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RESUMO

Avancos em tecnologias, visando o melhoramento de plantas e a producdo de sementes
buscando-se a otimizagéo de questdes como eficiéncia, tempo e custo tem sido fundamentais.
Uma dessas tecnologias € o uso da inducdo de haploidia para obtencdo de linhas puras,
chamadas duplo-hapléides (DH). Essa técnica consiste no cruzamento de linhagens indutoras
de haploides com um genétipo doador (inducdo in vivo), identificacdo de possiveis haploides
no estadio semente ou plantulas, duplicagdo cromossémica por meio do uso de agentes
antimitoticos e autofecundacdo das plantas DH. Buscando-se a otimizacdo das etapas
envolvidas nesse processo, 0 objetivo no presente trabalho foi analisar a capacidade do
indutor de haploidia gimnogenético KEMS por meio da taxa de inducdo de haploides, validar
a eficiéncia de dois protocolos de duplicagdo cromossomica, conferir a capacidade das
técnicas de citometria de fluxo e marcadores moleculares SSR na verificacdo da duplicacédo
cromossOmica e estudar ferramentas adicionais para uso como marcadores indiretos na
identificacdo de ploidias, a fim de extrapolar o uso desses marcadores na identificacdo de
haploides em etapa inicial do processo de obtencdo de duplo-haploides. A linhagem indutora
de haploidia KEMS foi utilizada como parental masculino e cruzada com quatro hibridos
(GNS3225, GNS3032, GNS3264 e DKB393). As sementes provenientes desse cruzamento,
foram selecionadas de acordo com o marcador R-navajo e submetidas a dois diferentes
protocolos de duplicagdo cromossémica. No primeiro protocolo, as sementes foram
germinadas em papel de germinacdo por 72h a 25°C, e aquelas plantulas consideradas
possiveis haploides foram submetidas ao tratamento com solugdo de 0,04% de colchicina e
0,5% de dimetilsulféxido (DMSQO), por 12 horas, e mantidas no escuro a 20°C. No segundo
protocolo, as sementes foram semeadas em bandejas contendo areia e vermiculita. Apos 10
dias, as plantulas consideradas haploides foram imersas em solucdo de colchicina 0,1%,
dimetilsulféxido 0,1% (DMSO) e Tween 20 a 0,1%, e mantidas por 6 horas na presenca de
luz em temperatura ambiente média de 22°C. As plantas que sobreviveram aos protocolos de
duplicacdo cromossdmica foram aclimatizadas em casa de vegetacdo e posteriormente
transplantadas para o campo. Apos a autofecundacdo das plantas DHO, as sementes DH1
obtidas foram levadas a campo, divididas em tratamentos de acordo com 0s parentais e
protocolos de duplicacdo. No estadio vegetativo V4 das plantulas DH1, tecido foliar foram
amostrados para a identificacdo de ploidias via citometria de fluxo, analises de DNA
utilizando marcadores microssatélites e estudos de caracteres anatémicos. Esses resultados
foram confrontados com as caracteristicas morfolégicas das plantas DH1 desenvolvidas em
campo, avaliadas com o uso de ferramentas descritivas. A linhagem indutora KEMS ¢é capaz
de induzir haploides. Quanto aos protocolos utilizados houve diferencas significativas na
duplicacdo cromossdmica e na taxa de sobrevivéncia de plantas DHO em campo, sendo o
protocolo 2 mais eficiente. No entanto, o uso de ferramentas descritivas para avaliar a
uniformidade dos gendtipos submetidos aos protocolos de duplicagdo e a segregagdo dos
materiais duplo haploides obtidos, ndo foi eficiente. As técnicas de citometria de fluxo e
marcadores microssatélites foram eficientes na caracterizagcdo de plantas duplicadas e a
anatomia apresentou alta acuracia das varidveis estudadas diferindo individuos por meio de
suas ploidias.

Palavras-chave: duplo-haploide, inducéo, duplicagdo, marcadores, anatomia.



ABSTRACT

Advances in technologies, aiming the improvement of plants and the production of
seeds seeking to optimize issues such as efficiency, time and cost, have been fundamental.
One of these technologies is the use of induction of haploid to obtain pure lines, called
double-haploid (DH). This technique consists of the crossing of haploid inducing lines with a
donor genotype (in vivo induction), identification of possible haploids in seeds or seedling
stage, chromosome duplication through the use of antimitotic agents and self-fertilization of
DH plants. In order to optimize the steps involved in this process, the objective in the present
work was to analyze the capacity of the haploid gymnogenetic inducer line KEMS by means
of the haploid induction rate, to validate the efficiency of two chromosome duplication
protocols, to verify the capacity of the techniques flow cytometry and SSR molecular markers
in the verification of chromosome duplication and to study additional tools for use as indirect
markers in the identification of ploidy in order to extrapolate the use of these markers in the
identification of haploids in the initial stage of the process of obtaining double-haploids . The
haploid inducer line KEMS was used as a male and cross pair with four hybrids (GNS3225,
GNS3032, GNS3264 and DKB393). The seeds from this crossing were selected according to
the R-Navajo marker and submitted to two different chromosome duplication protocols. In the
first protocol, the seeds were germinated on germination paper for 72h at 250C, and those
seedlings considered possible haploids were submitted to treatment with 0.04% colchicine
solution and 0.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) for 12 hours, and kept in the dark at 20 ° C. In
the second protocol, the seeds were sown in trays containing sand and vermiculite. After 10
days, the seedlings considered haploid were immersed in 0.1% colchicine solution, 0.1%
dimethylsulfoxide (DMSO) and 0.1% Tween 20, and maintained for 6 hours in the presence
of light at room temperature. 22°C. The plants that survived the chromosome duplication
protocols were acclimatized in greenhouse and later transplanted to the field. After self-
fertilization of the DHO plants, the DH1 seeds obtained were taken to the field, divided into
treatments according to the parental and duplication protocols. At the vegetative stage V4 of
the DH1 seedlings, foliar tissue was sampled for the identification of ploidy via flow
cytometry, DNA analyzes using microsatellite markers and anatomical character studies.
These results were confronted with the morphological characteristics of the DH1 plants
developed in the field, evaluated with the use of descriptive tools. The KEMS inducing
lineage is capable of inducing haploids. As for the protocols used, there were significant
differences in chromosome duplication and in the survival rate of DHO plants in the field,
with protocol 2 being more efficient. However, the use of descriptive tools to evaluate the
uniformity of the genotypes submitted to duplication protocols and the segregation of the
obtained double haploid materials was not efficient. Flow cytometry techniques and
microsatellite markers were efficient in the characterization of duplicate plants and the
anatomy showed high accuracy of the studied variables differing individuals through their
ploidy.

Keywords: double-haploid, induction, duplication, markers, anatomy, vigor.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O milho se destaca como uma das commodities mais importantes do agronegocio
brasileiro, posicionando o pais como o terceiro maior produtor mundial desse cereal, atras
apenas dos Estados Unidos e China e segundo maior exportador (CONAB, 2017). Dentro
desse cenario, o0 Brasil com uma area cultivada de 16,5 milhdes de hectares e producédo
estimada de 85 milhGes de toneladas de milho, é hoje um pais estratégico, pois representa
importancia no maior desafio da humanidade nos proximos anos: garantir o alimento que o
mundo necessita (CONAB, 2017).

Esse posicionamento do Brasil como pais estratégico no desafio de alimentar a
humanidade, considera além do eminente aumento populacional, a necessidade de aumentar a
produtividade.

Dos recursos tecnoldgicos imprescindiveis para 0 aumento dessa produtividade e
manutencdo da competitividade do agronegocio brasileiro, investe-se muito em pesquisa
genética aplicada ao melhoramento de plantas, impulsionando o desenvolvimento de novos
hibridos de milho a cada dia. Atualmente no pais, mais de 95% das sementes utilizadas para
plantio sdo de milho hibrido (CONAB, 2017).

No desenvolvimento de um novo hibrido é preciso desenvolver linhagens. Essas sao
obtidas apds sucessivas autofecundacdes, geralmente seis a oito. A partir desse momento,
inicia-se a segunda etapa do melhoramento de milho, na qual as linhagens sdo cruzadas em
diversas combinagdes e os hibridos resultantes, identificando-se as melhores combinacgdes
hibridas para produtividade e outros caracteres de interesse. Assim, apés 8 a 9 anos de
pesquisa, permanecem poucos produtos com consistente desempenho superior que podem
chegar a ser um produto comercial. E ainda, o0 método mais utilizado pelos melhoristas, apesar
do tempo de investimento (REN, 2017).

Das etapas citadas, o periodo que compreende a obtengédo de gendtipos homozigotos é
considerado o mais demorado e dispendioso. Reduzir o tempo necessario para a producdo de
uma nova cultivar significa reducdo nos custos e antecipacao dos lucros, sendo a busca de
novas tecnologias capazes de diminuir esse tempo, tarefa constante nos programas de
melhoramento genético.

Como alternativa, tem-se 0 uso de inducgéo de haploidia para obtengéo de linhas puras,
chamadas duplo-hapldides (DH). Essa técnica consiste no cruzamento de linhagens indutoras

de haploides com um genotipo doador, seguido da duplicagdo cromossdmica e
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autofecundacdo das DH, sendo uma técnica capaz de aumentar consideravelmente a
competividade e a dindmica dos programas de melhoramento por abreviar o tempo de
obtencéo de novos hibridos em até 18 meses (CHAIKAM, 2017).

