,
ou por desenvolvimento de uma ou mais sinérgides, ou pela existéncia de varios sacos
embrionarios, ou ainda por varias formas de apomixia e embrionia adventicia (a partir de
células diploides do nucelo). No linho (Linum usitatissimum - Linaceae) e em outras
espécies, alguns dos embrides formados por poliembrionia sdo haploides.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Marcadores Moleculares especificos para o gene gametofito
indeterminadol

Inicialmente, os primers ED1, ED2, ED3 e ED4 foram combinados,
entre si. A combinacdo ED2/ED4, gerou um fragmento de 443pb, (Tabela 3)
referente ao alelo ig. A combina¢do ED1/ED2 gerou um fragmento de 287pb,
referente ao alelo g, como mostra a tabela 3.

Apos o sequenciamento e alinhamento destes fragmentos, foi verificado
que a combinacdo ED1/ED2, apesar de corresponder a um fragmento do gene
igl, estava amplificando em todas as amostras testadas. Verificou-se que o
produto amplificado era referente a uma regido do genoma de milho que nao
correspondia ao gene igl.

Posteriormente, para encontrar o melhor par de primers que
amplificassem o alelo 1gl, foram realizadas combina¢des com os iniciadores
IGA, IGB, IGC, IGD, IGE e IGF. Foram realizadas oito combinag¢des (Tabela 3)
e os fragmentos observados, corresponderam aos tamanhos esperados, de acordo

com simulag¢@o in silico.

TABELA 3 Combinagdo de primers testados para a amplificagdo de fragmentos
de DNA correspondentes ao gene Igl. Fragmentos de DNA com o
mutante e fragmentos sem o mutante

Tamanho dos Tamanho dos

Combinacdo de fragmentos gerados Combinaéo de fragmentos gerados

iniciadores iniciadores
em pares de base em pares de base

IGA/IGD 785 pb IGC/IGD 780 pb
IGA/IGE 1.403 pb IGC/IGF 1.342 pb
IGA/IGF 1.330 pb EDI1/ED2 287 pb
IGB/IGD 887 pb ED2/ED4 443 pb
IGB/IGE 1.504 pb EDI/ED3 4.705 pb
IGB/IGF 1.431 pb
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Para excluir a possibilidade de amplificagdo em regides duplicados do
genoma, foi realizado um teste in silico com os primers correspondentes ao alelo
igl para verificar, segundo o programa BLAST N, quais seriam as melhores
combinagdes, levando em consideragdo os genes ou regides homologas aos
mesmos. As melhores combinag¢des foram dos iniciadores IGA/IGD, IGA/IGF,
IGC/IGD e IGC/IGF, que apresentaram somente o gene igl homologo.

Esses fragmentos foram amplificados, sequenciados, e o que obteve o
maior indice de similaridade com o gendtipo depositado no banco de dados
(Evans, 2007), foi o escolhido para amplificar toda a populagdo, ou seja, o
fragmento gerado a partir dos iniciadores IGC/IGF, com 97% de identidade com
a seqliéncia do gene gametdfito indeterminadol (Figura 4 e 5) depositado em
banco de dados e com um valor de e-value igual a 0.0, segundo analise realizada
através do programa BLAST-N.

Os resultados obtidos mostraram que todas as 72 plantas provindas de
sementes poliembrionicas possuiam o gene igl em homozigose recessiva,
sugerindo, que o evento da poliembrionia ¢ um indicativo seguro da presenga do
gene igl em homozigose. Todas as plantas da linhagem temperada W23
apresentaram homozigose para o gene igl (mutante). No principio acreditava-se
que a baixa taxa de indugdo de haploides obtida por Rabel (2008), que utilizou
esta mesma fonte da linhagem W23, resultasse de uma possivel perca ou
dilui¢ao do alelo igl dentro da linhagem indutora utilizada, o que os resultados

aqui contestam.
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FIGURA 4 Resultado do alinhamento através do programa BioEdit, a partir da
fita consenso do sequenciamento parcial do gene gametofito
indeterminadol, com o mesmo gene depositado em banco de dados.
O fragmento utilizado (IGC/IGF) apresentou um total de 1342pb, e
apresentou 97% de similaridade com o respectivo gene.
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ED2/ED4 IGC/IGF

