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RESUMO

A obtengdo de linhagens duplo-haploides (DH) de milho é uma técnica
utilizada pelas empresas privadas, entretanto, pouco difundida nas instituicdes
publicas do pais. Pesquisas sobre essa técnica sdo essenciais para desenvolver e
aperfeicoar a obtengdo de linhagens DH em condigdes tropicais de cultivo.
Dessa forma, este trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a
capacidade de dois indutores com sistemas diferentes de inducdo de haploidia
(androgenético e gimnogenético) em ambientes tropicais, testar a eficiéncia do
marcador morfolégico R-navajo e vigor de plantulas na sele¢do dos haploides,
verificar se ha interferéncia da geracdo dos hibridos doadores na indugdo de
haploides, aferir a capacidade das técnicas de citometria de fluxo e marcadores
moleculares SSR na confirmagéo de duplo-haploides e obter linhagens DH.
Sementes dos indutores W23 e KEMS foram semeadas em Ponta Grossa, PR e
Cravinhos, SP e as plantas cruzadas com seis hibridos e suas gera¢des F,. As
sementes obtidas foram separadas conforme o marcador morfoldgico indicador
de haploidia R-navajo (endosperma roxo e embrido branco) e germinadas em
ambiente controlado, para uma segunda selecdo de haploides baseada no vigor
das plantulas. Nas plantulas selecionadas como haploides putativos, foi realizada
a duplicacdo cromossdmica, com posterior confirmagdo da ploidia e sucesso de
duplicagdo pelo uso das técnicas de citometria de fluxo e marcadores
moleculares SSR. Pode-se concluir que a produgéo de linhagens DH utilizando a
linhagem indutora W23 (sistema androgenético) € inviabilizada pela baixa
porcentagem de indugdo e producdo de sementes. Porém, € possivel obter
linhagens DH a partir dos hibridos cruzados com o indutor KEMS. A geragdo de
endogamia dos hibridos ndo interferiu na taxa de indug¢do e na duplicacdo
cromossdmica de haploides. O uso da citometria de fluxo e marcadores
moleculares SSR ¢ eficiente na comprovagao da duplicagdo cromossémica dos
haploides. A utilizagdo do marcador morfolégico R-navajo e vigor das plantulas
auxilia na identificagdo dos haploides.

Palavras-chave: Indutores de haploidia. Duplicacdo cromossomica. Citometria
de fluxo. Linhagens duplo-haploides. Milho hibrido.



ABSTRACT

The obtainment of double-haploid lines (DH) of maize is a technique
used by private companies, however it is not so widely used by public
institutions in Brazil. Researches on this technique are essential in order to
develop and improve the obtainment of DH lines under tropical conditions of
growth. Thus, this study aimed to evaluate the capacity of two inductors with
different systems for induction of haploidy (androgenetic and gynogenetic) in
tropical environments; to test the efficiency of the morphological marker R-
Navajo and vigor of seedling in haploid selection; to verify the presence of
interference by generation of hybrid donors on haploid induction and to measure
the ability of flow cytometry techniques and SSR molecular markers on
confirming double haploid strains and obtaining DH. Seeds of the inductors
W23 and KEMS were sown in Ponta Grossa-PR and Cravinhos-SP and plants
were crossed with six hybrids and their F2 generations. The seeds obtained were
separated according to the morphological marker that indicates R-Navajo
haploidy (purple endosperm and white embryo) and germinated in a controlled
environment in order to obtain a second selection of haploids based on the
seedling vigor. In seedlings selected as putative haploids, we performed
chromosome duplication with subsequent confirmation of ploidy and success of
duplication through the use of flow cytometry techniques and SSR markers. We
conclude that the generation DH lines using W23 as inductor (androgenetic
system) becomes not viable because of the low percentage of induction and seed
production, however it is possible to obtain DH lines through hybrids crossed
with the inductor KEMS. The generation of inbreeding on hybrids did not affect
the rate of induction and chromosome duplication of haploids. The use of flow
cytometry and SSR markers is efficient on proving the chromosome duplication
of haploids. The use of morphological marker R-Navajo and seedling vigor
assist in the identification of haploids.

Keywords: Haploidy Inductors. Chromosome duplication. Flow cytometry. SSR.
Double haploid lines. Hybrid maize.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior pais produtor de milho do mundo, com
produgdo de, aproximadamente, 58 milhdes de toneladas de grdos, no ano
agricola 2010/2011 (COMPANIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO -
CONAB, 2011). A area cultivada com milho nesta safra foi de 13,84 milhdes de
hectares. Desse total, acima de 90% das sementes utilizadas para plantio sdo de
milho hibrido.

O mercado de sementes hibridas de milho é dominado por empresas
multinacionais, que possuem acesso as recentes inovagdes tecnologicas, como 0s
transgénicos ¢ métodos para a obtencdo de linhagens duplo-haploides (DH).
Dessa forma, as informagdes sobre o desenvolvimento de linhagens DH no pais
sdo restritas a empresas privadas, dificultando o acesso de outras instituicdes
publicas nacionais.

O uso da técnica de produgdo de linhagens DH por meio de indutores de
haploidia possibilita a produgdo de novos hibridos num menor tempo ¢ com
menor custo, em comparagdo aos métodos tradicionais. O método tradicional
utilizado para a obten¢@o de linhagens necessita de, pelo menos, seis geragoes de
autofecundacgdes, até alcancar a homozigose. Utilizando-se a tecnologia de DH,
esse tempo pode ser abreviado em dezoito meses, o que aumenta
consideravelmente a competitividade e a dindmica do programa de
melhoramento. Essa técnica também permite ao melhorista realizar o test-cross
com linhagens em vez de progénies endogamicas.

Na implementagdo desse método é necessaria a utilizagdo de linhagens
indutoras que podem gerar haploides paternos ou maternos, dependendo da
linhagem empregada. Em geral, essas linhagens indutoras tém origem
temperada, dificultando o manejo e¢ o desenvolvimento destas em condi¢des

tropicais.
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Normalmente, os genétipos que se encontram na geracdo F, sdo
cruzados com as linhagens indutoras para a obtengdo de haploides, tornando o
processo mais rapido para a obtengdo das linhagens. Porém, Bernardo (2009)
sugere a obtencgdo linhagens duplo-haploides a partir da geracdo F,, para que
ocorra uma gera¢ao a mais de recombinacado.

Para um programa de melhoramento de milho que visa a produgdo de
hibridos a partir de linhagens indutoras de haploidia ¢ essencial identificar
ambientes e ¢épocas de semeadura, os quais propiciam um melhor
desenvolvimento dessas linhagens. Também ¢ importante identificar os
possiveis haploides de maneira rapida e com baixo custo, além de estabelecer, de
forma precisa, métodos de duplicagdo cromossdmica e de obtengdo das
linhagens depois de realizada a duplicagao.

A técnica da citometria de fluxo esta sendo amplamente utilizada, devido
a facilidade e a rapidez na preparacdo das amostras e na obtengdo dos resultados
(LOUREIRO; SANTOS, 2004). Pelo fato de avaliar o conteudo de DNA, essa
técnica vem se mostrando uma Otima ferramenta para auxiliar na determinagdo
da eficiéncia do método de inducdo de haploidia e o sucesso de duplicacdo
cromossdmica. Outra ferramenta utilizada na identificacdo de haploides sdo os
marcadores moleculares microssatélites (SSR), por serem estaveis e
codominantes, possibilitando a separagdo dos homozigotos dos heterozigotos
(Fys) (BELICUAS et al., 2007).

Dessa maneira, este trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a
capacidade de dois indutores com sistemas diferentes de inducao de haploidia
(androgenético e gimnogenético) em ambientes tropicais, testar a eficiéncia do
marcador morfoldgico R-navajo e o vigor de plantulas na sele¢do dos haploides,
verificar se ha interferéncia da geracdo dos hibridos doadores na indugdo de
haploides, aferir a capacidade das técnicas de citometria de fluxo e marcadores

moleculares SSR na confirmagado de duplo-haploides e obter linhagens DH.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obtencéo de linhagens

O melhorista de milho tem como um de seus principais objetivos o
aumento da produtividade de grios. E nessa busca por hibridos de alta
produtividade, uma das metodologias mais empregadas é o aproveitamento da
heterose. A heterose, ou vigor hibrido, é oriunda do cruzamento entre duas ou
mais linhagens homozigotas, preferencialmente contrastantes que, quando
cruzadas, expressam o maximo vigor hibrido (PATERNIANI; CAMPOS, 1999).

De acordo com Paterniani e Campos (1999), a produgdo de hibridos com
alto desempenho necessita do cruzamento entre linhagens elites. O
desenvolvimento dessas linhagens envolve a obtengcdo de linhagens ¢ o
cruzamento posterior com um testador, para identificar as que possuem maior
capacidade de combinagdo. O processo tradicional utilizado para obter linhagens
elites implica na autofecundacdo de varias plantas da populagdo. Os
descendentes S; sdo semeados em linha e os melhores sdo selecionados e
novamente autofecundados. O procedimento é repetido até que a maioria dos
locos esteja em homozigose. Em geral, apos seis a sete autofecundagdes, obtém-
se uma nova linhagem.

Uma alternativa disponivel na cultura do milho para acelerar a obtengao
de linhagens consiste na produg@o de linhagens homozigotas instantaneas pelo
uso de haploides duplicados, também conhecidos como duplo-haploides ou di-
haploides (CHASE, 1952). Essa tecnologia tem se mostrado bastante vantajosa.

Por exemplo, em um processo normal de autofecundacdo em espécies
diploides, considerando apenas dois pares de locos independentes segregando
entre os genitores (AAbb) e (aaBB), o gendtipo recessivo aabb tem a

probabilidade de ser encontrado na propor¢do de 1/16 em uma populagido F,.
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Entretanto, na indugdo de haploidia, 0 mesmo genoétipo tera a probabilidade de
ocorréncia de 1/4 na populagdo. Isso ocorre devido a auséncia dos heterozigotos,
prevalecendo apenas quatro genétipos homozigotos (AABB, AAbb, aaBB ¢
aabb) (PIERRE et al., 2011). Com a obten¢do de linhas homozigotas, a variancia
aditiva ¢ maximizada, os efeitos de dominancia sdo neutralizados e as vantagens
na selecdo de caracteristicas quantitativas podem ser superiores, uma vez que ¢
realizada somente com base na aditividade, ndo havendo interferéncia dos
efeitos de dominancia e epistasia (BORDES et al., 2006).