Uma planta haploide caracteriza-se por possuir uma Unica cépia de cada cromossomo
caracteristico da espécie e apresenta, no tecido soméatico, 0 nimero n de cromossomos tipicos
dos gametas do organismo. Assim, uma planta haploide é considerada em estadio
esporofitico, entretanto com numero de cromossomos em estadio gametofitico (PIERRE et
al., 2011). A ocorréncia de haploides naturais em milho ocorre em uma taxa extremamente
baixa, uma em cada mil, segundo Chase (1963), ndo sendo suficiente para ser usada em
programas de melhoramento. No entanto, dois processos podem ser utilizados para aumentar
essa frequéncia de producdo de haploides, a inducdo genética (in vivo) e a técnica de cultura
de tecidos (in vitro), sendo a primeira mais utilizada por apresentar maior eficiéncia (PIERRE
etal., 2011).

Um ponto chave para a aplicacdo da inducdo in vivo em escala comercial é a
diferenciacdo adequada em questdo de eficiéncia, tempo e dinheiro, de plantas haploides e
diploides, tanto em estadios iniciais ou adulto das plantas, além do estabelecimento de
métodos precisos de duplicacdo cromossémica.

Marcadores morfologicos sdo comumente utilizados, mas sofrem forte influéncia do
ambiente. A citometria de fluxo por exemplo, estd sendo amplamente utilizada, dada a
facilidade e rapidez na preparacdo das amostras e na obten¢do dos resultados (COUTO et al.,
2013). Outra ferramenta que tem sido utilizada para a identificacdo de haploides sdo os
marcadores moleculares microssatélites SSR. Esses marcadores, por serem estaveis e
codominantes, possibilitam a separacdo dos individuos homozigotos dos heterozigotos. Além
dessas técnicas, a anatomia por meio da observacao de alteracdes anatdmicas que vao desde o
formato, nimero de estdmatos, distribuicdo e aumento do tamanho celular em individuos com
diferentes ploidias, tem sido estudada como alternativa para a diferenciacao de ploidias,

A producéo de linhagens duplo-haploides tem sido realizada por diversas empresas de
melhoramento de milho que afirmam dominar essa tecnologia, inclusive com protocolos
estabelecidos que Ihes garantem percentuais satisfatorios de plantas duplicadas. No entanto, as
metodologias empregadas por essas empresas nao estdo disponiveis a comunidade cientifica,
havendo a necessidade de mais estudos e adaptacdes desses protocolos por parte das
instituicdes publicas de pesquisas.

Estudos que comprovem a eficiéncia dessas técnicas de diferenciacdo de ploidias em

diferentes estadios de desenvolvimento da planta, bem como a otimizagdo dos protocolos de
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duplicacdo cromossémica na obtencdo de plantas duplo haploides, sdo necessarios. Dessa
forma, os objetivos no presente trabalho foram: avaliar a capacidade de inducdo de haploidia
do indutor KEMS, verificar a eficiéncia de dois protocolos de duplicacdo cromossémica
qguanto a obtencdo de haploides duplicados, estudar o uso de caracteres morfoldgicos como
marcadores na diferenciacdo de ploidias em plantas adultas, verificar a capacidade das
técnicas de citometria de fluxo e marcadores moleculares SSR na confirmagdo de duplo-
haploides e analisar a possibilidade de uso de caracteristicas anatdmicas como marcadores

adicionais na confirmacéo de obtencdo de duplo haploides e identificacdo de ploidias.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O milho no Brasil e no mundo

No ranking mundial de producdo de milho, Estados Unidos, China e Brasil despontam
como os trés maiores produtores desse cereal e juntos detém 65% da producdo desse gréo,
considerado hoje o principal cereal cultivado no mundo (IMEA, 2017).

Alta fonte energética e base alimentar em muitos paises, 0 milho é cultivado em mais
de 150 milhGes de hectares ao redor do mundo, com uma producdo global recorde em
2016/2017 de 1,04 bilhdo de toneladas e consumo de 1,03 bilh&o de toneladas (USDA, 2017).
Esse resultado de elevada producédo é fortemente influenciado pelo incremento da oferta em
paises da América do Sul, com destaque para Brasil e Argentina (USDA, 2017).

Com crescimento significativo de 31% em relacdo ao ano anterior, a producdo
brasileira na safra 2016/17 deve atingir 87,4 milhdes de toneladas, espalhada em 16,5 milhdes
de hectares. Estados como Minas Gerais e Parana despontam como os estados que apresentam
as maiores areas plantadas e consequentemente, expressivo aumento em producdo (CONAB,
2017).

No mercado externo, o Brasil desempenha papel fundamental atendendo paises com
consumo crescente desse cereal como Estados Unidos e China. Em 2017, apesar da queda nas
exportacGes em comparagcdo com 0 ano anterior, 0 pais exportou 243 mil toneladas até marco
de 2017, mantendo a terceira posicdo como 0 maior exportador de milho do mundo, atrds dos
Estados Unidos e Argentina (USDA, 2017).

A produtividade do milho no Brasil vem atingindo excelentes ganhos nestes altimos
anos, principalmente em relacdo a Gltima safra 2016/17. Com expressiva participacao de 45%
no mercado nacional de sementes, a dindmica de aumento de produtividade da cultura do

milho estd entre outros fatores, diretamente relacionada aos investimentos e utilizacdo no
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desenvolvimento de materiais de alta tecnologia, a exemplo dos materiais hibridos com
genética superior.
O mercado do milho hibrido

O milho é sem davida o exemplo mais notavel da utilizacdo do processo de hibridacéo
devido ao fenémeno da heterose, sendo a tentativa de produzir hibridos comerciais de milho
iniciada com o botanico e geneticista norte-americano George Harrison Shull em 1909, por
meio da obtencdo de plantas F1 resultante do cruzamento entre linhagens autofecundadas
(BUENO et al.,, 2006). Ele mostrou que ao autofecundar a planta eram produzidos
descendentes menos vigorosos. Repetindo o processo nas seis ou oito geragdes seguintes, 0s
descendentes fixavam caracteristicas agrondmicas e econdmicas importantes, chamadas de
linhas puras. Shull observou ainda que duas linhas puras diferentes ao serem cruzadas entre si
produziam descendentes com alto vigor, chamado de vigor hibrido ou heterose, originando o
milho hibrido (GUIA, 2006).

O uso comercial de sementes de milho hibrido, porém, s6 ocorreu anos mais tarde
guando o pesquisador Jones (1918) sugeriu 0 cruzamento entre dois hibridos simples,
surgindo o hibrido duplo. Os primeiros hibridos simples (HS) surgiram no mercado no inicio
da década de 1960 e eram mais produtivos e uniformes que os hibridos duplos, embora com
custo comercial mais elevado.

Em alguns sistemas de producdo, como o americano, a adogdo de sementes hibridas
foi bastante rapida e o ganho em produtividade obtido com a substituicdo de variedades
tradicionais pelos hibridos, significativo. Em 1930, quando ainda se adotava 0 uso de
variedades de polinizacdo aberta, a produtividade média era de 2.000 kg/ha™, passando para
6.000 kg/hat em vinte anos, sendo que 60% desse ganho, foi atribuido ao melhoramento
genético. Hoje, quase que a totalidade da area plantada com milho nos EUA, é de milho
hibrido (REN, 2017).

No Brasil, segundo pais a adotar o uso dessa tecnologia, as pesquisas de
melhoramento para a producdo de hibridos comecaram em 1932, porém o primeiro hibrido
duplo foi lancado somente em 1946, e o primeiro simples em 1952 (SAWAZAKI,
PATERNINANI, 2004). Com a nova realidade econémica da agricultura do milho houve a
necessidade de se obter o0 maximo de produtividade por hectare, ainda que houvesse um alto
custo na compra de insumos de qualidade. Isso resultou no abandono por parte das empresas
produtoras de sementes, dos hibridos duplos, passando aos hibridos triplos, aos simples
modificados e, finalmente, aos hibridos simples (SOUZA SOBRINHO, 2001).
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Atualmente o milho possui expressiva importancia no mercado de sementes,
correspondendo a 45% desse mercado, em nivel nacional. Somente, na safra 2016/2017, a
area cultivada com milho foi de 16,51milhdes de hectares. Desse total, mais de 95% das
sementes utilizadas para plantio foram de milho hibrido (CONAB, 2017). Segundo a Embrapa
na safra 2015/16, foram disponibilizadas 477 cultivares de milho, sendo 193 cultivares
convencionais e 284 cultivares transgénicas. Considerando todas as cultivares, 60,96% s&o
hibridos simples; 21,5% sao hibridos triplos, 10,23% sao hibridos duplos e 7,31% séo
variedades. Dentre as cultivares transgénicas, 78,24% séo hibridos simples, e o restante
(21,76%), sdo hibridos triplos (ROSA et al., 2017).

Esses dados refletem os altos investimento em tecnologia, a importancia dos
programas de melhoramento genético relacionados ao desenvolvimento de hibridos
superiores, a confianca do setor sementeiro na evolucao da cultura do milho e a importancia
do uso de sementes de qualidade visando o aumento da produtividade. O desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas de melhoramento, propiciou uma notavel contribuicdo para o
avanco da agricultura, dando suporte ao estabelecimento de uma vigorosa e competitiva

industria sementeira ao redor do mundo.