FIGURA 5 Perfil molecular dos individuos analisados em relagdo ao marcador
molecular desenvolvido para o gene Iglg. Canaletas 2, 3 ¢ 4:
Marcador molecular especifico para o alelo recessivo (mutante) do
gene (ED2/ED4). Canaletas 6, 7 e 8: Marcador molecular
especifico para o alelo dominante do gene (IGC/IGF). Canaletas 1
e 5: Marcador de peso molecular de 1Kb. Canaletas 2 e 6:
Individuo heterozigoto para o gene Igig. Canaletas 3 e 7: Individuo
homozigoto recessivo para o gene igig. Canaletas 4 ¢ 8: individuo
homozigoto dominante para o gene IG1l. A: primer desenhado a
partir de uma EST de milho, servido como controle para as reagdes,
com 376 pares de base B: Fragmento de 436 pares de base,
referente ao alelo recessivo do gene igl. C: Fragmento de 1.311
pares de base, referente ao alelo dominante do gene 1G1.

E sugerido, portanto, que o efeito de indugio de haploides
androgenéticos, através da presenca do gene igl, pode sofrer um efeito de
penetrancia incompleta, ou seja, ndo depende apenas de presenca do alelo
causador da mutacdo, mas sim, de algum fator de regulagdo desse gene, ou

algum fator de crescimento, podendo envolver expressao diferenciada do mesmo.
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Evans (2007) descreveu caracteristicas fenotipicas na folha do mutante
igl, sugerindo que 0 mesmo apresenta penetrancia incompleta.

Penetrancia incompleta em milho foi descrita também por Barret et al.
(2008) que relatou que o alelo PK6 presente no locus ggil (gynogenesis
inducerl) que controla a gimnogénese in Situ em milho, resulta em gréos de
polen com capacidade de formacdo de embrides femininos haploides e indica
que o mesmo apresenta expressdo gametofitica com carater de penetrancia
incompleta.Outros genes com penetrancia incompleta sdo descritos inclusive na
espécie humana, como o gene Gdf6 (CoaKwell et al., 2009) ¢ o gene RB1
(Mitter et al., 2009), ambos caracterizando doengas oculares.

As trés familias de plantas em F; mostraram os seguintes resultados para
o alelo Ig: A familia 91202 apresentou 27 plantas com o gene Igl em
homozigose dominante, 50 plantas heterozigotas e 18 plantas com o gene em
homozigose recessiva, a familia 91207 apresentou 24 plantas homozigotas
dominantes, 41 plantas heterozigotas e 14 homozigotas recessivas. Ja na familia
90109, foram obtidas 26 plantas homozigotas dominantes para o gene 1gl, 51
plantas heterozigotas e 14 plantas homozigotas recessivas (Tabela 4). Esses
resultados, apds calcular o Qui-quadrado, mostram que a segregagdo

mendeliana’ esperada (1:2:1) foi alcangada, a 5% de probabilidade.

° Segregagdo mendeliana: ou segregagdo monofatorial, estabelece que os genes alelos de
um zigoto ndo se misturam, mas segregam para gametas diferentes durante a meiose.
Assim, os mesmos podem ser recuperados nas geragdes seguintes (Paterniani, 1963).
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TABELA 4 Resultado referente a analise molecular, separando as plantas em
homozigotas e heterozigotas dentro dos seus referidos estoques.

Gendtipos Iglg Igig igig Total
F;-&O(W23xBRS1010) - 90109 26 51 14 91
F;-CO(W23xBRS1010) - 91202 27 50 18 95
F3-&(W23xBRS1010) -91207 24 41 14 79

Poliembrionicas - W23 00 00 72 72
Wisconsin 23 00 00 194 194

4.2 Plantas no campo

As familias em F; se mostraram superiores as plantas da linhagem W23
quanto ao seu potencial agrondmico, resisténcia a patdgenos, apresentando
espigas maiores € com maior numero de grios. As plantas da linhagem W23
composta somente por plantas poliembrionicas foram as que exibiram um
desempenho agrondmica mais baixo, apresentando plantas fracas, e a maioria
ndo apresentou espigas.

Em campo, foi visualizado um total de 34 plantas macho estéreis
(Tabela 5) somente nas familias em F;. Na linhagem W23, nenhuma situagao de
macho-esterilidade foi observada. (Figura 6).