Outras vantagens no uso desta tecnologia sdo a garantia na qualidade das
avaliagoes iniciais dos hibridos, uma vez que todas as plantas geradas de uma
unica semente haploide serdo idénticas geneticamente (MILACH, 2007) e a
possibilidade de que sejam herdados blocos génicos inteiros, sem que tenha
ocorrido recombinacdo (BERNARDO, 2009). No entanto, a maior vantagem
desse processo esta na redugdo significativa do tempo para a obtencdo de
linhagens. De acordo com a empresa Pioneer Sementes (2010), esse processo
permite reduzir em, ao menos 18 meses, o tempo necessario para a obtengdo de
novas linhagens.

A ocorréncia de haploides naturais em milho ja foi verificada, porém,
em uma taxa extremamente baixa. Segundo Chase (1963), esta taxa ¢ de uma em
cada mil, ou seja, ndo suficiente para ser utilizada em programas de
melhoramento de milho. Entretanto, tém sido utilizados dois processos para
aumentar a frequéncia de producdo de haploides. Um deles ¢ realizado por meio
da indugdo genética (in vivo) e o outro, por técnicas de cultura de tecido (in
vitro). A indugdo in vivo tem sido preferida e baseia-se na utilizagdo de
linhagens indutoras de haploides, seguida por duplicagdo cromossdmica

(GEIGER; GORDILLO, 2009).
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2.2 Indutores de haploidia

Inicialmente, duas linhagens indutoras de haploidia se destacaram:
Stock6 ¢ W23. A primeira delas foi desenvolvida a partir de uma variedade
denominada Stock6 (COE, 1959) que, quando autofecundada, produziu uma
frequéncia de haploides em torno de 3,2%. A linhagem indutora Stock6 gera
haploides de origem materna ou gimnogenéticos. Varias iniciativas foram
realizadas no intuito de aumentar as frequéncias de indug¢ao de haploides com
indutores melhorados. Em condigdes temperadas, a partir das linhagens Stock6 e
W23, foram geradas inumeras outras linhagens indutoras com maiores taxas de
inducdo de haploidia.

Lashermes e Beckert (1988) cruzaram a linhagem W23 com a linhagem
Stock6 e obtiveram a linhagem indutora WS14, com taxa de indug@o de 3% a
5%. Sarkar et al. (1994) conseguiram uma taxa de indug¢do de 6% nos
cruzamentos realizados. As linhagens indutoras ZMS e KMS também foram
derivadas da Stock6 e o cruzamento delas deu origem a linhagem MHI que
induz, em média, 6,5% de haploides (CHALYK, 1999). A linhagem indutora
RWS foi recentemente desenvolvida e caracterizada por Rober, Gordillo e
Geiger (2005). Esta surgiu a partir do cruzamento entre as linhagens indutoras
WS14 (LASHERMES; BECKERT, 1988) e KEMS (SHATSKAYA et al.,
1994). Com a sua utilizagdo, de 8% al0% dos descendentes sdo haploides
derivados da planta mae.

De acordo com Geiger e Gordillo (2009), existem duas hipoteses dos
mecanismos concebiveis que podem explicar a ocorréncia de haploides de
origem maternal. A primeira hipotese propde que um dos dois nucleos
reprodutivos do grao de poélen do indutor tenha uma alteracdo, mas ainda seja
capaz de se fundir com a oosfera e, durante as divisdes celulares subsequentes,

os cromossomos do indutor se degeneram e sdo gradualmente eliminados das
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células primordiais. O outro nucleo reprodutivo se funde com os nucleos
polares, formando o endosperma triploide. A segunda hipdtese sugere que um
dos nucleos reprodutivos do grdo de podlen ndo é capaz de se fundir com a
oosfera, mas pode provocar a embriogénese haploide, ¢ o segundo nucleo
reprodutivo se une com os nucleos polares, formando o endosperma, como na
primeira hipdtese.

Os estudos de Wedzony, Rober e Geiger (2002) evidenciaram,
experimentalmente, a primeira hipotese. Os autores fixaram os ovarios de
plantas autofecundadas do indutor RWS em intervalos regulares, durante os
primeiros 20 dias ap6s a polinizagdo. De acordo com a taxa de indugao do RWS,
18 dos 203 embrides continham os micronticleos em todos os primordios das
células. Os micronucleos variaram em numero e didmetro, exibindo
caracteristicas tipicas de cromatinas metabolicamente inativas. Em algumas
placas equatoriais, fragmentos de cromossomos também foram observados. A
eliminagdo dos micronicleos se inicia durante o estado globular da
embriogénese. Essas observacdes sdo indiretamente encontradas nos resultados
de Fischer (2004) e Li et al. (2009).

Em todos os estudos, pequenas fragdes do genoma indutor foram
detectadas nos individuos haploides por meio de técnicas de marcadores
moleculares. No experimento de Fisher (2004), usando indutor RWS, foi
detectado, em 1,4% dos haploides, o DNA paterno. Li et al. (2009), utilizando a
linha indutora chinesa CAUHOI, identificou que, em média, 1,8% do genoma
indutor foi transmitido. Geralmente, os segmentos transmitidos tém substituido
os segmentos homologos maternos. CAUHOI € um genotipo com alto teor de
oleo. Dessa forma, a transmissao paterna também pode ser confirmada por um
aumento da concentra¢do de oleo em alguns haploides carregando segmentos

cromossomicos do indutor.
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Rotarenco, Adicu e Sarmaniuc (2009) polinizaram duas linhas puras
doadoras com duas linhas de indutores e seus F;. Amostras representativas do
campo cultivado com progénies haploides revelou diferengas significativas entre
os indutores para altura de planta, comprimento da folha, largura da folha,
comprimento da espiga e nimero de sementes, em 9 de 25 casos. Isso indica,
novamente, a possibilidade de transmissdo paterna e parece que ¢ um fendémeno
comum de alguns indutores.

Até agora, nenhuma evidéncia experimental tem sido relatada em apoio
a segunda hipdtese. No entanto, ¢ concebivel que os indutores com anomalias
reprodutivas, como microsporocitos aneuploides (CHALYK et al., 2003) ou
aumento na taxa de heterofertilizagdo (ROTARENCO; EDER, 2003), podem ser
capazes de induzir a embriogénese haploide, devido a ndo penetracdo de um dos
nucleos reprodutivos na oosfera.

A outra linhagem, conhecida como Wisconsin 23 (W23), gera haploides
androgenéticos a uma taxa que varia de 1% a 3% (KERMICLE, 1969, 1973).
Segundo Kermicle (1973), os haploides sdo gerados por influéncia de uma
mutagdo espontdnea, devido ao alelo recessivo denominado gametofito
indeterminado (ig), sendo de origem paterna, ou seja, androgenéticos. Este gene
esta localizado no brago longo do cromossomo 3 a 90 ¢cM do loco 1g”, o mais
distal do braco curto (LASHERMES; BECKERT, 1988) e causa algumas
alteragdes no desenvolvimento do saco embrionario. Assim, em uma
megasporogénese normal, ocorrem trés mitoses sucessivas, resultando em um
saco embrionario com oito nucleos. Sob a ac¢do do gene ig, algumas
megasporogéneses sofrem quatro ou mais mitoses, resultando em um saco
embrionario com 16 nucleos ou mais, em vez de oito nlcleos normalmente
observados (LIN, 1981). Como resultado dessas divisdes mitdticas adicionais, o
individuo mutante que apresenta o alelo igl exibe heterofertilizagdo,

poliembrionia e variagdo no nivel de ploidia do endosperma depois da
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fertilizagdo. Segundo Lin (1981), provavelmente, os sacos embrionarios com
oosfera degenerada favorecem o desenvolvimento de um nucleo reprodutivo de
grdo de poélen, sem a ocorréncia de fertilizagdo, dando origem a um embrido
haploide.

Kermicle (1969) observou que metade das sementes de uma espiga
provenientes de plantas que contém o alelo ig em homozigose recessiva é
defeituosa e um quarto das sementes provenientes de plantas que contém o alelo
ig em heterozigose também sdo defeituosas.

A linhagem W23 tem sido utilizada em pesquisas no Brasil (BELICUAS
et al., 2007; RABEL, 2008). Segundo Belicuas et al. (2007), em condicdes
tropicais de cultivo, a W23 ¢ capaz de produzir haploides androgenéticos, mas ¢&

suscetivel ao ataque de doencas e sensivel ao calor e ao fotoperiodo.

2.3 ldentificacéo dos haploides

O uso de haploides in vivo, em escala comercial, ¢ possivel devido a
uma marcagdo morfologica nas sementes de milho, permitindo ao melhorista
separar as sementes haploides e diploides obtidas do cruzamento do doador com
o indutor. Chase ¢ Nanda (1965) descreveram o sistema de marcador fenotipico
baseado na pigmentagdo por antocianina determinado pelo gene R-navajo (R1-
nj). Este alelo promove a pigmentagdo com antocianina no endosperma e no
embrido das sementes diploides, e as sementes haploides apresentam
pigmentagdo somente no endosperma, ficando com o embrido branco. Como se
sabe, o endosperma ¢ formado por um tecido triploide, sendo um conjunto
haploide do parental masculino e dois do parental feminino. J4 o embrido ¢
formado por um tecido diploide. Como o marcador morfoldégico R-navajo ¢
dominante em um cruzamento, esse serda expresso no endosperma. No caso de

um embrido haploide, o marcador ndo sera expresso, pois o embrido ndo contém



17

o genoma da linhagem indutora que carrega o alelo marcador. A pigmentacdo
pode variar em extensdo e intensidade, dependendo do background genético do
doador, em particular e do indutor (GEIGER; GORDILLO, 2009).

De acordo com Rotarenco et al. (2009), existem, em conjunto com o
gene R1-nj, os genes de cores adicionais (B1, PL1), que também condicionam a
pigmentacdo do coledptilo e da raiz das plantulas, favorecendo a separagdao de
haploides e diploides. Ap6s a germinacdo das sementes, as plantulas que
apresentarem pigmentacao no coleoptilo ou nas radiculas sao identificadas como
diploides.