2.2 Etapas para obtenc&o do milho hibrido

Os melhoristas de plantas frequentemente se deparam com desafios na busca de maior
produtividade para as culturas. Pesquisas que minimizem o0s gastos com tratos culturais,
aplicacdes de fungicidas e inseticidas e que maximizem a obtencdo de genotipos com maior
adaptabilidade e producdo de grdo sdo fundamentais, e uma das metodologias mais
empregadas € o aproveitamento do fenémeno da heterose ou vigor hibrido.

Paterniani (1974), citou inimeras vantagens do uso do milho hibrido, entre elas a
associacao de caracteristicas de distintos genitores, a obtencdo de genotipos superiores em um
prazo relativamente curto, a exploracdo de interacdes génicas e da heterose na geracéo
hibrida, a produgédo de genitores uniformes e a producdo de milho hibrido comercial com
reflexos favoraveis sobre a economia da regido onde esse milho sera produzido. No entanto
segundo 0 mesmo autor, nos programas de melhoramento de milho ha pelo menos quatro
etapas para o desenvolvimento de cultivares: escolha de populac6es, obtencdo de linhagens,
avaliacdo da capacidade de combinacdo das mesmas e testes extensivos das combinacdes

hibridas obtidas, o que requer determinado tempo.
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No processo tradicional para a obtencdo do milho hibrido, o melhorista inicia os
trabalhos com a escolha do germoplasma que melhor atenda a seus propdsitos, sendo 0
sucesso de um programa de melhoramento de milho que visa a obtencdo de hibridos,
diretamente ligado a identificacdo da populacdo mais promissora para a extracdo de linhagens
(LIMA et al. 2000). Um erro nesta etapa, e todo o processo estara comprometido, uma vez
que sdo inumeras e variadas, as opcoes de populacdes a serem utilizadas.

Segundo Paterniani e Campos (1999), a producao de hibridos com alto desempenho
necessita do cruzamento entre linhagens elite, sendo que 0 processo para obtencdo dessas
linhagens envolve sucessivas autofecundagdes. Os descendentes S1 sdo semeados em linha e
os melhores, considerando diversas caracteristicas fenotipicas desejaveis, sdo selecionados e
novamente autofecundados formando progénies. Em geral, ap0s seis a oito autofecundacoes,
que levam de trés a quatro anos, em locais onde é possivel realizar duas safras por ano,
obtém-se uma nova linhagem que chega a aproximadamente 99,2% de homozigose (BUENO;
MENDES; CARVALHO, 2001).

A partir de certa porcentagem de endogamia, essas linhagens entram em um processo
de avaliagdo em cruzamentos, que visa a identificacdo dos hibridos com melhores
caracteristicas agronémicas. O cruzamento de duas linhagens endogamicas restaura o vigor
em uma combinacdo hibrida especifica, sendo o teste de top cross, sugerido em 1927 para
avaliacdo da capacidade de combinagéo das linhagens, o mais consolidado e utilizado nos dias
de hoje.

A obtencdo de novas linhagens € um processo relativamente simples. Milhares de
linhagens podem ser criadas por ano em um programa de melhoramento, mas em apenas
algumas consegue-se aliar as caracteristicas “per se” a capacidade especifica ou geral de
combinacdo para gerar bons hibridos. Uma vez gerados, a etapa final é a producdo de

sementes e posterior comercializagéo.

2.3 Duplo haploides: metodologia alternativa para a obtencédo de milho hibrido

Dentre as etapas citadas no item anterior para o desenvolvimento do milho hibrido, a
obtencédo de linhagens é a mais demorada e normalmente a de custos mais elevados, uma vez
que para se atingir a homozigose, ha a necessidade de tempo, espaco e mao de obra
(PATERNIANI; CAMPOS, 1999).

Varios métodos sdo descritos como alternativos para a obtengdo de linhagens, dentre
eles citam-se o método de selecdo massal que é feito por meio da selegdo fenotipica dos
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melhores individuos com base na geragdo F2, tendo continuidade nas geragdes seguintes. No
método bulk que se inicia na geracdo F2, as plantas sdo colhidas juntas e uma amostra das
sementes € retirada para compor a populacdo que dara origem a proxima geracao. O método
do descendente de uma semente (SSD) possibilita 0 avango de geracfes em condicdes de casa
de vegetacdo por necessitar de menor espaco. Além do método genealdgico, considerado hoje,
0 método mais popular entre os melhoristas de milho, uma vez que plantas na geragdo F2 ou
S0 sdo selecionadas visualmente, colhidas separadamente e semeadas em linhas F2:3, onde as
melhores progénies sdo selecionadas. O processo se repete até a geracdo F4:5 ou F5:6
(BARBOSA, 2009).

No entanto, em fun¢do do tempo demandado e do elevado custo para a obtencédo das
linhagens, considerando os métodos descritos acima, os melhoristas de plantas tém ha tempos
procurado alternativas que agilizem e reduzam o custo para o processo de obtencdo de
linhagens. Uma dessas alternativas, consiste da producdo de linhagens homozigotas pelo uso
de haploides duplicados, também conhecida como tecnologia de duplo-haploides ou di-
haploides (PIERRE et al., 2011), a qual foi proposta pela primeira vez por Chase em 1952
para a cultura do milho, sendo hoje difundida para outras espécies como, aveia, trigo, soja e
canola (BARBOSA, 2009).

Para obter individuos duplo-haploides, inicialmente é necessario induzir o individuo a
condicdo haploide e assim, ap6s a duplicacdo de seus cromossomos por meio de agentes
antimitoticos, restaurar a condicdo diploide do individuo. Plantas haploides séo portadoras de
uma unica cépia de cada cromossomo, e apresentam no tecido somaético, o nimero n de
cromossomos tipicos dos gametas do organismo (PIERRE et al., 2011). Assim, uma planta
haploide é considerada em estadio esporofitico com nimero de cromossomos de estadio
gametofitico, sendo, portanto, menores e menos vigorosas do que as plantas dipldides, mais
sensiveis & doengas e fontes de estresse e, sobretudo apresentam alto grau de esterilidade. A
duplicacdo de seu numero cromossdmico de maneira espontanea, ou induzida pela aplicacao
de agentes mitoticos, a exemplo da colchicina, recupera a condicdo diploide e restaura a
fertilidade (REN, 2017).

A ocorréncia de haploides naturais na cultura no milho foi descrita pela primeira vez
por Chase (1952) como extremamente baixa, sendo sua ocorréncia de uma a cada mil plantas,
e limitante para os programas de melhoramento genético. Entretanto, existem processos
utilizados que aumentam essa frequéncia de producdo de haploides, sendo eles a indugéo in

vivo e a indugéo in vitro.
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A inducdo in vitro abrange as técnicas de cultura de anteras, cultura de micrdsporos,
cultura de ovarios e resgate de embrides. J& a inducdo in vivo utiliza os processos de
cruzamentos divergentes ou uso de linhagens indutoras de haploidia. A cultura de anteras e 0s
cruzamentos interespecificos sao metodologias consideradas eficientes em cevada, trigo,
brassicas e outras espécies, mas ainda ndo apresentam uso potencial na cultura do milho
(BOREM, 1997).

Nos processos de indugdo in vivo, 0 método de cruzamentos divergentes tem sido
utilizado com sucesso em culturas como milho, trigo, cevada, batata e outras. Entretanto, a
inducdo genetica (in vivo), por meio do uso de linhagens indutoras de haploidia e posterior
duplicacdo cromossémica, tem sido 0 método mais utilizado pelas empresas multinacionais.

devido a sua maior eficiéncia.

2.4 Método in vivo - Uso de linhagens indutoras da haploidia

O primeiro registro de plantas haploides de milho foi feito por Randolph em 1932. Em
1947, Chase relatou a ocorréncia natural de plantas haploides de milho em populagdes tipicas
dos Estados Unidos. A partir de entdo, os pesquisadores entenderam rapidamente o potencial
que essas plantas haploides poderiam ter na melhoria genética do milho. Por meio da
aplicacdo da colchicina, o genoma das plantas haploides poderia ser duplicado, produzindo
assim plantas diploides homozigo6ticas em um curto periodo de tempo (BLAKESLEE;
AVERY, 1937, GAYEN et al., 1994). As linhas resultantes deste processo foram chamadas
de haploides duplicados (DHSs).

Dois métodos sdo comumente usados para produzir plantas haploides duplicadas:
técnica de cultura de tecidos (in vitro) e inducdo genética (in vivo). A cultura de anteras no
milho é um método caro, com baixa taxa de regeneragdo de plantulas e é muito dependente do
genotipo utilizado (BECKERT, 1994, SHATSKAYA et al., 1994). Ja a indugéo de haploides
in vivo é realizada com linhagens indutoras e, em seguida, a colchicina é aplicada para induzir
a duplicacdo cromossémica. Essas, chamadas linhagens indutoras, produzem sementes
haploides quando cruzadas com outro material (doador). O processo de producdo de haploides
duplicados pelo uso de linhagens indutoras € simples, eficiente e barato. (COUTO et al.,
2013)

Para a inducdo de haploides in vivo em milho, dois sistemas podem ser utilizados
induzindo a obtengdo de haploides de origem materna (giminogenéticos) ou paterna
(androgenéticos), dependendo do tipo de linhagem empregada. No caso do sistema
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giminogenético, a linhagem indutora é utilizada como genitor masculino e fonte de pdlen
(doadora), assim o genoma dos gréos haploides originarios, sera de origem materna e serdo
chamados de haploides maternos (CHOE, 1959). Se a linhagem indutora utilizada for usada
como fémea, entdo os haploides gerados serdo de origem paterna. Neste caso, o citoplasma
sera derivado da linhagem indutora (KERMICLE, 1969).