O fenomeno de macho-esterilidade encontrado em algumas plantas em
F3, eflui do fato de que um dos parentais da cultivar BRS1010, progenitor das
mesmas, possui macho-esterilidade, com espigas semelhantes as encontradas
aqui, e ndo tem relagéo direta com a presenga do gene igl, ja que, de acordo com
o marcador molecular, nem todas as plantas macho estéreis eram homozigotas

recessivas para o gene.
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TABELA 5 Quantidade de plantas macho-estéreis encontradas nos estoques das
linhagens tropicalizadas e nos estoques da linhagem temperada

W23
Nome Plantas macho-estéreis
F3-90109 X W23xBRS1010 7 plantas
F3-91202 X W23xBRS1010 16 plantas
F3-91207 X W23xBRS1010 11 plantas
Poliembrionicas - W23 0 plantas
Wisconsin 23 0 plantas

FIGURA 6 Diferenca entre uma planta macho estéril encontrada no campo, ¢
uma planta macho fértil. A: Planta apresentando macho
esterilidade. B: Planta macho fértil.

As plantas da linhagem W23 apresentaram-se precoces em relagdo as
familias em F3 cerca de 25 a 30 dias. Belicuas (2004) observou uma diferenga de

25 dias de florescimento entre a linhagem temperada W23 e um hibrido simples
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comercial, nas condigdes tropicais de cultivo. Rabel (2008) observou uma
diferenca de duas semanas no florescimento da linhagem W23 em relagdo a um
hibrido simples comercial, nas condi¢des tropicais de cultivo.

Apés o fim do ciclo, foi colhido um total de 265 espigas em todos os
grupos avaliados (linhagem e familias em F;) com graos sadios. Porém, muitas
espigas apresentaram comeco de apodrecimento.

Todas as espigas obtidas neste trabalho apresentaram o marcador

R-"%4° No entanto, a intensidade do mesmo variou muito devido a

morfologico
condi¢gdes ambientais, havendo muita variacdo inclusive dentro de uma mesma
familia. Em algumas espigas, o marcador se manifestou mais intenso na base e
em outras a distribui¢do foi normal em todos os graos. Em algumas espigas o
marcador se expressou somente em uma pequena superficie do endosperma e
expressou-se bem no embrido. Apds as espigas serem debulhadas, foi constatado
que algumas sementes apresentavam a coloragdo roxa no endosperna, € uma
coloragdo muito fraca no embrido, o que poderia confundir as andlises, ja que,
como as plantas foram retrocruzadas, todas as sementes deveriam apresentar o
marcador tanto no endosperma, como no embrido. (Figura 7). Rabel (2008)
encontrou uma porcentagem de até 82% de possiveis haploides em seu trabalho,
levando em consideracdo apenas o marcador morfologico, porém auferido
provavelmente devido a variagdo ambiental que o mesmo sofre. J& Kermicle
(1969) afirma que a porcentagem alcangada, neste caso, ¢ de 3%.

Apesar de o marcador R1-nj ser ineficiente, sua incorporagdo em uma
linhagem tropicalizada é importante porque este marcador ajuda na pré selegdo

de sementes haploides, excluindo um grande numero se sementes diploides.
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FIGURA 7 Diferenca da manifestagdo da cor roxa, devido a pigmentagdo de
antocianina nos graos de milho. As 6 sementes sdo provindas da
familia em F3-91202 ® W23xBRS1010, porém de espigas
diferentes.

4.3 Contagem de sementes e andlise visual

Apos as espigas serem separadas em suas referidas linhagem e familias,
quanto a homozigose dominante, heterozigose ¢ homozigose recessiva, foram
escolhidas aleatoriamente, 5 espigas de cada representante (Iglg, 1gig, e igig) as
quais foram avaliadas determinando o numero de sementes abortadas,
defeituosas e poliembrionicas, que, segundo Kermicle (1969, 1971), seriam um
indicativo da presenga do alelo recessivo do gene gametofito indeterminadol
(Tabela6).
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TABELA 6 Resultado da avaliacdo visual feita em 49 espigas das familias em F;
(90109, 91202 e 91207) e da linhagem temperada W23,
identificando sementes defeituosas e poliembrionicas.