Segundo Rabel (2008), o gene marcador R1-nj ndo se expressa em todos
os genotipos, indicando que sua expressdo ¢ influenciada pelo background
genético do parental masculino. O mesmo autor constatou que os marcadores
morfologicos R-navajo e a coloragdo verde do coledptilo ndo foram eficientes na
identificacdo de individuos haploides. No trabalho de Rotarenco et al. (2009),
algumas sementes também ndo expressaram a coloragdo arroxeada no
endosperma, possivelmente devido ao fato de o indutor ndo ser homozigoto R1
ou o doador ser homozigoto Cl-1 do alelo dominante que inibe a expressdo da
antocianina no endosperma. Este gene ocorre frequentemente em materiais flint
europeus ou tropicais (BELICUAS et al., 2007). Em alguns casos, quando o
gene R1-nj é pouco expressado, a validagdo dos haploides putativos é possivel
precocemente nos estagios de plantula, havendo a auséncia da coloragdo no
coledptilo e radiculas que sdo expressos pelo gene Pl1 presente nos indutores.

Lashermes ¢ Beckert (1988) utilizaram outros marcadores fenotipicos
para identificar haploides. Os autores utilizaram os genes da auséncia de ligula e
glossy (Igl, Ig2 e gll) e verificaram que a frequéncia de indu¢do variava de

0,4% a 2,4%.
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2.4 Comparacdo entre linhagens duplo-haploides e convencionais

Apesar das vantagens do novo método de obtencdo de linhagens de
milho, o uso de DH continuou restrito pela dificuldade de geracdo de linhagens a
partir destes haploides. Resultados promissores utilizando linhagens indutoras
foram obtidos somente apos a década de 1980 (CHALYK, 1999; SARKAR et
al., 1994; SHATSKAYA et al., 1994). O desenvolvimento da técnica de inducao
de gimnogenese in situ facilitou a produgdo em escala de individuos DH.

Linhagens duplo-haploides obtidas por meio de culturas de anteras e
linhagens convencionais obtidas de descendente de semente unica (SSD) foram
comparadas por Murigneux, Baud e Beckert (1993). Os autores observaram que
a altura de espigas € maior em DHs.

Chalyk (1994) avaliou plantas haploides obtidas por cruzamento com o
indutor ZMK e verificou taxas de diploidizagdo espontanea entre 3,3% e 3,6%.
Na comparacdo com linhagens convencionais, observou-se que plantas duplo-
haploides sdo inferiores em algumas caracteristicas, quando comparadas as
linhagens convencionais, uma vez que nao sofreram selec¢ao natural e visual para
a sua obteng@o. Dentre as caracteristicas para as quais os DH se mostram
inferiores estdo insercdo de espiga, largura de folhas, nimero de nds, tamanho
de penddo, didmetro e numero de espigas. Porém, estas apresentaram boa
capacidade de combinagdo, sendo duas superiores as convencionais, seis com
desempenho similar e duas com desempenho inferior.

Bordes et al. (2006) avaliaram e compararam linhagens DH com
progénies S; e consideraram que, em teoria, num programa de selegdo
recorrente, o uso de DHs pode aumentar o ganho genético por unidade de tempo,
devido ao aumento da varidncia genética entre unidades testadas que lidera o
aumento da herdabilidade. Também observaram que a vantagem das DHs ¢ a

possibilidade de realizar o test-cross com linhagens terminadas e totalmente
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homozigotas. Login et al. (2007) compararam diferentes esquemas de
melhoramento utilizando linhagens DH obtidas de plantas F; ou F, e levaram
em consideragdo o numero Otimo de familias, o ganho de sele¢do, os
componentes de varidncia, o orcamento € o tempo de produgdo. Concluiram que
o melhor esquema estad em realizar um test-cross com plantas F, cruzadas com
um testador e, simultaneamente, com as sementes remanescentes, cruzar com o
indutor. As familias selecionadas sdo duplicadas e as linhagens obtidas sdo
novamente cruzadas com um testador.

Barbosa (2009), comparando o desequilibrio de ligacdo entre linhagens
duplo-haploides e linhagens convencionais, observou que, em linhagens duplo-
haploides, o desequilibrio de ligagdo foi maior que nas linhagens convencionais
para uma mesma distdncia em todos os marcadores. Sugere, dessa forma, que,
com a duplicagdo de individuos haploides, a segregacdo ocorre em blocos
maiores, resultando em um maior numero de genes. Assim, Bernardo (2009)
sugere utilizar plantas F, para a geragdo de linhagens DH, visto que a taxa de
recombinagdo nessa geracdo ¢ maior que em plantas F;. Este mesmo autor,
objetivando identificar a influéncia da origem genética das populacdes na taxa
de indugdo de haploides, constatou que, realmente, a origem genética das
populagoes influencia a taxa de indug@o de haploides e também a sobrevivéncia

em casa de vegetacdo, apos o tratamento com colchicina.

2.5 Duplicacdo cromossdmica artificial

A duplicagdo cromossdmica costumava ser uma restricdo na producao
de linhagens DH em escala comercial, inicialmente devido ao fato de a
duplicagdo espontanea ocorrer em baixa frequéncia e somente em poucos
germoplasmas e, posteriormente, em funcdo de os protocolos de duplicacao

artificial serem pouco eficientes. A duplicagdo cromossomica artificial em milho
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utiliza bloqueadores mitoticos, sendo a colchicina bastante empregada pelos
pesquisadores, em concentragdes que variam de 0,02% a 0,125%. A colchicina
se liga a tubulina e inibe a polimerizagdo dos microtubulos que compdem as
fibras dos fusos, ndo havendo, assim, a migra¢do dos cromossomos para 0s
polos das células. Dessa forma, as células que anteriormente eram n (haploides)
passam a ser 2n (BELICUAS et al., 2007).

Gayen et al. (1994) inovaram a duplicagdo artificial em milho, cortando
a ponta do coleoptilo das plantulas haploides (com 3-4 dias de germinagdo) e
colocando-as imersas em uma solucdo de colchicina mais dimetil sulféxido
(DSMO), por 12 horas, a 18 °C. Anos mais tarde, Deimling, Rober e Geiger
(1997) aumentaram ainda mais a eficacia do método, reduzindo as raizes de 20-
30 mm e colocando as plantulas imersas no escuro. Outro método utilizado para
a duplicacao foi desenvolvido por Zabirova et al. (1996), em que, no estadio de
3-4 folhas, a solugdo de colchicina ¢ injetada cerca de 3-5 mm acima do apice.
Ap0s a injecdo, as plantulas sdo mantidas no escuro, por dois dias, a 18 °C e, em
seguida, plantadas em campo. Chalyk (2000), utilizando haploides maternais,
comparou a eficiéncia dos métodos citados, avaliando a porcentagem de
linhagens DH com penddo fértil. Além dos métodos conhecidos, os
pesquisadores fizeram outros dois tratamentos com varia¢des de temperatura e
concentracdo de colchicina no método proposto por Deimling, Rober ¢ Geiger
(1997), para verificar se havia diferencas nos resultados. Os resultados
demonstraram que os métodos desenvolvidos foram bastante eficientes, nas
condigdes em que o trabalho foi realizado. O método de Deimling, Rober e
Geiger (1997) permitiu a obtencdo de 28,8% e 31,8% de haploides com polen
fértil, nas temperaturas de 18 °C e 26 °C, ap0s o tratamento.

O uso de injegdo de colchicina, de acordo com o método de Zabirova et
al. (1996), resultou em 27,5% de plantas haploides com polen fértil. Essa

porcentagem foi semelhante a obtida com o método usado por Deimling, Réber
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e Geiger (1997), e ao que foi relatado por Eder e Chalyk (2002). A tentativa de
reduzir a concentracdo de colchicina ndo teve resultados positivos ¢ nenhuma

planta apresentou polen fértil.

2.6 Citometria de fluxo para analise de ploidia

A técnica de citometria de fluxo foi desenvolvida, para a contagem ¢ a
analise de células sanguineas, por volta da década de 1940 (DOLEZEL;
GREILHUBER; SUDA, 2007). As duas areas que impulsionaram o seu
desenvolvimento foram a hematologia ¢ a imunologia (CORTE-REAL et al.,
2002). No entanto, com o avango da técnica ¢ o uso de novos marcadores
fluorescentes, essa técnica generalizou-se para outras areas, como a citogenética
vegetal e microbiana (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007).

A técnica de citometria de fluxo € baseada na analise de propriedades
oticas, como dispersdo da luz e fluorescéncia de particulas (ntcleos, organelas,
células e cromossomos) que fluem em uma suspensdo liquida. As particulas em
suspensdo movem-se emergidas num fluido (tampao de extracdo) no interior de
um capilar, dentro de um aparelho denominado citdmetro de fluxo. Essas
particulas intersectam uma a uma um feixe de laser, ocorrendo um processo de
dispersdo da luz e ou emissdo de fluorescéncia. Dessa forma, podem-se verificar,
simultaneamente, as distribuigdes dos valores da frequéncia e/ou densidade de
cada parametro. Os sinais gerados pelas particulas sdo convertidos em valores
digitais, armazenados e exibidos na forma de histogramas (DOLEZEL, 1997).

Por meio de citometria de fluxo € possivel mensurar o contetido de DNA
de nucleos, permitindo avaliar o nivel de ploidia, fazer comparagdes intra e
interespecificas do tamanho nuclear, avaliar o teor de DNA de cada cromossomo

do complemento de uma espécie, realizar estudos do ciclo celular, analises de
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citogenotoxicidade e determinagdo do sexo (HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2001).

Nos eucariontes, o crescimento ¢ a divisdo celular sdo processos
ciclicos. O tempo entre cada mitose encontra-se dividido em trés fases: G1, S e
G2. Durante a fase G1, periodo de crescimento celular, uma célula diploide
apresenta um contetido 2C, possuindo, assim, duas copias de cada cromossomo.
Durante a fase S ocorre a duplicacdo do genoma nuclear e, na fase seguinte (fase
G2), ocorre o segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o contetido
de DNA nuclear ¢ mantido no nivel 4C. Em seguida, ocorre a mitose (fase M),
durante a qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com
um conteudo 2C de DNA. Numa populacdo de células em crescimento, o
numero de nucleos na fase G1 é maior do que na fase G2. Dessa forma, nos
histogramas obtidos pelos citometros de fluxo em uma analise de ploidia
observa-se o pico de maior intensidade referente a fase G1 do ciclo celular ¢ a
fase G2 apresenta um pico menor.