Esforcos tem sido feitos no desenvolvimento de linhagens indutoras para aumentar a
eficiéncia do metodo de duplo haploide por meio da melhoria das taxas de inducéo.
Inicialmente, taxas de inducdo de até 3,2% foram relatadas por Coe (1959) em cruzamentos
com uma linhagem chamada Stock 6 que gera haploides de origem materna ou
giminogenéticos e é utilizada como genitor masculino nos campos de inducdo. Uma outra
linhagem, conhecida como Wisconsin 23 (W23), gera haploides androgenéticos, utilizada nos
campos de indugdo como progenitor feminino. A taxa de inducdo é relativamente menor,
variando de 1 a 3% (KERMICLE, 1969). Lashermes e Beckert (1998) avangaram ainda mais
desenvolvendo uma linhagem indutora, chamada WS14, com taxas de indugéo variando de 3
a 5 %. Esta linhagem foi proveniente do cruzamento da W23ig com Stock 6. Sarkar et al.
(1994) e Shatskaya et al. (1994) obtiveram taxas de inducdo ainda maiores ao combinarem
Stock 6 com germoplasma indiano e russo, respectivamente.

Uma das linhagens indutoras mais eficazes usadas hoje em dia é chamada RWS,
desenvolvida pela Universidade de Hohenheim e que apresenta taxa média de inducdo de 8%
(ROBER et al., 2005). Outras linhagens indutoras comercialmente disponiveis com altas taxas
de inducdo sdo as PHI-1,2,3,4, que foram desenvolvidas pela empresa privada romena
Procera. Suas taxas de indugdo variam de 10% a 16%, apresentam boa expressdo dos genes
marcadores e melhores caracteristicas agronémicas. Os autores trabalharam o cruzamento da
linhagem MHI como fonte de caracteristicas de plantas favoraveis e boa taxa de inducdo, com
a linhagem Stock 6, fonte dos genes marcadores B1 e PI1, os quais permitem que os haploides
sejam identificados pela falta de antocianina em plantulas (ROTARENCO et al., 2010).

Uma linhagem indutora € assim caracterizada como uma planta capaz de
quebrar/bloquear a dupla fertilizacdo e eventualmente, produzir sementes haploides (DANG
et al., 2012). Na fertilizacdo normal de um dvulo, um dos nucleos reprodutivos do grdo de
polen fertiliza a oosfera, formando a célula ovo ou zigoto, esta por diferencia¢do, origina o
embrido. O outro nucleo reprodutivo se funde com os nucleos polares, formando uma célula
triploide, que apds se dividir mitoticamente, origina o endosperma, tecido de reserva das

sementes.
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Os mecanismos e razdes que explicam a inducdo e ocorréncia do embrido haploide em
milho ndo sdo completamente compreendidos. Com base nos resultados de Rober et al.
(2005), anormalidades na microesporogénese e na fertilizagdo podem ser a razéo para tal fato
ocorrer.

Para 0 caso de indutores gimnogenéticos, em que o indutor é o doador de pdlen, a
exemplo da Stock 6, ha indicios de que para a formacdo de plantas haploides, dois nucleos
espermaticos sdo desenvolvidos com diferentes velocidades (BYLICH; CHALYK, 1996).
Como resultado, somente um dos nucleos espermaticos atinge o estdgio pronto para a
fertilizacdo. A existéncia de somente um nucleo espermatico normal em um grdo de pélen
pode ser a razdo para a quebra da fertilizacdo dupla e o desenvolvimento de sementes com
embrides haploides. Até o0 momento ndo existem estudos que confirmem essa hipotese.
Também, pode ser que os indutores com anomalias reprodutivas, como a ocorréncia de
microsporocitos aneuploides (CHALYK et al.,, 2000) ou um aumento na taxa de
heterofertilizacio (ROTARENCO; EDER, 2003) sejam capazes de induzir a embriogénese
haploide pela ndo penetracdo de um dos nucleos reprodutivos na oosfera.

Ja o controle genético do sistema androgenético tem recebido muita atencdo. Os
haploides androgenéticos, de origem paterna, segundo Kermicle (1973), podem ser gerados
por influéncia de uma mutacdo espontdnea em razdo da presenca do alelo recessivo,
gametofito indeterminado (ig). O alelo recessivo desse gene induz a producdo de haploides a
partir do gameta masculino e causa algumas alteracbes no desenvolvimento do saco
embrionario (LASHERMES; BECKERT, 1988). Quando ocorre uma megasporogénese
normal, ocorrem trés mitoses sucessivas resultando em um saco embrionario com oito
nacleos. Sob a acdo do gene ig, algumas megasporogéneses sofrem quatro ou mais mitoses,
resultando em um saco embrionario com uma quantidade anormal de nucleos, com 16 nacleos
ou mais. Por essas divisdes mitoticas adicionais, o individuo mutante que apresenta o alelo
igl exibe uma heterofertilizagdo, poliembrionia e variagdo no nivel de ploidia do endosperma
depois da fertilizacdo. Segundo Lin (1981), provavelmente, 0s sacos embrionarios com
oosfera degenerada favorecem o desenvolvimento de um ndcleo reprodutivo de gréo de poélen,
sem que tenha ocorrido a fertilizagéo, dando origem a um embrido haploide.

Apesar do processo de indugdo ndo ser ainda bem compreendido, vérias iniciativas
foram realizadas com o intuito de aumentar a frequéncia de inducdo de haploides com
indutores melhorados. Esse desenvolvimento aumentaria a eficiéncia da técnica duplo
haploide, pois reduziria o tempo necessario para selecionar um nimero adequado de gréos

haploides e diminuiria 0 nimero de cruzamentos necessarios para obté-los. Uma possivel
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desvantagem de se obter linhagens indutoras com taxas de inducdo elevadas é que pode se
tornar dificil manter uma linha de indutor, uma vez que quando auto-polinizada, parte de seus
gréos seriam haploides e visualmente indistinguiveis dos graos diploides.

Desde 2007, no programa de milho do CIMMYT tem-se trabalhado com a otimizacéo
da tecnologia DH, especialmente, para ambientes tropicais e subtropicais, em parceria com a
Universidade de Hohenheim, na Alemanha (PRASANNA, 2012). Linhagens tropicais com
taxas que variam de 8 a 10% de inducdo de haploidia ja foram desenvolvidas com essa
parceria (PRIGGE et al., 2011). Além disso, desenvolveram uma linhagem indutora tropical
de raiz vermelha que possibilita que plantulas haploides sejam selecionadas com precisdo
antes da duplicacdo, devido a auséncia da coloracdo vermelha (CHAIKAM et al., 2017).
Dessa maneira, é possivel a obtencao de linhagens tropicais adaptadas as condicGes brasileiras
com taxas relevantes de inducdo e que permitam a utilizacdo e difusdo em ampla escala dessa

tecnologia.

2.5 ldentificacdo e morfologia de haploides ap6s a inducéo de haploidia

Sementes haploides, geradas por meio do uso de linhagens indutoras, sdo separadas de
sementes diploides através do uso de uma combinacdo de marcadores dominantes presentes
no endosperma, embrido e caule (NANDA; CHASE, 1966; CHASE, 1963; ROBER, 1999;
EDER; CHALYK, 2002). O marcador fenotipico e alelo dominante R1-nj do gene de "cor
vermelha" R1, conduz a producdo de antocianinas na camada de aleurona (tecido de
endosperma) localizado na regido superior da semente referida como coroa. Também provoca
producdo de antocianina no escutelo (tecido embrionario). Quando linhagens indutoras
homozigotas para este gene séo cruzadas com doadores ndo pigmentados, esses marcadores
permitem a diferenciacdo de sementes haploides e diploides. Haploides possuem embrido
branco e endosperma roxo, enquanto as diploides possuem embrido e endosperma roxos. O
tamanho e a intensidade da pigmentacdo dependem do gendtipo do doador.

O endosperma é formado por um tecido triploide, sendo um conjunto haploide do
parental masculino e dois do parental feminino. JA& o embrido é formado por um tecido
diploide. Como o marcador morfoldgico R-navajo é dominante em um cruzamento, esse sera
expresso no endosperma. No caso de um embrido haploide, 0 marcador ndo sera expresso,
pois 0 embrido ndo contém o genoma da linhagem indutora que carrega o alelo marcador. O
alelo marcador R1-nj tem penetrancia incompleta e expressividade variavel, ndo fornecendo

uma indicacdo precisa das sementes haploides (BELICUAS et al., 2007). Alem disso, é
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recomendavel analisar e separar sementes haploides apds a colheita, uma vez que a etapa de
secagem gera uma coloragdo mais escura no embri&o, contribuindo para uma selegéo errada
de haploides (PRIGGE et al., 2011).