Gene Genotipos % de sementes % de sementes

defeituosas poliembridnicas
91207 1,60 0
lglg 90109 1,52 0
91202 1,27 0
Média 1,46 0
lgig 91207 11 2,57
90109 12,8 2,78
91202 10.57 4,62
Média 11,45 3,32
91207 25 9,26
lgig 90109 12,6 5
91202 20,5 10
Média 19,36 8,08
Igig w23
Média 11,28 6,55

Como pode ser observado na Tabela 6, dentre as 3 familias em F; de
plantas tropicalizadas, foi encontrado um numero muito baixo de sementes
defeituosas e abortadas nas espigas que ndo possuiam o mutante igl. Somente
1,46% de todas as sementes analisadas. Sementes abortadas e defeituosas
(Figura 8 e 9) geralmente podem aparecer por diversos fatores como radiagio
solar, que pode causar danos ao material genético, oscilagdes térmicas e mesmo
da agdo de fungos ou bactérias. Ndo foram encontradas sementes
poliembriénicas em nenhuma das 15 espigas identificadas como homozigotas
dominantes para o gene lgl, resultado esse dentro do esperado, ja que a

poliembrionia é uma caracteristica propria da acdo do mutante ig1l.
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Analisando as espigas identificadas como heterozigotas (Figura 8), foi
observado uma média de 11,45% de sementes abortadas ¢ defeituosas e 3,32%
de sementes poliembrionicas em 15 espigas provindas das 3 familias em Fj.
Somente 14 espigas viaveis foram obtidas contendo o gene igl. Portanto, a
contagem de sementes foi realizada com 14 e ndo com 15 espigas para esta
classe. Como apresentado na tabela 6, as espigas homozigotas recessivas para o
gene igl, apresentaram uma média de 19,39% de sementes defeituosas e
abortadas, e 8,08% de sementes poliembridnicas.

Kermicle (1971), em seu estudo, identificou uma média de 1,93% de
sementes defeituosas em graos com o gene Iglg em homozigose, 15,92% para o
gene Igig em heterozigose e 36,40% para o gene igig em homozigose.

Kermicle (1969) relatou o aparecimento de cerca de 6,6% (cerca de 6%
ou em torno de 6,6%) de sementes poliembridnicas em espigas contendo o gene

gametdfito indeterminadol.
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FIGURA 8 Foto representativa com trés espigas de milho contendo o gene
gametdfito indeterminadol. A: contem o gene em homozigose
dominante. B: Espiga contendo o gene em heterozigose. C: Espiga
contendo o gene em homozigose recessiva.

Sementes defeituosas

A associacdo de sementes defeituosas, abortadas e poliembridnicas
podem ser importantes na identificacdo de plantas que possuem o gene igl.
(Figura 9). Os resultados mostram claramente uma porcentagem relevante desses
tipos de sementes em espigas com o gene, tanto em homozigose recessiva,

quanto em heterozigose.
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FIGURA 9 A e B: Sementes poliembrionicas. C1: Sementes abortadas. C2:
sementes defeituosas. Todas encontradas nas espigas heterozigotas
e homozigotas para o gene igl dentro das familias em F;
tropicalizadas (com caracteristicas tropicais).

Todas as sementes provindas das 14 espigas que apresentaram
homozigose recessiva para o gene igl (Figura 10) foram armazenadas para um
possivel cruzamento. As mesmas possuem potencial para serem utilizadas no
programa de melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo, em trabalhos
com citoplasma macho estéril, avaliagdo da expressdo génica do gene igl e em
cruzamentos para se obter uma linhagem tropicalizada, que induza haploides

androgenéticos em alta frequéncia.
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FIGURA 10 Sementes das espigas que apresentaram o gene gametofito
indeterminadol em homozigose recessiva.
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5 CONCLUSOES

Os marcadores moleculares especificos co-dominantes ED2/ED4 e
IGC/IGF foram eficientes na identificacdo das plantas que possuiam o gene
gametofito indeterminadol.

Espigas com o gene igl em homozigose recessiva possui uma
porcentagem maior de sementes defeituosas e poliembridnicas que as espigas
com o gene em heterozigose, o que pode ter utilizado como marcador fenotipico,
para identifica¢@o das plantas com o gene igl.

A manifestagdo fenotipica do marcador morfologico r-navajo nao ¢
precisa, pois apresenta variagdes de coloracdo tanto do endosperma quanto do
embrido, provocadas por efeitos ambientais.

Neste trabalho, a presenca de macho-esterilidade nao pode ser associada

com a presenga do gene gametofito indeterminadol.
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