A quantificacdo do nivel de ploidia por citometria de fluxo ¢ realizada
pela analise da intensidade de fluorescéncia emitida pelos nucleos corados com
fluorocromos especificos para DNA. A estimativa do nivel de ploidia ¢ feita
comparando-se os picos G; do histograma de uma amostra com o pico de uma
planta padrio com ploidia conhecida (DOLEZEL, 1997). Portanto, a
quantificagdo de DNA por citometria de fluxo é uma excelente alternativa,
quando comparada aos métodos classicos de contagem cromossomica.
Apresenta como vantagens: facil preparacdo da amostra; ¢ mais rapida, podendo
ser processadas varias amostras em um dia; ndo necessita de células em divisao;
¢ um método nao destrutivo e ¢ capaz de detectar mixoploidia (LOUREIRO;
SANTOS, 2004).

O emprego da citometria de fluxo para a determinacdo do nivel de

ploidia em muitos acessos de espécies cultivadas foi bem sucedido. Por meio
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dessa técnica foi feita a caracteriza¢do do nivel de ploidia de varios acessos do
germoplasma de diversas espécies, como, por exemplo, Medicago sativa
(BRUMMER; CAZCARRO; LUTH, 1999), Bromus ssp. (TUNA et al., 2001) e
Dioscorea alata (EGESI, 2002). Em milho, a técnica de citometria de fluxo foi
utilizada na identificagdo de haploides (BELICUAS, 2004; DANG et al., 2012;
GEIGER; SCHONLEBEN, 2011; RABEL, 2008).

2.7 Marcadores moleculares SSR na identificacdo de haploides

Atualmente, os marcadores moleculares sdo considerados uma
importante ferramenta para o melhoramento vegetal, fornecendo grande
quantidade de polimorfismo ndo afetada pelos efeitos ambientais e estagios de
desenvolvimento da planta. Seu emprego vem sendo realizado com diversas
finalidades, tais como avaliacdo da diversidade genética, protecdo de cultivares,
pureza genética, selecdo de genotipos em programas de melhoramento,
construcdo de mapas genéticos e identificacdo de haploides (BELICUAS, 2004;
LANZA; GUIMARAES; SCHUSTER, 2000).

Viarios sdo os tipos de marcadores moleculares e, segundo Milach
(1998), eles podem ser divididos em dois grupos, os de hibridacdo e os de
amplificacdo. Os microssatélites, ou Simple Sequence Repeats (SSR), sdo do
grupo de amplificagdo e utiliza a técnica denominada de polymerase chain
reaction (PCR). Essa técnica envolve a sintese in vitro de um segmento
especifico de DNA na presen¢a da enzima DNA polimerase. Esta enzima inicia
a sintese de DNA a partir de um pequeno segmento chamado de primer. Os
primers sdo pequenas moléculas de DNA de fita simples sintetizadas
artificialmente, com sequéncias de nucleotideos complementares as sequéncias

especificas que flanqueiam a regido alvo (BOREM; CAIXETA, 2006).
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A preferéncia pelos marcadores SSR deve-se a agilidade da PCR. Além
disso, sdo codominantes e estdo espalhados ao acaso no genoma, com uma
frequéncia relativamente alta (AKKAYA; BHAGWAT; CREGAN, 1992). Os
SSR possuem de 1 a 6 nucleotideos repetidos de 10 a 60 vezes em tandem, ao
longo da molécula de DNA, amplamente distribuidas nos genomas eucariotos,
que sdo flanqueadas por regides conservadas entre individuos da mesma espécie
(CAIXETA et al., 2006).

A caracteristica de codominancia dos SSR possibilita a distingdo entre o
homozigoto e heterozigoto. Mesmo em gendtipos de milho simples, detentores
de base genética estreita, eles podem detectar alto nimero de alelos por loco.
Devido a isso e a estabilidade da heranga mendeliana dos locos SSR, permite
que este seja uma alternativa interessante na diferenciacdo de individuos
haploides dos F; heterozigotos, quando utilizadas linhagens indutoras de
haploidia para a obtencdo de linhagens DH. Belicuas et al. (2007), utilizando
marcadores SSR, fizeram a identificacdo de haploides em milho, com posterior
confirmacao destes por meio de outras técnicas, como contagem cromossomica

e citometria de fluxo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area experimental

Os campos de cruzamentos foram conduzidos nos municipios de
Cravinhos (situado a 650 m de altitude, nas coordenadas 21° 20’ 25" de latitude
Sul e a 47° 43" 46" de longitude Oeste, no estado de Sdo Paulo) e Ponta Grossa
(situado a 975 m de altitude, nas coordenadas 25°5'42" de latitude Sul e
50° 9" 43" de longitude Oeste, no estado do Parand). As atividades laboratoriais
e a aclimatacdo das plantulas foram realizadas no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, no municipio de Lavras, situado a 918 m de
altitude, nas coordenadas 21°14°30°” de latitude Sul e a 45°00°10”’de longitude
Oeste, no estado de Minas Gerais. Posteriormente, as plantas duplicadas foram
conduzidas em Ijaci, MG (a 830m de altitude, nas coordenadas 21° 9’ 24" Sul,
44° 55' 34" Oeste).

3.2 Gendtipos avaliados

Foram utilizados seis hibridos F, e suas gera¢des F,, de diferentes
origens, os quais foram cruzados com dois indutores de haploidia (Tabela 1). A
linhagem indutora de haploidia Wisconsin-23 (KERMICLE, 1969) (sistema
androgenético), que carrega o alelo mutante ig ¢ também alelos do sistema R-
navajo (R1-nj), foi utilizada como parental feminino e o outro indutor, KEMS
(SHATSKAYA et al.,, 1994), que também carrega o alelo dominante R1-nj
(sistema gimnogenético), como parental masculino. Em cada local, para
favorecer a sincronia de florescimento, as sementes dos hibridos foram
semeadas dez e quatorze dias antes da semeadura das linhagens indutoras,

devido ao fato de estas possuirem origem temperada e serem mais precoces.
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Tabela 1 Identificagdo dos hibridos cruzados com os indutores para a obtengao

de haploides
Hibridos Textura de grao Ciclo Origem
P30F53 Semiduro Precoce Pionner
DKB240 Dentado Superprecoce Monsanto
L3/DENT Dentado Precoce UFLA
30/31 Duro Precoce Geneseeds
43/48 Dentado Precoce Geneseeds
GNZ 2004 Dentado Precoce Geneze Sementes

O campo de cruzamento em Ponta Grossa, PR, foi conduzido na safra
2010/11 e, em Cravinhos, SP, na safrinha 2011. Para cada local, os indutores
foram semeados em 20 linhas de 5 m, a fim de garantir a quantidade minima de
plantas para a realizagdo dos cruzamentos. As sementes dos hibridos (F,) e suas
geragdes F, foram semeadas em duas linhas de 5 m. Duas sementes por cova
foram distribuidas em linhas espagadas de 80 cm, com 20 cm entre plantas.
Aproximadamente 15 dias apds a emergéncia das plantas, foi realizado o
desbaste, deixando-se cinco plantas por metro linear. A adubagdo de semeadura
foi de 500 Kg.ha" do formulado 10-30-10 e, em cobertura, foram aplicados 500
Kg.ha' de 20-0-20, ap6s o desbaste. Os demais tratos culturais foram realizados

conforme recomendagdo para a cultura do milho.

3.3 Obtencéo e identificacdo de haploides

As sementes obtidas entre os cruzamentos citados anteriormente foram
secas a 13% de umidade e separadas visualmente pela coloragdo do endosperma
e embrido. Graos com endosperma roxo ¢ embrido branco foram considerados
haploides e selecionados conforme descrito por Chase ¢ Nanda (1965).

As sementes selecionadas de acordo com o marcador morfoldgico R-

navajo foram colocadas para germinar, por 72 horas, em papel de germinagdo
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umedecido, no germinador de marca Mangelsdors, com temperatura controlada
de 23 °C. Com a finalidade de eliminar os falsos haploides, antes da realizagido
da duplicagdo cromossomica, depois de germinadas, as plantulas com baixo
vigor apresentando radiculas e coledptilo menores foram selecionadas como

haploides (Figura 1).

Figura 1 Classificagdo das plantulas pelo vigor, apds a germinagdo das sementes
identificadas como haploides, pelo marcador R-navajo

3.4 Duplicagdo cromossdmica

No Laboratorio de Citogenética do Departamento de Biologia da UFLA,
as plantulas de menor vigor identificadas como possiveis haploides foram
submetidas ao tratamento de duplicagdo cromossomica com solugao de 0,06%
de colchicina e 0,5% de dimetil sufoxido, por 12 horas, de acordo com o
protocolo proposto por Deimling, Rober e Geiger (1997). A unica adaptagdo do
protocolo foi de nao cortar as pontas dos coleoptilos.

Apos o tratamento com colchicina, as plantulas foram lavadas, por 20
minutos, em agua corrente e transferidas para bandejas de isopor com células de
1 cm® em substrato vegetal. As plantulas foram aclimatadas na casa de vegetagdo

do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, e
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permaneceram em ambiente controlado por 20 dias. Nesse periodo, foi realizada
a adubagdo foliar com monoamonio fosfato-MAP purificado, a 5% de

concentracao.

3.5 Avaliacgdo da duplicacédo cromossdmica por citometria de fluxo

No Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas, no Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, foi feita a confirmagdo da
duplicagdo dos cromossomos das plantulas haploides por meio da técnica de
citometria de fluxo (GALBRAITH et al., 1983), realizada entre 15 ¢ 20 dias
apos o tratamento com colchicina.

Para a analise do conteido de DNA pela técnica de citometria de fluxo,
foram utilizadas folhas jovens com 20-30 mg dos genitores (os seis hibridos e os
dois indutores) e dos 918 descendentes obtidos desses cruzamentos, que
sobreviveram a duplicacdo cromossOmica. Juntamente com cada amostra,
utilizaram-se, como padrdo interno de referéncia, 20-30 mg de folhas jovens de
Vicia faba (26,9 pg/2C). As amostras de cada plantula de milho e de Vicia faba
foram coletadas e fragmentadas com bisturi em uma placa de Petri contendo 1
mL de tampdo de extragdo LBO1 gelado, para a obtencdo da suspensdo nuclear
(DOLEZEL, 1997). A suspensdo foi aspirada com pipeta plastica e gaze para
evitar a passagem de fragmentos maiores dos tecidos vegetais e, posteriormente,
filtrada em uma malha de nailon (50 pum), durante a transferéncia para um tubo
de polietileno. Utilizaram-se 25 pL do tampao de extragdo contendo 1 mg/mL de
iodeto de propideo e 2,5 uL de RNase, os quais foram adicionados a suspensao
em temperatura ambiente.