Além do marcador R-navajo, mais comumente usado, sdo encontrados na literatura
diversos métodos para a identificacdo de haploides utilizados na cultura do milho. A
determinacdo do nivel de ploidia pode ser realizada diretamente, por meio da contagem
cromossémica (RIBEIRO, 2016) ou pela citometria de fluxo (DOLEZEL, 1997; BARRET;
BRINKAMANN; BECKERT, 2008; DANG et al., 2012; CHOE, 2012). Métodos indiretos
envolvem a caracterizagdo citoanatdbmica e morfoldgica, como por exemplo a diferenciacdo
das plantas haploides e diploides com base na coloracdo das raizes e do coledptilo (os genes
Bl e PI1 em conjunto e adicionais ao gene R1-nj, sdo responsaveis pela pigmentacéo
independente da luz, das raizes e do coledptilo em plantulas F1), (ROTARENCO; DICU;
SARMANIUC, 2009), vigor de planta (BATISTELLI et al., 2013; RIBEIRO, 2016), pesagem
(SMELSER, 2015), tolerdncia a herbicidas (TSENG, 2012), triagem baseada em
infravermelho préximo reflectancia espectroscopia — NIRS (TSENG, 2012; JONES, 2012),
marcador glossy 1 (BORDES et al., 2006), marcador vermelho de raiz (CHAIKAM et al.,
2017), analise anatdbmica de estdmatos (CHOE et al., 2012), e, ainda, nimero de cloroplastos
nas células guarda (HO, 1990), consistem em alguns deles.

Outro método para a diferenciacdo de grdos haploides sendo desenvolvido, baseia-se
no fato de que os embrides haploides ttm menor concentracdo de 6leo do que embrides
diploides F1, devido ao menor tamanho de seus embriGes. Essa caracteristica permite a
diferenciacdo automatizada de gréos, o que tornaria 0 processo muito mais barato e mais
rapido. A Universidade de Hohenheim por exemplo, langou duas linhagens indutoras, UH600
e UH601, que contém altas taxas de Oleo (~10%) e boas taxas de inducdo (~8%)
(MELCHINGER et al., 2013).

Muitos desses métodos sdo utilizados de forma associada por ndo serem totalmente
eficientes e induzirem selecdo de falsos haploides ou por serem trabalhosos e dificilmente
aplicaveis em grande escala. Tseng (2012) ressalta que ha grande demanda de procedimentos
simples e eficazes para a identificacdo de haploides. A autora define, ainda, que um processo
ideal de identificacdo deve ser: (i) viavel, de preferéncia durante a fase de sementes ou mudas;
(ii) aplicavel para todas as origens geneticas e todos os germoplasmas; (iii) deve ser rapido e

de baixos custos e (iv) deve ter a possibilidade de éxito com a automacao.
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2.6 Morfologia de haploides

O vigor da plantula de milho pode ser um método indireto usado como pardmetro para
a eliminacdo de falsos haploides e selecdo de possiveis haploides (BATTISTELLI et al.,
2013; RIBEIRO, 2016). Segundo Magoon e Khanna (1963), os haploides sdo caracterizados
por caracteristicas morfologicas diminutivas, comportamento citolégico peculiar e um modo
de reproducédo aberrante. Battistelli et al. (2013) caracterizaram as plantulas haploides como
de baixo vigor, com radiculas e coleoptilos menores. Couto et al. (2013) observaram que 0s
haploides geralmente sdo de tamanho reduzido devido ao volume de suas células. VVanous
(2011) relata que as plantulas haploides gimnogenéticas obtidas, a partir do processo de
inducdo in vivo, possuem caracteristicas fisicas muito diferentes das plantas diploides. No
geral, estes e diversos outros autores definem as plantas haploides como menores e menos
vigorosas em comparacio com as diploides (ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005;
FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; BOREM, 2012; RIBEIRO, 2016).

No entanto, de acordo com Dwivedi (2015) a selecéo de haploides por meio do vigor
ndo pode ser considerada um método confiavel, especialmente se as diferencas de ploidia séo
pequenas e muitas vezes estdo sujeitas aos efeitos ambientais. Couto et al. (2013) também
evidenciaram que as caracteristicas morfoldgicas, 0s pesos, 0s comprimentos, as espessuras e
as larguras das sementes haploides ndo sdo dados confiaveis para a selecdo visual dos
haploides putativos em funcdo da grande variagdo. Além disso, os autores observaram que 0s
valores médios dos pesos e tracos morfométricos das sementes hibridas diploides e haploides
confirmados por citometria de fluxo mostraram valores aproximados, indicando mais uma vez
que os tracos morfométricos ndo constituem dados confidveis na selecdo de sementes
haploides. Ressaltaram, ainda, que as sementes haploides sdo praticamente do mesmo
tamanho que as sementes diploides, dificultando a diferenciacdo entre elas no momento da
selecdo.

Belicuas et al. (2007) observaram que os haploides apresentaram tamanho pequeno,
auséncia de ligula, presenca de folhas frageis e quebradigas e apresentaram um arranjo de
folhas diferente, quando comparado a um individuo diploide. No entanto, observou que varias
plantas consideradas diploides por citometria de fluxo também foram de tamanho pequeno.
Os autores relataram, ainda, que os parametros relacionados a cor da semente e a altura de
planta ndo se revelaram como fenotipos confiaveis para discriminar os haploides de milho.

Ambos os tracos foram fortemente, influenciados por condigdes ambientais e genotipos,
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reforcando a importancia de se ter um método preciso e de alto rendimento para identificacdo
de haploides.

No entanto, em trabalho recentemente publicado, Chaikam et al. (2017) sugerem um
novo sistema de diferenciacdo de haploides e diploides baseado em caracteristicas de
comprimento do coleoptilo, comprimento da raiz e nimero de raizes seminais em plantulas,
contemplando ainda a necessidade de outras avaliagcbes baseadas nas caracteristicas iniciais

das plantulas capazes de diferenciar estes materiais.

2.7 Etapa da duplicagéo cromossomica artificial em haploides de milho

A duplicacdo cromossdmica costumava ser uma restricdo a producdo de linhagens
duplo-haploides em escala comercial, em razdo da baixa eficiéncia dos protocolos de
duplicacdo e da duplicacdo espontanea ocorrer em baixa frequéncia, geralmente a uma taxa de
0 a 10%, dependendo do genotipo utilizado (BELICUAS, 2012).

Plantas haploides contém somente uma cépia de cada cromossomo em suas células.
Em seus tecidos reprodutivos, divisdes celulares meidticas ndo sao regulares, uma vez que 0s
pares de cromossomos homdlogos ndo podem ser formados, ndo permitindo a producédo
normal de células gaméticas masculinas e femininas. Dessa maneira, plantas haploides séo
estéreis. Assim, o objetivo da duplicacdo cromossdmica é que as plantas haploides possuam
fertilidade, de maneira que elas possam ser autofecundadas e gerar as linhagens duplo-
haploides (DH).

Para isso, alguns métodos de duplicacdo cromossdmica foram desenvolvidos e
consistem basicamente em colocar a plantula ou semente em contato com os inibidores
mitéticos ou até mesmo injetar uma quantidade ideal de inibidores como a colchicina, agentes
antimicrotdbulos ou herbicidas antimicrotibulos, pronamida, 6xido nitroso, carbanatos,
benzamidas, &cidos benzoicos, entre outros, nas plantas de interesse (DEIMLING et al.,
1997).

O blogueador antimitatico colchicina (C22H2sN) € um alcaldide extraido de sementes e
bulbos de uma lilidcea e é um dos agentes mais utilizados em protocolos de duplicacdo
cromossdmica. Atua no final da profase mitética, se ligando a tubulina e impedindo a
polimerizacdo dos microtubos que compbem as fibras do fuso, levando a ndo separacdo das
cromatides-irmas e a consequente ndo migracdo dos cromossomos para 0s pélos da célula.
Células que anteriormente eram x (haploides) passam a ser 2x (diploides) (BELICUAS et al.,
2007). Segundo Castillo et al. (2009) trés fatores principais influenciam na duplicacéo
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cromossémica por meio de colchicina: tempo, concentracdo e genétipo (BELICUAS et al.,
2007).

Trabalhos relacionados a duplicacdo cromossémica em milho, sdo escassos na
literatura e os protocolos relatados ao serem reproduzidos, ndo possibilitam alcancar os
resultados esperados (PIERRE et al., 2011). Zabirova et al. (1996), por exemplo, injetaram na
planta, a solucdo de colchicina a cerca de 3 a 5 mm do &pice da planta. Apés a injecao, as
plantulas eram mantidas no escuro a 18°C por dois dias, para serem em seguida,
transplantadas para o campo. No entanto, o maior avanco no protocolo de duplicacdo foi
realizado por Deimling; Rober; Geiger (1997). Esses autores cortaram as raizes das plantulas
haploides, deixando-as submersas em solucéo contendo colchicina (0,06%) e dimetilsulfoxido
(DMSO) (0,5%) por 12h a 18°C no escuro,

Chalyk (2000), comparou a eficiéncia dos métodos citados e avaliaram também a
porcentagem de linhagens DH com penddo fertil, para verificar se a fertilidade das plantas é
alterada ap0s a exposicdo das mesmas ao agente quimico de duplicacdo. Esse autor concluiu
gue o método proposto por Deimling, Rober e Geiger (1997) permitiu maior obtencdo de
haploides férteis duplicados, com taxa de duplicacdo de 32 a 38%. Esses resultados foram
confirmados anos mais tarde por Batistelli et al. (2013) cuja taxas de duplicagdo variaram de
59% a 80%

Couto et al. (2015) testaram dois protocolos de duplicacdo. O primeiro deles foi
sugerido por Prasanna, Chaikam e Mahuku (2012), por meio do qual foi realizada a imersdo
das plantas por 12horas em solucdo contendo 0,04% de colchicina e 0,5% de DMSO, a 20°C e
no escuro. No segundo protocolo, somente as raizes foram submersas em solucdo contendo
0,1% de colchicina, 0,1% de DMSO e 0,1% de Tween 20, por um periodo de 6 horas, na
presenca de luz, em temperatura média de 22°C. Os autores observaram maior taxa de plantas
duplicadas quando da utilizagdo do segundo protocolo, 69,33%, quando comparado ao
protocolo 1, de 51,32%.

Empresas produtoras de sementes tém utilizado essa tecnologia e parecem conseguir
percentuais satisfatdrios de plantas duplicadas. No entanto, as metodologias empregadas por
essas empresas ndo estdo disponiveis a comunidade cientifica, havendo a necessidade de mais

estudos e adaptacdes desses protocolos os quais possam ser utilizados por outras instituicdes.
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2.8 Metodologias para identificacdo de plantas duplicadas

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia e a acuracia na identificacdo da ploidia em
plantas, metodologias alternativas vém sendo desenvolvidas e testadas em diferentes espécies
de plantas e sdo usadas como ferramentas complementares a anélise morfoldgica, a exemplo
da citometria de fluxo, uso de marcadores moleculares de DNA e mais recentemente a
anatomia foliar.

Inicialmente usada para a contagem e andlise de células sanguineas humanas, a
citometria de fluxo apresentou o0 primeiro sucesso em vegetais quando Heller (1973),
trabalhou com plantas de feijao e observou vérias aplicacBes dessa técnica, entre elas a analise
do contetdo de DNA e o estudo de niveis de ploidia das células. Anos mais tarde, HESLOP-
HARRISON; SCHWARZACHER (2001), verificaram outras caracteristicas, como a
caracterizagdo de hibridos sométicos e a verificagdo do contetdo de DNA de cada
cromossomo do complemento de uma espécie, além da possibilidade de realizacdo de
comparacgOes inter e intraespecificas do tamanho nuclear (RABEL, 2008; LI et al., 2009;
BATTISTELI etal., 2013; COUTO et al., 2013, 2015).

A citometria de fluxo permite a quantificacdo de dezenas de amostras por dia, além de
ser uma técnica bastante precisa e um método ndo destrutivo, capaz de detectar mixoploidias
(FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; BOREM, 2012). Envolve a analise das propriedades
Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem em suspensdes liquidas.
Essas particulas em suspensdo movem-se no tampéo de extracdo, no interior de um capilar, e
séo introduzidas no aparelho citdmetro, no interior de uma camara de fluxo preenchida por
um fluido e que apresenta uma velocidade muito superior a da suspensdo. Os sinais de cada
particula vdo se acumulando em tempo real na forma de histogramas mono ou bi paramétricos
que sdo visualizados em computador. Dessa forma, pode-se verificar simultaneamente as
distribuicbes dos valores de frequéncia e/ou densidade de cada parametro utilizado
(DOLEZEL, 1997).

Para a interpretacdo dos histogramas, deve-se compreender que para a formacgéo/
desenvolvimento de uma planta, dois processos estdo envolvidos: crescimento e
diferenciacdo. A partir do embrido ou zigoto, ambos 0s processos agem conjuntamente
produzindo um individuo adulto, sendo a diferenciacdo um termo qualitativo e o crescimento
um termo quantitativo, uma vez que o crescimento esta relacionado a mudancas de tamanho e,

ou massa, e a diferenciagdo a um processo de especializagéo celular.
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Nos eucariontes, o crescimento e a divisdo celular sdo processos ciclicos. As células
antes de entrarem no processo mitdtico, passam por um ciclo interfasico que € uma sequéncia
de eventos que ocorre entre o final de uma divisdo e inicio de outra, ou seja, um preparo para
a proxima divisdo. Basicamente, o tempo entre cada mitose encontra-se dividido em trés
fases: G1, S e G2, com duracdo variavel entre espécies. A quantidade de DNA medida em
picogramas de uma célula haploide é C. Assim, nos estadios G1 e G2, a célula apresenta 2C e
4C de DNA respectivamente. Durante o periodo de crescimento celular, conhecido como G1,
a célula estd aumentando de tamanho e uma célula diploide apresenta duas copias de cada
cromossomo 2C. Na fase S ocorre a replicacdo do DNA, apresentando assim, um contetido 4C
celular. Na fase G2 h&a um novo crescimento celular em que o conteido de DNA é mantido
4C (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2013). Em seguida, ocorre a mitose, denominada fase M,
onde cada nucleo possuird novamente contetdo 2C de DNA (RAMALHO; FERREIRA;
OLIVEIRA, 2012).

Quando as células estdo em desenvolvimento, o nimero de nucleos na fase G1 é maior
do que na G2 (HOWARD; PELC, 1986). Assim, quando os citbmetros quantificam o nivel de
ploidia das células, os histogramas apresentam picos de maior intensidade no canal referente a
fase G1 do ciclo celular, enquanto, a fase G2 apresenta picos de menor intensidade. A
quantificacdo do nivel de ploidia por esse método é realizada pela leitura da intensidade da
fluorescéncia emitida por cada nucleo, corados com fluorocromos especificos para DNA, e
transformada em um ponto no histograma. As ploidias sdo estimadas comparando-se 0s picos
G1 de uma amostra, com o pico de uma amostra de planta padrdo com nivel de ploidia
conhecido, a exemplo da comumente utilizada para essa técnica: Vicea faba (2C: 26,9 pg)
(DOLEZEL; BARTQOS, 2005). Esse procedimento permite mensurar o tamanho do genoma
nuclear em picogramas (pg) de DNA e/ou em pares de bases (Mbp); sendo que 1 pg de DNA
corresponde a 978 Mpb (DOLEZEL et al., 2003).

O emprego da citometria de fluxo para a determinacdo de ploidia em muitos acessos
de espécies cultivadas foi bem-sucedido, mas é na cultura do milho, na tecnologia duplo-
haploide, que ela é mais empregada (BELICUAS et al., 2004; DANG et al., 2012, GEIGER;
SCHONLEBEN, 2011).

Battistelli (2013) apds duplicar artificialmente plantulas de milho, identificou por
citometria de fluxo, plantas com varios niveis de ploidia, tais como haploides,
haploides/diploides, diploides e diploides/tetraploides. Os mesmos autores utilizaram a
citometria de fluxo e marcadores moleculares microssatélites para confirmar a ploidia de

individuos DH. Observaram que todas as plantas confirmadas como haploides pela citometria
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de fluxo foram, também, assim identificadas por meio dos SSR. Couto et al. (2013)
realizaram cruzamentos entre a linhagem indutora de haploidia W23 e o hibrido P30F90 e
apos selecionar os provaveis haploides, detectaram por meio de citometria de fluxo, quatro
haploides androgenéticos em milho.

Assim, a técnica de citometria de fluxo tem sido utilizada para a identificacdo de
individuos haploides de milho devido sua rapidez e acuracia. Em experimentos com duplo-
haploides, a citometria de fluxo permite que plantulas vigorosas e detectadas como diploides
nos histogramas sejam descartadas antes da etapa de campo, diminuindo tempo e espaco. Esse
descarte facilita as proximas etapas, maximizando os cuidados no campo com as plantulas
haploides que foram duplicadas. Além disso, a citometria de fluxo permite a andlise da
eficiéncia do protocolo de duplicacdo cromossdmica, uma vez que é possivel confirmar se a
resposta das plantulas a duplicacdo foi positiva (BATTISTELLI, 2013; COUTO et al., 2013;
DANG et al., 2012).

Em alguns estudos genéticos utilizou-se marcadores morfoldgicos determinados por
mutacdes simples em um gene particular gerando alterac6es fenotipicas de facil identificacéo
no organismo. Apesar das contribuicbes para o estabelecimento dos principios do
mapeamento genético e das andlises de ligacdes génicas, o numero reduzido de marcadores
fenotipicos disponiveis, a auséncia de ligacdo destes com caracteres de importancia
econdmica, os efeitos deletérios das mutacgdes e a baixa confiabilidade dos resultados, limitam
sua utilizacdo (GUIMARAES; MOREIRA, 1999).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a manipulacao
do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de marcadores moleculares
disponiveis atualmente. A principal vantagem é a possibilidade de analisar intrinsecamente o
gendtipo de um individuo sem a necessidade da ocorréncia da expressao fenotipica e,
consequentemente, excluindo-se a influéncia do ambiente, além de permitirem uma ampla
amostragem do genoma de um individuo (TOPPA; JADOSKI, 2013).

Dos marcadores moleculares que se baseiam na analise do DNA gendmico, estdo o
RFLP ou polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo, o RAPD ou
polimorfismo de DNA amplificados ao acaso, 0 AFLP ou polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados, e os Microssatélites (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
Dentre esses, 0s microssatélites ou SSR tém sido preferidos a outros tipos de marcadores, em
funcdo da agilidade da técnica de PCR, além de apresentarem frequéncia relativamente alta no
genoma, inclusive intragénicos (AKKAYA; BHAGWAT; CREGAN, 1992).
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Esses SSR correspondem a um grupo de marcadores de amplificagéo, o qual utiliza a
técnica denominada de polymerase chain reaction (PCR). Essa técnica envolve a sintese
enzimatica in vitro de multiplas copias de um segmento especifico de DNA na presenca da
enzima DNA polimerase. A sintese de DNA ¢ iniciada por meio desta enzima a partir de um
pequeno segmento chamado primer e permite a posterior visualizagdo em gel de agarose ou
poliacrilamida sob eletroforese (BOREM; CAIXETA, 2009). Além disso, as sequéncias de
DNA que flanqueiam esses marcadores sao geralmente, conservadas entre os individuos de
uma mesma espeécie, permitindo a selecdo de primers especificos que amplificam fragmentos
contendo o DNA repetitivo em todos os gendétipos. Assim, cada SSR constitui um loco
genético altamente varidvel, multialélico e de grande contetdo informativo (SILVA, 2009).