Cada suspensdo foi analisada no citometro de fluxo (FacsCalibur-
Becton Dickinson). Os histogramas obtidos foram analisados pelos softwares

Cell Quest ¢ WinMDI 2.8 (2009). A estimativa do conteudo de DNA nuclear
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(pg) de cada amostra foi realizada por meio da comparagdo da posi¢cdo do seu
pico G1 com o pico G1 do padrio interno de referéncia, com conteudo de DNA
conhecido.

Para essa comparagao, foi utilizada a seguinte expressao:

Q=(E/S)xR (1)

em que

Q ¢ a quantidade de DNA da amostra (pg/2C);

E ¢ a posicdo do pico G1 da amostra;

S € a posicdo do pico G1 do padrio de referéncia;

R o conteudo de DNA do padrao (26,9 pg/2C).

As médias das quantidades de DNA foram calculadas para analise dos
resultados. Assim, por meio da quantidade de DNA, foi possivel fazer

inferéncias a respeito do nivel de ploidia do material avaliado.

3.6 Avaliagdo da duplicacédo cromossdmica pela fertilidade do pendéao

Ap6s 20 dias da aplicacdo do protocolo para duplicagcdo cromossomica,
as plantas foram transplantadas para ambiente protegido com cobertura de lona
plastica transparente nas dependéncias da empresa HortiAgro, localizada no
municipio de [jaci, MG. Todas as plantas foram identificadas para que houvesse
o rastreamento e a possibilidade de confrontar os resultados de citometria com
os dados de fertilidade do penddo. A adubagdo de semeadura foi de 450 kg do
formulado 8-28-16, com espacamento de 0,6 m entre linhas e 0,3 m entre
plantas. A adubagdo de cobertura e os tratos culturais foram realizados conforme

o recomendado para a cultura na regido.
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As espigas foram protegidas com sacos plasticos antes da emissdo do
estilo estigma das plantas, para que a autofecundagdo pudesse ser realizada
posteriormente. As informagdes sobre a fertilidade do pendao foram coletadas
de cada planta, apos a emissdao dos mesmos, sendo classificados em pendao fértil

e estéril (Figura 2).
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Figura 2 Plantas com diferentes fertilidades de penddes. (A) Pendao fértil e (B)
pendao estéril
As plantas que produziram polen foram autofecundadas para a

manutengdo e a multiplicagdo de sementes.
3.7 Avaliagdo da duplicacio cromossémica por marcadores microssatélites

No Laboratorio de Genética Molecular do Departamento de Biologia
extraiu-se o DNA do indutor KEMS dos 6 hibridos e de 65 plantas provenientes
do cruzamento entre o indutor KEMS e os hibridos. A amostragem foi realizada
procurando-se coletar DNA de plantas classificadas como haploides,
haploides/diploides, diploides e diploides/tetraploides pela citometria de fluxo,
que produziram polen e possuiam folhas verdes. O procedimento de extragdo foi
realizado conforme Pereira et al. (2007). Foram coletadas 3 g de folhas de cada

planta. Em seguida, foram trituradas com 10 ml de tampao de extragdo e 20 pl
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de B-mercaptoetanol, em um almofariz com nitrogénio liquido. O tampao de
extragdo foi constituido por 2% de CTAB, 100 mM de TRIS (pH 8,0), 1,4 M de
NaCl e 1% de polivinilpirrolidona (PVP). O material triturado foi colocado em
tubos de centrifuga e incubado, em banho-maria, a 65 °C, por 30 minutos.
Durante a incuba¢do em banho-maria, os tubos foram agitados levemente e,
depois de centrifugados, o sobrenadante contendo os acidos nucleicos foi
coletado. Em seguida, os 4acidos nucleicos foram extraidos com 10 ml da mistura
cloroférmio:alcool isoamil (24:1). Estes foram precipitados pela adigdo de 30 ml
da mistura de etanol 95% e acetato de amdnio 7,5M (6:1), os quais foram
mantidos em freezer, a -20 °C, por, aproximadamente, 12 horas. Apos a
precipitacdo, os dacidos nucleicos foram transferidos para microtubos
centrifugados e secos. Posteriormente, foram reidratados em tampao TE (1 mM
de TRIS e 0,1 mM de EDTA). Logo apos a segunda extragdo com cloroformio:
alcool isoamil (24:1), o sobrenadante foi precipitado pela adi¢do de, pelo menos,
trés volumes de uma mistura de acetato de so6dio 3M:etanol 95% (1:20). Os
acidos nucleicos precipitados foram reidratados em tampao TE. Uma terceira
extragdo foi realizada com cloroféormio-alcool-isoamil, com igual volume de TE.
Coletou-se o sobrenadante e o DNA foi precipitado (durante, aproximadamente,
12 horas, no freezer) com alcool acetato de sodio, até completar o tubo (1,5 pl).
Centrifugou-se por 10 minutos, a 10.000 rpm e os acidos nucleicos foram
reidratados com tampdo de TE. Aliquotas de DNA obtidas de cada individuo
foram quantificadas em gel de agarose 1%, ao lado de um padrio de
concentracao de DNA, construido a partir de DNA de fago A, nas concentragdes
de 100, 200 e 300 ng/ul. Mediante comparagao visual da intensidade das bandas
do DNA das amostras ¢ dos padrdes, a concentragdo de cada amostra foi
estimada e, posteriormente, diluida para a concentragdo de 10 ng/ul, utilizada

nas reagdes.
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Cada reag@o continha volume total de 11,06 pL. Esta foi preparada pela
mistura dos seguintes reagentes com as respectivas concentragdes (PEREIRA et
al., 2007): 2,25 ulL de DNA genomico, 1pL. de uma solugdo contendo os acidos
desoxirribonucleotideos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 0,6 pL da enzima Taq
DNA polimerase, 0,8 ul do par de primer, 1,00 pL de tampdo de reagido (50 mM
tris pH 8,3; 2,0 mM MgCl,; 20 mM de KCl; 10 pg de BSA; 0,25% de ficol 400;
10 mM de tartrazine) e 4,45 uLL dgua bidestilada até totalizar o volume final. As
amplificagdes foram realizadas em tubos de 0,2 ml, em termociclador modelo
Mastercycler Eppendorf. A programacao do equipamento foi de cinco minutos, a
95 °C, para desnaturacdo do DNA, oito ciclos, em que foram usados 20
segundos, a temperatura de 94 °C para desnaturacdo, 20 segundos para
anelamento do primer, cuja temperatura foi de 55 °C e 60 °C, dependendo do
primer testado, 1 minuto a 72 °C, para extensdo de DNA, 24 ciclos que diferiram
dos primeiros apenas na temperatura de anelamento de 52 °C a 65 °C ¢ uma
extensdo final, por quatro minutos, a 72 °C.

As reacdes amplificadas foram submetidas a eletroforese vertical por
uma hora e quarenta minutos, a 130 V, em gel de poliacrilamida 6%. Logo
depois, corou-se o gel em solugdo de nitrato de prata, durante 10 minutos,
seguido de enxague em agua corrente e, entdo, foi imerso em solugdo
reveladora, até o aparecimento das bandas. O gel foi avaliado em luz
fluorescente e fotografado com camera digital.

Utilizara-se 25 primers indicados para a cultura do milho, de acordo
com Veiga (2011), em estudo de QTLs associados a resisténcia a cercosporiose
e produgdo de grios de milho. Dentre os 25 primers utilizados, cinco deles
(BNLG1175, BMC 1714, BNLG 1520, BNLG 1233 ¢ BNLG 1258) foram
considerados polimoérficos entre os genitores, cujas bandas apresentaram, boa
defini¢do no gel. Estes foram usados nas progénies para analisar e comprovar a

paternidade dos haploides.
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3.8 Analises estatisticas

As andlises foram realizadas utilizando-se locais como repetigdes e as
proporgoes observadas foram avaliadas usando-se a abordagem de modelos
lineares generalizados mistos (MLGM), de forma analoga ao proposto por
Nunes, Moraes ¢ Bueno Filho (2004), uma vez que foi detectada superdispersao.
Neste caso, foi empregado o0 MLGM binomial com a fungdo de ligagdo logit,

conforme descrito a seguir:

14 —_— %
Brnomial (M, i)

Ropa i ™ e @
]ag[l—::‘i—]- gt byl g b hig P (3)
Vo T

em que
Rijx/pii: propor¢do observada na parcela que recebeu o hibrido j na geragdo k e
no local i, admitida condicionalmente, independente ao efeito aleatério de
parcela;

u: intercepto;

I;: efeito fixo do local i;

h;: efeito fixo do hibrido j;

gi: efeito fixo da geragdo k;

hgj: efeito fixo da intera¢do do hibrido j com a geragdo k;

Py efeito aleatorio da parcela ijk, sendo pix~ N (0, cpz).
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Os MLGMs foram ajustados com estimacdo dos efeitos fixos e
aleatorios, bem como dos componentes de variancia, via maximizagdo da func¢do
de verossimilhanga restrita (REML). Para isso, utilizou-se o pacote lme4 do
programa R (versdo 2.14) (BATES; MAECHLER; BOLKER, 2011).

A significancia dos efeitos do modelo foi verificada via andlise de
“deviance”, com aplicagdo do teste estatistico de y* (qui-quadrado), a 5% de
probabilidade (CORDEIRO; DEMETRIO, 2007). Evidenciada a significancia,
especialmente para hibridos e interagdo hibridos x geracdes, procedeu-se ao
agrupamento, com base na distdncia de Mahalanobis, pelo método do vizinho
mais proximo e estabelecido o ponto de corte usando o método de reamostragem

bootstrap (MOURAO JUNIOR, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obten¢do de haploides identificados pelo marcador morfoldgico R-

navajo

Em ambos os locais, as linhagens indutoras foram muito precoces e
ocorreu maior coincidéncia no florescimento com os genétipos doadores,
quando estes foram semeados 14 dias antes das linhagens indutoras. Rabel
(2008) observou resultado similar quando conduziu cruzamentos com a
linhagem indutora W23, no Brasil. Este autor encontrou maior coincidéncia de
florescimento com os gendtipos doadores de polen quando estes foram semeados
16 dias antes da linhagem indutora. A precocidade ¢ justificada pelo fato de
linhagens indutoras de haploidia possuirem origem temperada.

Belicuas (2004) e Rabel (2008) descreveram a suscetibilidade da
linhagem W23 a doengas de final de ciclo e baixa adaptagdo as condigdes
tropicais de cultivo. Neste trabalho, esses fatores foram bastante evidentes, de
modo que, com a mesma quantidade de plantas e com os mesmos cruzamentos
realizados entre os dois indutores com os genoétipos doadores, a linhagem W23
apresentou um numero menor de sementes de possiveis haploides, quando
comparada com o indutor KEMS (Tabela 2).

A maior quantidade de sementes obtidas pelos cruzamentos realizados
com o indutor KEMS ja era esperada, uma vez que este ¢ utilizado como
parental masculino, sendo que as sementes colhidas dos genétipos doadores
vieram a partir de plantas adaptadas as condic¢des tropicais de cultivo, além de

este indutor possuir maior taxa de indugdo (SHATSKAYA et al., 1994).



36

Tabela 2 Numero de sementes totais e classificadas como haploides,
identificadas pelo marcador morfolégico R-navajo, obtidas dos
cruzamentos com os indutores KEMS ¢ W23 em Ponta Grossa, PR
(safra 2010/11) e Cravinhos, SP (safra 2011)

Ponta Grossa-PR Cravinhos-SP
Indutor Hibrido Geragdes Total Haploides Indugdo de Total Haploides Indugdo de
haploides (%) haploides (%)
KEMS  30F53 F1 1781 118 6,6 1389 113 8,1
KEMS  30F53 F2 974 72 74 662 26 3,9
KEMS DKB240 F1 330 106 32,1 3745 106 2.8
KEMS DKB240 F2 1792 73 4,1 569 19 33
KEMS L3/DENT F1 1207 152 12,6 1100 107 9,7
KEMS L3/DENT F2 403 58 144 548 72 13,1
KEMS  30/31 F1 1574 207 132 1831 228 12,5
KEMS  30/31 F2 537 76 142 135 13 9,6
KEMS  43/48 F1 1668 113 6,8 2855 176 6,2
KEMS  43/48 F2 1306 110 84 1192 23 1,9
KEMS GNZ 2004 F1 2067 383 18,5 2090 193 9,2
KEMS GNZ 2004 F2 1191 378 31,7 2452 241 9.8
w23 30F53 F1 532 23 43 1440 63 44
w23 30F53 F2 404 11 2,7 821 7 0,9
W23  DKB240 F1 751 39 52 713 13 1.8
W23  DKB240 F2 409 36 8.8 587 2 0,3
W23 L3/DENT F1 438 44 10,0 407 3 0,7
W23 L3/DENT F2 139 13 94 255 0 0,0

Mesmo sendo suscetivel as doencas e pouco adaptado, este indutor
apresentou quantidade satisfatoria de podlen, favorecendo a produgdo de
sementes. Entretanto, Prigge et al. (2011), utilizando indutores derivados do
indutor KEMS em condigdes tropicais de cultivo, observaram que, além de
apresentarem baixa performance para as caracteristicas agronOmicas, a
quantidade produzida de polen sob condi¢des de altas temperaturas dificultou a
producdo de sementes dos cruzamentos com algumas fontes de germoplasma,
como também ocorreram dificuldades na produgdo de sementes do indutor.
Estes autores salientam a necessidade de desenvolvimento de indutores

tropicalizados.



37

Para alguns cruzamentos com a linhagem indutora W23 nédo foi possivel
obter sementes devido a fatores ambientais e a falta de coincidéncia de
florescimento. Dessa forma, foram utilizados os dados dos cruzamentos
balanceados, ou seja, quando se obtiveram sementes dos hibridos com as duas
geragdes e nos dois locais (Tabela 2). Portanto, o nimero de hibridos avaliados
com o indutor KEMS foi maior do que os obtidos pelo cruzamento com a
linhagem indutora W23.

Pelo teste da razdo de verossimilhanga, com probabilidade de 5%, houve
diferenca significativa entre os indutores na taxa de inducao de haploides. O
indutor de haploides maternos KEMS teve uma porcentagem média de indugao
de 7,1% (Tabela 2). Este valor ¢ semelhante ao encontrado por Shatskaya et al.
(1994), que obtiveram porcentagem de indugdo variando de 6,3% a 8%.

A taxa de indugdo de haploides da linhagem W23 caracterizados pelo R-
navajo variou de 0 a 10% (Tabela 2). Kermicle (1969) relatou que a
porcentagem de inducdo de haploides com esse indutor varia de 1% a 3%.
Belicuas (2004) e Rabel (2008) também encontraram porcentagens de inducao
elevadas, com base na observagdo da expressdo do marcador morfologico R-
navajo. No entanto, quando utilizaram métodos mais precisos para a
confirmacdo da haploidia, constataram a alta frequéncia de falsos haploides.
Belicuas (2004) utilizou 425 sementes identificadas como haploides pelo
marcador R-navajo e obteve, a partir destas, somente quatro plantas haploides
induzidas pela W23. Ciente deste fato, e como as quantidades das sementes de
possiveis haploides por gendtipos obtidas nesta pesquisa foram pequenas, o
restante das analises para identificar efeitos de hibridos, geragdes e locais foi
realizado considerando apenas os dados dos hibridos cruzados com o indutor
KEMS que produziu sementes.

Na Tabela 3 apresenta-se o resumo da analise de “deviance” da

proporcao de haploides (identificados por meio do marcador R-navajo) pelo total
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de sementes obtidas do cruzamento de seis hibridos e suas geragdes F, com o
indutor KEMS. Diferencas significativas foram observadas para os efeitos de

locais e hibridos.

Tabela 3 Resumo da analise de “deviance” para taxa de inducdo de haploides
identificados pelo marcador R-navajo dos seis hibridos cruzados com o

indutor KEMS
FV GL DEVIANCE
Locais 1 12,58%*
Hibridos 5 15,56*
Geragoes 1 1,29
Hib x Ger 5 7,42

* Diferencas significativas, pelo teste ¥, com probabilidade de 0,05

O efeito ndo significativo para geracdes demonstra que, mesmo com
uma geracdo de endogamia, esta ndo interfere na taxa de induc¢ao de haploides
dos hibridos, ndo havendo diferenca significativa na taxa de indugdo de
haploides entre uma geragao e outra.

As médias ajustadas obtidas pela andlise de “deviance” da taxa de
inducdo em Ponta Grossa foram de 16,9% e, em Cravinhos, de 9,2%. As
porcentagens médias de indugdo dos locais ficaram acima do normalmente
relatado nos cruzamentos com esse indutor (SHATSKAYA et al., 1994).

Rober, Gordillo e Geiger (2005) utilizaram varios indutores, entre eles o
indutor KEMS, e encontraram diferencas significativas entre os ambientes.
Esses autores enfatizaram que o ambiente pode influenciar, de varias formas, a
taxa de indug@o. Entretanto, Eder e Chalyk (2002), quando utilizaram o indutor
MHI para a indu¢do de haploides em ambiente controlado e em campo, nio
encontraram diferenca significativa na taxa de indugdo entre os ambientes.

De acordo com Rotarenco, Kirtoca e Jacota (2007), um fator que pode
influenciar a taxa de inducdo de haploides ¢ a época da polinizagdo. Segundo o

autor, a melhor fase para a polinizacdo visando uma maior indugdo de haploidia
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¢ no terceiro dia apos o aparecimento do estilo estigma. A partir disso ha um
decréscimo na indugdo de haploides.

A porcentagem de inducdo avaliada pelo marcador R-navajo variou
significativamente entre os hibridos. Os hibridos GNZ 2004, L3/DENT e 30/31

foram os que apresentaram as maiores taxas de inducdo de haploides (Tabela 4).

Tabela 4 Médias ajustadas das taxas de inducdo de haploides identificados pelo
marcador morfolégico R-navajo, oriundos dos cruzamentos dos seis
hibridos com o indutor KEMS

Hibridos Taxa de indugédo (%)
30F53 4,5b
DKB240 4,5b
L3/DENT 9,0a
30/31 89a
43/48 3,7b
GNZ 2004 11,6a

*Porcentagens médias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo agrupamento, com
base na distancia de Mahalanobis, com ponto de corte a 5% de probabilidade.

Ao avaliar diversos germoplasmas aliados a diferentes texturas de graos,
Barbosa (2009), Eder e¢ Chalyk (2002) e Rober, Gordillo e Geiger (2005)
encontraram diferengas entre gendtipos na taxa de indugdo de haploides. Prigge
et al. (2011) também relataram diferengas significativas entre diferentes
germoplasmas. Segundo os autores, ha maior facilidade em identificar haploides
pelo marcador morfolégico R-navajo em hibridos, comparado a utilizacdo de
populacdes segregantes.

Dessa forma, outros métodos (vigor das plantulas, coloragdo do
coleoptilo, quantidade de 6leo no embrido e caracteristicas fenotipicas das
plantas durante seu desenvolvimento) para a identificacdo de haploides devem
ser utilizados para eliminar os individuos falsos haploides, classificados pelo

marcador R-navajo.
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4.2 Selecéo de haploides pelo vigor das plantulas

A selegdo de haploides pelo vigor das plantulas precedeu a duplicagio
cromossOmica, a fim de identificar possiveis falsos haploides selecionados pelo
marcador morfoldgico R-navajo. Dessa forma, daquelas sementes classificadas
pelo marcador morfoldgico como haploides, selecionaram-se as plantulas com
menor vigor, sendo estas consideradas como haploides. Rotarenco, Adicu e
Sarmaniuc (2009), trabalhando com indutores de haploides maternos,
verificaram que, mesmo na presenga do gene inibidor de antocianina Cl-1, é
possivel selecionar os haploides pelo baixo vigor e/ou coloragdo purpura das
radiculas. Os mesmos autores salientam que € possivel identificar haploides nas
sementes pelo marcador R-navajo, pelo vigor de plantulas e em plantas adultas.