Os microssatélites apresentam-se como uma das classes de marcadores promissoras
para a utilizacdo nos programas de melhoramento, uma vez que sdo marcadores co-
dominantes e multialélicos, sendo capazes de distinguir individuos homozigotos de
heterozigotos e fornecer um elevado nivel de informacfes genéticas por loco. Mesmo em
gendtipos de milho que possuem base genética estreita, por meio dos marcadores SSR €
possivel detectar alto numero de alelos por loco (RABEL, 2008). Alem disso, sdo altamente
reproduziveis e estaveis dentro de uma determinada espécie, permitindo o intercdmbio de
informacdes entre diferentes grupos de pesquisa, 0 que facilita sua utilizacdo na selecéo
assistida e na integracdo de mapas genéticos.

Em varios trabalhos tem sido descrita a aplicacdo desses marcadores na caracterizacao,
confirmacdo e andlise de introgressdo génica em haploides de milho. Belicuas et al. (2007),
Rabel (2008) e Couto et al. (2013) realizaram a identificacdo de haploides em milho com o
uso desses marcadores. J& Battisteli (2013) verificou que duplo-haploides detectados em
citometria de fluxo poderiam ser identificados por meio dos marcadores SSR e Couto et al.,
(2013) utilizaram SSR para confirmacdo da obtenc¢éo de linhagens duplo-haploides.

Além dessas técnicas, a anatomia, por meio da observacédo de alteracbes anatbmicas
que vao desde formato, numero de estdmatos, distribuicdo e aumento do tamanho celular em
individuos com diferentes ploidias, tem sido estudada como alternativa para a identificacdo de
possiveis haploides. Ja foi relatado que o nimero de estdbmatos pode estar associado aos
diferentes niveis de ploidia em plantas de café (Mishra, et al., 1997). Para essa especie, quanto
maior o numero de estbmatos maior a ploidia. No entanto, estudos de identificacdo e
caracterizagdo de diferentes ploidias, utilizando como ferramenta a andlise anatbmica em
tecidos foliares de milho, ainda séo escassos.

Vantagens da tecnologia duplo-haploide em comparacdo com o método tradicional
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O sucesso de um programa de melhoramento que visa a producdo de hibridos
comerciais de milho estd na obtencdo de linhagens elite. Dentre todas as etapas, essa €
considerada a mais demorada, e a tecnologia dos duplo-haploides surge como forma de
reduzir tempo na obtencédo dessas linhagens (BORDES et al., 2006). Além disso, a diminuicao
dos custos com mao de obra, utilizacdo de menor area experimental e antecipagdo dos lucros
em programas comerciais de melhoramento do milho, tém tornado essa técnica promissora.

Uma outra vantagem dessa técnica esta relacionada a répida producdo de
linhagens homozigoticas, permitindo assim uma melhor exploracdo da variabilidade genética
e aumento da eficiéncia da selecdo, pois com plantas homozigotas a variancia aditiva sera
maxima, os efeitos de dominancia e epistasia neutralizados e as vantagens na selecdo de
caracteristicas quantitativas, superiores. No caso de linhagens, a medida que ocorre a
autofecundacdo, o que se tem de heterozigotos ird segregar. Na sétima ou oitava geracdo de
autofecundacdo, a linhagem obtida sera homozigota, ou seja, ndo haverd mais variancia de
dominancia porque a heterozigose sera minima (BORDES et al., 2006).

Para melhor explicar isso, no processo normal de autofecundacdo em espécies
diploides, considerando apenas dois pares de locos independentes segregando entre o0s
genitores com genétipo AAbb e aaBB, o0 genOtipo recessivo aabb ocorre com uma
probabilidade de ser encontrado na frequéncia de 1/16, em uma populagdo F2. Entretanto com
a inducdo da haploidia e posterior duplicacdo cromossémica, 0 mesmo genétipo ocorrera com
frequéncia de % na populagdo. Isso se da pela auséncia dos heterozigotos, prevalecendo
assim, apenas os genétipos AABB, AAbb, aaBB e aabb (PIERRE et al., 2011). Segundo
Prasanna (2012), por isso, pode-se também acelerar o desenvolvimento de hibridos superiores
pela rapida piramidacdo de alelos favordveis para caracteres poligénicos como a
produtividade e a resisténcia a estresses ambientais.

Outra grande vantagem dessa tecnologia, porém ainda pouco explorada, é que com as
autofecundacgdes sucessivas no método tradicional, h4& o aumento da ocorréncia de
recombinacdes entre os genes ligados, o que diminui a possibilidade de manter combinagdes
favoréveis existentes nas linhagens genitoras, ou seja, na geracdo Foo, todas as linhagens
resultantes serdo recombinantes, inclusive nos genes ligados. No caso dos duplo-haploides, a
recombinacéo de genes ligados ocorre em uma unica meiose, ou seja, naquela que deu origem
ao gameta responsavel pela formacéo da planta DH, assim, grande parte dos locos ligados nao
sera recombinada e a chance de manter as combinagdes favoraveis existentes nas linhagens

parentais é maior (PIERRE et al., 2011). Bernardo (2009), demonstrou esse fato ao estudar
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entre quais geracdes F1 ou F2, seria melhor para se obter os DH, e constatou que a geracéo F2
é mais eficiente, devido & maior recombinacdo. As plantas duplo-haploides derivadas da
geracdo F2, foram 4 a 6% mais eficientes que a geracdo F1, segundo o mesmo autor.

Além da vantagem da eliminacdo dos individuos heterozigotos, outra vantagem esta
relacionada com a precisdo experimental, na qual essa tecnologia permite ao melhorista
realizar o test-cross com linhagens homozigotas em vez de fazé-lo utilizando-se de material
que ainda apresenta segregacao (PIERRE, 2011). Além disso, a eficiéncia e precisdo da
selecdo para alguns caracteres agronémicos pode ser melhor (GEIGER; GORDILLO, 2009),
especialmente quando combinada com o uso de marcadores moleculares (PRASANNA,
2012), estudos de associacdo de QTLs e introgressdo de genes (FORSTER; THOMAS, 2005),
estudos de gendmica funcional e citogenética molecular e engenharia genética (WIJINKER et
al., 2007).

No entanto, dentre todas as vantagens e aquela que torna o uso dessa tecnologia
atrativa, esta a reducdo significativa do tempo para obtencdo de linhagens quando se compara
0 método DH com o método tradicional. De acordo com a empresa Pioneer Sementes (2010),
esse processo permite reduzir em ao menos 18 meses, 0 tempo necessario para a obtencéo de
novas linhagens.

Em passado recente, a baixa eficiéncia nas técnicas de obtencdo de duplo-haploides
limitava essa ferramenta para uso em grande escala. Desde entdo, essa tecnologia recebeu a
atencdo de empresas de sementes de todo o mundo.

Contudo, grande parte do conhecimento referente a obtencdo de linhagens indutoras e
de suas taxas de inducdo, protocolos de duplicacdo cromossdmica, e sistemas de marcadores
para avaliacdo e deteccdo de sementes haploides, ainda ndo sdo de dominio publico, havendo
a necessidade de mais pesquisas principalmente para atender demandas de diferentes

instituicdes que tém investido no mercado de sementes hibridas de milho.
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RESUMO