Durante a avaliagdo de plantulas, foi identificada alta taxa de falsos
haploides que anteriormente foram selecionados com relagdo ao marcador
morfologico R-navajo. Isso permitiu a redugdo significativa da quantidade de
plantulas que foram tratadas com colchicina.

Na Tabela 5 apresenta-se o resumo da analise de “deviance” da
propor¢ao de haploides identificados pelo vigor em relagdo aos identificados
pelo marcador R-navajo. Os resultados demonstram que houve diferenga

significativa entre hibridos e na interagao hibridos x geragoes.

9

Tabela 5 Resumo da andlise de ‘“deviance” da propor¢ao de haploides
classificados pelo vigor, em relacdo aos identificados pelo marcador

R-navajo
FV GL DEVIANCE
Locais 1 4,47
Hibridos 5 17,52%
Geragdes 1 0,4
Hib x Ger 5 17,24%*

* Diferengas significativas, pelo teste ¥, com probabilidade de 0,05
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O hibrido L3/DENT, em sua geracdo F, apresentou a menor
porcentagem de haploides identificados pelo vigor, diferindo estatisticamente da
sua geragdo F, (Tabela 6). O contrario ocorreu para o hibrido GNZ 2004, em que
a gerac¢ao F, apresentou menor porcentagem de haploides que na geragdo Fj.
Neste caso, ha concordancia com os resultados encontrados por Prigge et al.
(2011) que encontraram maior dificuldade para identificar os haploides em

populagdes segregantes, quando comparados com hibridos simples.

Tabela 6 Porcentagens médias ajustadas de plantulas haploides selecionadas
pelo vigor em relagdo aos selecionados pelo marcador morfologico R-

navajo

Hibridos F, F, Média
30F53 634a 53,8a 59,8 A
DKB240 430a 349a 39,3 B
L3/DENT 27,40 429 a 33,7B
30/31 348a 390a 35,6 B
43/48 445 a 52,0a 47,5B
GNZ 2004 533a 355b 443 B

*Porcentagens médias seguidas pela mesma letra, minuscula nas linhas e maitiscula nas
colunas, pertencem ao mesmo agrupamento, com base na distdncia de Mahalanobis,
com ponto de corte a 5% de probabilidade

Diferengas significativas também foram observadas entre as médias dos
hibridos (Tabela 6). O hibrido 30F53 apresentou a maior média na porcentagem
de haploides classificados pelo vigor das plantulas. A maior porcentagem de
falsos haploides foi observada para o hibrido L3/DENT, tendo,
aproximadamente, 66,3% sido identificados pelo vigor como falsos haploides.

Rober, Gordillo e Geiger (2005), utilizando o indutor de haploides
RWS, encontraram erro, na classificagdo de haploides putativos, de 52% para os
doadores com textura de graos tipo duro. Segundo os autores, os genotipos com

textura de grao duro exibiam uma expressdo do marcador igualmente forte como
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o grupo dentado. Outro método rapido e barato para identificar haploides ¢ por
meio da quantidade de 6leo no embrido (ROTARENCO; KIRTOCA; JACOTA,
2007). Segundo os autores, devido ao tamanho reduzido, os embrides haploides
possuem quantidades inferiores e significativas de 6leo, quando comparados
com embrides diploides.

Além da conhecida ocorréncia de falsos positivos (BELICUAS, 2004;
RABEL, 2008; ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005), outro fator que pode ter
favorecido a elevada taxa de falsos haploides foi a pouca experiéncia dos
avaliadores para identificar haploides pelo marcador morfolégico R-navajo,
principalmente nos casos em que a expressdo do marcador nao foi nitida. Prigge
et al. (2011) relataram esse acontecimento para alguns de seus genotipos, nos
quais a ocorréncia de falsos haploides também foi elevada e identificada
posteriormente pelo vigor e fendtipo das plantas. Para ndo haver necessidade de
aguardar o crescimento das plantas para a identificacdo dos haploides, outros
métodos de identificagdo, como, por exemplo, o uso de marcadores moleculares
¢ a citometria de fluxo, sdo muito eficientes e tém sido utilizados em outros
trabalhos (BELICUAS, 2004; DANG et al., 2012; GEIGER; SCHONLEBEN,
2011; RABEL, 2008).

4.3 Porcentagem de duplo-haploides identificados pela citometria de fluxo

Apds a duplicacdo cromossdmica, diversas plantulas ndo sobreviveram
até o periodo das coletas das amostras, provavelmente devido ao efeito toxico da
colchicina. Dessa forma, as analises de citometria foram realizadas com todas as
plantas que sobreviveram ao tratamento com colchicina ¢ permaneceram vivas
at¢ a coleta das amostras, totalizando 918 plantas, o que representa
aproximadamente 62% do total de plantas tratadas com colchicina. Dang et al.

(2012) alcangaram resultados similares de sobrevivéncia das plantulas (65,7%)
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no tratamento com colchicina de haploides obtidos de milho ceroso ¢ opaco. Os
autores ressaltam que as plantas sobreviventes apresentaram folhas torcidas com
crescimento retardado no primeiro estadio de desenvolvimento. Também foram
encontradas plantas ands entre as sobreviventes.

Por meio das andlises de citometria foram identificadas plantas com
varios niveis de ploidia, como haploides, haploides/diploides, diploides e
diploides/tetraploides. No Grafico 1(A) ¢ apresentado o histograma do parental
doador GNZ 2004, identificado como diploide, com a quantidade de DNA de
6,6 pg/2C.
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Grafico 1 Histogramas de citometria de fluxo para quantificagdo do contetido de
DNA de amostras de folhas de plantas de milho. (A) Parental GNZ
2004 (planta diploide) e Vicia faba (amostra padrdo) com quantidade
de DNA de 26,9 pg/2C. (B) Planta haploide. (C) Planta
haploide/diploide. (D) Planta diploide. (E) Planta diploide/ tetraploide

Os Graficos 1 (B e C) sdo exemplos de histogramas oriundos de plantas
haploides e haploides/diploides. No Grafico 1 (B) ¢ apresentado o pico G1 das
células haploides da amostra, com a quantidade de DNA de 2,8 pg/2C, estimada

pela comparagdo da quantidade de DNA usando o feijdo (Vicia faba) como
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padrdo, com a quantidade de DNA conhecida de 26,9 pg/2C, fornecida por
Dolezel (1997). Por meio da estimativa da quantidade de DNA da amostra, fica
evidente que esta apresentou aproximadamente a metade da quantidade do DNA
do hibrido doador. Neste exemplo, foi considerado que a duplicacdo
cromossdmica ndo foi eficaz devido a observagdo do pico da fase G1 apenas de
células haploides. O pico menor proximo ao pico G1 da amostra é considerado
como o pico G2 das células haploides.

No histograma do Grafico 1(C) ¢é possivel observar que ha dois picos
altos considerados picos G1 de células haploides e diploides, respectivamente.
Neste caso, a planta apresenta variagdo no niimero cromossdmico em um mesmo
tecido. Ao lado do pico Gl das células classificadas como diploides pela
quantidade de DNA, ¢ possivel perceber um pequeno pico G2 destas mesmas
células. Assim, infere-se que houve sucesso na duplicacdo de parte das células
dessa planta. Outros tipos de histogramas encontrados apresentaram pico G1
com quantidade de DNA similar a dos hibridos doadores (Grafico 1D), sendo as
plantas consideradas diploides, ou dois picos GI1, cujas plantas foram
consideradas diploides/tetraploides (Grafico 1E). Estas plantas ndo foram
consideradas como plantas DH, por acreditar que dificilmente se obtém uma
planta completamente diploide apés a indugdo de duplicacdo cromossomica
(comunicagdo pessoal com pesquisador). Assim, essas plantas foram
consideradas como falsos haploides.

No campo, por meio da avaliacdo do fenétipo das plantas, foi possivel
distinguir as plantas haploides e haploides/diploides anteriormente avaliadas
pela citometria de fluxo, das plantas heterozigotas (F;s). As plantas haploides ¢
haploides/diploides apresentaram menor vigor e auséncia de pigmentacdo de
antocianina, como mostrado na Figura 3 (A e B). Essa diferenca no vigor das
plantas também foi relatada por Rotarenco (2000), que constatou que plantas

haploides tém menor vigor, quando comparadas com plantas diploides.
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Figura 3 Exemplos de plantas identificadas no campo experimental. (A) Planta
identificada como haploide pela citometria de fluxo. (B) Planta
identificada como haploide/diploide pela citometria de fluxo. (C) Planta
diploide (falso haploide) identificada pelo fenodtipo. Note a diferenga de
vigor e auséncia da pigmentagdo purpura de antocianina das plantas A e
B, comparadas com a planta C (setas).

Para algumas plantas oriundas do cruzamento do indutor com o hibrido
foi relativamente facil identificar que estas foram originadas da fusdo de

gametas de ambos (Figura 3C). Além do maior vigor, quando comparada com as
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plantas sabidamente oriundas de sementes haploides, estas plantas apresentaram
coloragdo arroxeada intensa e penddo caracteristico, semelhantes aos da
linhagem indutora. No entanto, é preciso ressaltar que algumas plantas
classificadas como diploides ou diploides/tetraploides (Graficos 1 C e D) pela
citometria de fluxo apresentaram caracteristicas fenotipicas semelhantes as das
plantas duplicadas originadas de sementes haploides (Figura 4). Como essas
plantas ndo haviam sido contabilizadas como sucesso na duplicagdo
cromossOmica, esse fato pode ter gerado uma subestimativa na obtencdo dos
duplo-haploides pela citometria de fluxo. Porém, uma alternativa para identificar
se essas plantas eram realmente DH ou resultantes de cruzamento seria a
utilizagdo de marcadores moleculares ou, entdo, a semeadura das sementes
obtidas pela autofecundag@o com a posterior observacao da ocorréncia ou ndo de
segregacdo entre as plantas. Caso haja segregacdo para caracteristicas da planta

seria constatado que ndo se tratava de linhagens homozigotas DH.

L f ‘
Figura 4 Plantas identificadas como diploides pela citometria de fluxo, com
caracteristicas fenotipicas de haploides

As plantas consideradas como duplo-haploides foram aquelas que
apresentaram histogramas com pico G1 de células haploides/diploides. Dessa
forma, foi estimada a propor¢do de plantas duplo-haploides dentro daquelas

confirmadas como haploides.
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Dos parametros avaliados, houve significancia apenas para a interagdo

hibrido x geragdes. Para os demais, ndo houve diferenga significativa (Tabela 9).

Tabela 9 Resumo da analise de “deviance” da taxa de duplo-haploides pelo total
de haploides, identificados pela citometria de fluxo

FV GL DEVIANCE
Locais 1 0,99
Hibridos 5 4,92
Geragdes 1 0,61
Hib X Ger 5 13,64*

* Diferencas significativas, pelo teste xz, com probabilidade de 0,05

Os hibridos 30F53, L3/DENT e GNZ 2004 apresentaram
comportamentos diferentes entre as geracdes (Tabela 10). A taxa de duplicacdo
dos hibridos 30F53 e GNZ 2004 foi maior na geracdo F1, quando comparada
com a geragdo F2. Situagdo adversa foi evidenciada para o hibrido L3/DENT,
mostrando que essa situagdo varia entre os genotipos.

Nao houve diferencas significativas entre os hibridos, porém, pelas
médias, é possivel observar que a taxa de duplicacdo variou de 59,1% a 80%
(Tabela 10). Essas porcentagens foram maiores que as alcancadas por Dang et
al. (2012), que encontraram porcentagens de 28% a 54%. Estes autores
consideram a fase de duplicacdo a mais dificil na obten¢do de linhagens DH,
devido a alta mortalidade e a baixa taxa de duplicag@o. Segundo eles, embora a
colchicina seja um produto quimico toéxico para os organismos vivos, a sua
aplicagdo na producdo de DH continua crescendo, devido a sua eficiéncia na
duplicag¢do de cromossomos, ndo havendo nenhum outro produto quimico que

apresente competividade com tal finalidade.
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Tabela 10 Porcentagens médias ajustadas de haploides com células duplicadas,
analisados na citometria de fluxo dos hibridos nas duas geragdes e
sua média geral.

Hibridos F, F, Média
30F53 88,9 a 58,1b 73,5A
DKB240 67,5a 659 a 66,7A
L3/DENT 51,7b 87,4 a 69,5A
30/31 74,8 a 852 a 80,0A
43/48 624 a 55,7a 59,1A
GNZ 2004 85,7 a 70,1 b 779A

*Porcentagens médias seguidas pela mesma letra mintscula nas linhas e maiuscula nas
colunas pertencem ao mesmo agrupamento, com base na distdncia de Mahalanobis, com
ponto de corte a 5% de probabilidade

E importante enfatizar que os resultados de citometria constataram o
sucesso da duplicacdo cromossomica nas células somaticas da planta (folha), o
que ndo garante que a mesma seja fértil e produza sementes. Uma maneira de
aferir a fertilidade do penddo ¢ estimar a porcentagem de plantas que produziram

poélen.

4.4 Porcentagens de plantas que produziram pélen

Uma forma pratica de se avaliar o sucesso da duplicagdo das plantas
haploides ¢ por meio da producdo de pdlen para a autofecundagio e a produgdo
de sementes. Neste trabalho, considerou-se o sucesso real da duplicagdo por
meio da constatagdo da produgdo de podlen. No entanto, algumas plantas
produziram pdlen, porém, ndo havia estilo estigma para a fecundagéo. Esse fato
foi relatado também por Dang et al. (2012), entretanto, os autores destacam que
o milho tropical ¢ muito sensivel a temperatura e ao fotoperiodo nos primeiros
estagios vegetativos. Dessa forma, mudando-se as condi¢des iniciais de
crescimento para um dia curto com temperatura mais elevada, ha possibilidade

de sincronizar os florescimentos masculino ¢ feminino das plantas DH.
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Por meio da analise “deviance” (Tabela 11) ¢ possivel constatar que ndo

houve diferenga significativa para nenhum dos efeitos avaliados.

Tabela 11 Resumo da analise de “deviance” das propor¢des de duplo-haploides
com pendoes férteis pelo total de haploides identificados pela
citometria de fluxo

FV GL DEVIANCE
Locais 1 0,19
Hibridos 5 5,83
Geragdes 1 0,88
Hibrido X Geragéo 5 10,69

* Diferencas significativas, pelo teste xz, com probabilidade de 0,05

As porcentagens médias ajustadas de plantas haploides duplicadas que
produziram pdlen sdo apresentadas na Tabela 12. Mesmo nao sendo encontradas
diferencas significativas entre os hibridos, as porcentagens médias de obtengao

de plantas com poélen variaram de 18,3% e 32,1%.

Tabela 12 Porcentagens médias ajustadas de haploides com pendoes férteis
analisados na citometria de fluxo

Genotipos Porcentagem
30F53 32,1a
DKB240 26,8 a
L3/DENT 183 a
30/31 243 a
43/48 19,6 a
GNZ 2004 30,8 a

*Porcentagens médias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo agrupamento, com
base na distancia de Mahalanobis, com ponto de corte a 5% de probabilidade

Chalyk (2000) utilizou haploides maternais e comparou a eficiéncia de
varios métodos de duplicagdo, buscando encontrar o de maior eficiéncia na

porcentagem de linhagens DH com pendao fértil apds a duplicagdo. Dentre os
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métodos estudados pelo autor, um foi proposto por Zabirova et al. (1996) e
outro por Deimling, Rober e Geiger (1997). As porcentagens encontradas pelo
autor foram de 27,5% e 31,8%, respectivamente. Eder e Chalyk (2002),
comparando métodos de duplicacdo em gendtipos distintos, alcangaram
porcentagem média de 27,3%, empregando o método proposto por Deimling,
Rober e Geiger (1997). Embora as porcentagens de obtencdo de plantas com
penddes férteis estejam dentro do relatado pelos diversos autores, sua eficiéncia
pode ser melhorada, aperfeicoando algumas etapas do processo.

Foi observado que 10% das plantas haploides que produziram pdlen
apresentaram apenas um pico de células haploides nos histogramas avaliados,
ndo sendo encontrado sucesso na duplicacdo pela citometria de fluxo. Algumas
possibilidades podem explicar esse fato, como o tecido da planta do qual foi
retirada a amostra para a realizacdo da analise de citometria de fluxo apresentava
apenas células haploides, porém, as células precursoras dos gametas foram
duplicadas ou, entdo, sdo plantas haploides macho-férteis (CHASE, 1974;
GEIGER; SCHONLEBEN, 2011). Geiger e Schénleben (2011), avaliando
plantas haploides de diferentes fontes de germoplasma elite dentado,
constataram a ocorréncia de varias plantas produzindo polen viavel. Para
comprovar, os autores fizeram a analise de citometria de fluxo de todas as
plantas analisadas e verificaram que algumas plantas produziram polen. Dessa
forma, concluiram que, em longo prazo, os melhoristas poderdo aperfeicoar a
capacidade de plantas haploides de produzirem penddes férteis, permitindo
eliminar o processo de duplicacdo artificial de cromossomos utilizando

colchicina.
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4.5 Confirmacdo de duplo-haploides utilizando marcadores moleculares
SSR

Os marcadores moleculares SSR foram utilizados com o objetivo de
confirmar se as plantas que apresentaram picos de células haploides nos
histogramas gerados pela citometria de fluxo eram realmente haploides. Os
individuos que apresentaram apenas bandas do hibrido doador foram
considerados duplo-haploides oriundos destas sementes haploides e aquelas
plantas que apresentaram bandas do indutor e do respectivo hibrido sdo
diploides resultantes de cruzamento.

Das 65 plantas das quais foram extraidos DNA para confirmagdo da
ploidia por citometria de fluxo, 26 apresentaram histogramas com pico de
células haploides. Todas as 26 plantas apresentaram bandas apenas dos hibridos
doadores, confirmando que, definidas como haploides pela citometria de fluxo,
eram realmente haploides antes da duplicagao cromossoémica.

Exemplos de padrdo de bandas de haploides duplicados oriundos dos
hibridos 30/31 e 43/48 confirmados pelos marcadores estdo identificados nas

Figuras 5 e 6.

Figura 5 Padrdo de amplificagdo com o marcador SSR bnlg 1233 em gel de
poliacrilamida 6%. KEMS: indutor de haploidia; hibrido: 30/31;
plantas 1, 2 e 3: duplo-haploides; plantas 4 e 5: F1/heterozigotos



53

As plantas DH 1, 2 e 3 (Figura 5) também produziram penddes férteis.
As plantas 4 e 5 s3o heterozigotas, por apresentarem bandas do hibrido doador e
do indutor de haploidia. Neste caso, foi possivel identificar os heterozigotos,
porém, em outros, ndo foi possivel identificar com os primers utilizados. Dessa
forma, o indicado ¢ utilizar outros primers com maior polimorfismo ou, entio,
observar, nas sementes das plantas colhidas, se ha expressdo do marcador

morfologico R-navajo.

Figura 6 Padrdo de amplificagdo com o marcador SSR bnlg 1175 em gel de
poliacrilamida 6%. KEMS: indutor de haploidia; hibrido: 43/48;
plantas 1 a 11: duplo-haploides

Na Figura 6, todas as plantas amostradas para a confirmacao utilizando
marcadores moleculares SSR foram identificadas como DH pela citometria de
fluxo. Isto foi confirmado pelo padrdo das bandas no gel, no qual todas as

plantas (1 a 11) apresentaram apenas as bandas do hibrido doador 43/48.
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5 CONCLUSOES

A produgdo de linhagens DH utilizando a linhagem indutora W23
(sistema androgenético) ¢ inviabilizada pela baixa porcentagem de indugdo e
producao de sementes.

E possivel obter linhagens DH a partir dos hibridos cruzados com o
indutor KEMS, porém, o manejo pré e pos-duplicacdo deve ser melhorado,
buscando aumentar a eficiéncia na producao de linhagens DH.

A producdo de linhagens DH utilizando o indutor KEMS (sistema
gimnogenético) ¢ favorecida em condigdes tropicais de cultivo.

A utilizagdo do marcador morfolégico R-navajo e o vigor das plantulas
auxiliam na identificagdo dos haploides.

A geracao de endogamia dos hibridos nao interferiu na taxa de indugao e
duplicagdo cromossomica de haploides.

O uso da citometria de fluxo e marcadores moleculares SSR ¢ eficiente

na identificagdo dos duplo-haploides.
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