O sucesso da tecnologia duplo-haploide depende do aperfeicoamento das quatro etapas que
envolvem a sua obtencdo; inducdo de haploidia, identificacdo de haploides, duplicacédo
cromossomica e a autofecundacdo das linhagens obtidas para producdo de sementes e
verificacdo de segregacdo nos materiais. Assim, 0S objetivos no presente trabalho foram;
analisar a capacidade do indutor de haploidia gimnogenético KEMS por meio da taxa de
inducdo de haploides, validar a eficiéncia de dois protocolos de duplicacdo cromossémica
guanto a taxa de sobrevivéncia e autofecundagdo de plantas DHO em campo; verificar a
uniformidade de caracteristicas fenotipicas em plantas DH1 em campo por meio do uso de
ferramentas descritivas e confirmar a capacidade das técnicas de citometria de fluxo e
marcadores moleculares SSR na verificacdo de plantas duplicadas. A linhagem indutora de
haploidia KEMS foi utilizada como parental masculino e cruzada com quatro hibridos
(GNS3225, GNS3032, GNS3264 e DKB393). As sementes provenientes desse cruzamento,
foram selecionadas de acordo com o marcador R-navajo e submetidas a dois diferentes
protocolos de duplicacdo cromossémica. No primeiro protocolo, as sementes foram
germinadas em papel de germinagdo por 72h a 25°C, e aquelas plantulas consideradas como
sendo possiveis haploides foram submetidas ao tratamento com solucdo de 0,04% de
colchicina e 0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO), por 12 horas, e mantidas no escuro a 20°C.
No segundo protocolo, as sementes foram semeadas em bandejas contendo areia e
vermiculita. Apo6s 10 dias, as plantulas consideradas haploides foram imersas em solucdo de
colchicina 0,1%, dimetilsulfoxido 0,1% (DMSO) e Tween 20 a 0,1%, e mantidas por 6 horas
na presenca de luz em temperatura ambiente media de 22°C. As plantas que sobreviveram aos
protocolos de duplicacdo cromossdmica foram aclimatizadas em casa de vegetacdo e
posteriormente transplantadas para o campo. Apos a autofecundacdo das plantas DHO, as
sementes DH1 obtidas foram semeadas em campo, divididas em tratamentos de acordo com
0s parentais e protocolos de duplicacdo. No estaddio vegetativo V4 das plantulas DH1,
amostras de tecido foliar foram coletadas para identificacdo de ploidias via citometria de fluxo
e andlises de DNA utilizando marcadores microssatélites. Esses resultados foram
confrontados com as caracteristicas morfoldgicas das futuras plantas DH1 desenvolvidas em
campo, avaliadas com o uso de ferramentas descritivas. As analises estatisticas foram
realizadas usando-se a abordagem de modelos lineares generalizados mistos, sendo que apés
verificar as diferencas significativas por meio de andlise de “deviance”, foi realizado
agrupamento com base na distancia de Mahalanobis. Nas analises exploratorias e inferenciais
dos dados, foram usados como recursos graficos o barplot e boxplot por meio do programa
estatistico R, e a andlise de variancia, o teste Student-Newman-Keuls, as correlacGes de
Pearson foram realizadas utilizando-se o software estatistico GENES. A linhagem indutora de
haploidia KEMS apresenta capacidade de inducdo em clima tropical. O protocolo 2 foi mais
eficiente na duplicacdo cromossdmica e possibilitou maior nimero de plantas DHO duplicadas
sobreviventes e maior nimero de plantas autofecundadas, podendo ser recomendado em
programas de melhoramento. N&o foi observada uniformidade de caracteristicas fenotipicas
de plantas submetidas aos protocolos de duplicagcdo, o uso de ferramentas descritivas na
analise morfologica de plantas adultas de milho ndo foi eficiente. A citometria de fluxo pode
ser utilizada para se obter mais informac6es assim como 0s marcadores moleculares SSR
podem ser utilizados na comprovacdo da heranca gimnogenética da linhagem KEMS e
também na identificagdo das plantas duplo-haploides de milho. O protocolo dois foi mais
eficiente na obtencdo de sementes duplo haploides e deve ser recomendado em programas de
obteng&o de duplo haploides.

PALAVRAS-CHAVE: duplo-haploides, inducédo, duplicagéo, analise morfoldgica.
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ABSTRACT

The success of double-haploid technology depends of the improvement of the four steps
involved in obtaining it; induction of haploidi, identification of possible haploids,
chromosome duplication and self-fertilization of the lines obtained for seed increment and
verification of segregation in the materials. Thus, the objective in the present study were; to
evaluate the induction capacity of KEMS inductive lineage in tropical climate; to evaluate two
protocols of chromosome duplication regarding the survival rate and self-fertilization of DHO
plants in the field; verify uniformity of phenotypic characteristics in field DH1 plants; validate
the use of descriptive tools in the morphological analysis of DH1 plants obtained and observe
the efficiency of the chromosome duplication protocols in obtaining duplicate seeds. Four
hybrids were crossed with the KEMS haploid inducer. The seeds from this crossing were
selected according to the R-Navajo marker and submitted to two different chromosome
duplication protocols. In the first protocol, the seeds were germinated on germination paper
for 72h at 250C, and those seedlings considered possible haploids were submitted to treatment
with 0.04% colchicine solution and 0.5% dimethyl sulfoxide (DMSQO) for 12 hours, and kept
in the dark at 20 ° C. In the second protocol, the seeds were sown in trays containing sand and
vermiculite. After 10 days, the seedlings considered haploid were immersed in 0.1%
colchicine solution, 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO) and 0.1% Tween 20, and maintained for
6 hours in the presence of light at room temperature 22°C. The plants that survived the
chromosome duplication protocols were acclimatized in greenhouse and later transplanted to
the field. After self-fertilization of the DHO plants, the DH1 seeds obtained were taken to the
field, divided into treatments according to the parental and duplication protocols. At the
vegetative stage V4 of the DH1 seedlings, leaf tissue samples were collected to identify
ploidy via flow cytometry and DNA analyzes using microsatellite markers. These results were
confronted with the morphological characteristics of the future DH1 plants developed in the
field. Statistical analyzes were performed using the generalized linear modeling approach, and
after verifying the significant differences by means of deviance analysis, a grouping based on
Mahalanobis distance was performed. In the exploratory and inferential analyzes of the data,
the barplot and boxplot were used as graphical resources through the statistical program R,
and the analysis of variance, Student-Newman-Keuls test, Pearson's correlations were
performed using the statistical software GENES. It was observed that the hybrids used
influence the induction of haploids, however they do not influence the chromosome
duplication rate of the protocols tested. Protocol 2 was more efficient in chromosome
duplication and allowed a greater number of surviving duplicate DHO plants and a greater
number of self-fertilized plants. No uniformity of phenotypic characteristics of plants
submitted to duplication protocols was observed, in the same way that the use of descriptive
tools in the morphological analysis of adult maize plants was not efficient. Flow cytometry
can be used to obtain more information as well as SSR molecular markers can be used to
prove the KEMS lineage's genetic inheritance and also to identify double-haploid maize
plants.

KEY-WORDS: double-haploid, induction, duplication, morphological analysis.
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1 INTRODUCAO

A busca por maior produtividade para as culturas é hoje o grande desafio para 0s
melhoristas de plantas. Em programas de melhoramento de milho, investimentos tém sido
realizados com o objetivo de desenvolver hibridos com caracteristicas que atendam as
demandas dos agricultores e da industria de grdos. No entanto, a grande limitacdo bioldgica
ainda consiste no tempo para obtencgéo de plantas, uma vez que a exploragdo do fendbmeno da
heterose ou vigor hibrido, € um processo dispendioso que envolve sucessivas geracdes de
autofecundacdes (REN, 2017).

A tecnologia duplo-haploide (DH) tem ganhado importancia para o desenvolvimento
de hibridos nos programas de melhoramento, uma vez que diminui o tempo para obtencdo de
linhagens homozigotas em até trés geracdes, reduz custos e acelera a introgressao de
caracteristicas de interesse agrondmico em genotipos de interesse (PRIGGE et al., 2012).

O desenvolvimento de linhagens homozigoticas permite melhor exploracdo da
variabilidade genética e aumenta a eficiéncia de selecdo. Plantas em homozigose terdo a
variancia aditiva maxima, os efeitos de dominancia neutralizados, e as vantagens na selecédo
de caracteristicas quantitativas, superiores (MELCHINGER et al., 2013). Além disso, a
diminuicdo dos custos com méao de obra, utilizacdo de menor area experimental e antecipacao
dos lucros em programas comerciais de melhoramento do milho tém tornado essa técnica um
grande sucesso.

Na cultura do milho, 0 método in vivo é o mais utilizado para obtencdo de linhagens
duplo-haploides sendo quatro as etapas principais: inducdo de haploidia, identificacdo de
possiveis haploides, duplicacdo cromossémica e a autofecundacdo das linhagens obtidas para
a producdo de sementes e verificacdo de segregacdo (PRASANNA et al., 2012).

No entanto, o sucesso dessa metodologia ainda é dependente de alguns fatores como
uso de indutores com elevada capacidade de indugéo, de um sistema preciso de identificagédo e
diferenciacdo de sementes haploides e diploides, bem como de protocolos eficientes e
reproduziveis de duplicacdo cromossdmica (CHAIKAM ET al., 2017).

Esforcos tem sido feitos no desenvolvimento de linhagens indutoras para aumentar a
eficiéncia do método de duplo haploide por meio da melhoria das taxas de indugdo. As
linhagens indutoras, inicialmente descobertas tais como W23, que apresenta entre 1 e 3% de
taxa de indugéo, e Stock 6, com cerca de 3,23% (KERMICLE, 1969, 1973), possuem origem
temperada. A partir dessas duas linhagens surgiram outras com taxas de indugdo varidveis
inclusive melhor adaptadas as condigdes tropicais. (CHALYK, 1999; ROTARENCO et al.,
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2010; PRASANNA; CHAIKAM; MAHUKU, 2012). O CIMMYT por exemplo, apresenta
indutores de origem tropical conhecidos hoje como TAIL 8 e TAIL 9 com taxas que variam
de 8 a 12% (CHAIKAM et al., 2016). Outras linhagens indutoras comercialmente disponiveis
com altas taxas de inducéo sdo as PHI-1,2,3,4, que foram desenvolvidas pela empresa privada
romena Procera. Suas taxas de inducdo variam de 10% a 16%, apresentam boa expressdo dos
genes marcadores e melhores caracteristicas agronémicas.

Sementes haploides, geradas por meio do uso de linhagens indutoras, sdo separadas de
sementes diploides através do uso de uma combinacdo de marcadores dominantes presentes
no endosperma, embrido e radicula (NANDA; CHASE, 1966; CHASE, 1963; ROBER, 1999;
EDER; CHALYK, 2002). Na metodologia de duplos-haploides, € comum a utilizagcdo do gene
marcador Rlnavajo na identificacdo das sementes haploides (CHASE; NANDA, 1965;
NANDA; CHASE, 1966). O alelo dominante R1-nj, do gene regulador de antocianina na
semente R1, possibilita que as sementes sejam selecionadas visualmente. Porém essa selecao
nem sempre € confidvel uma vez que o marcador pode apresentar penetrancia incompleta e
expressividade variavel (BELICUAS et al., 2007).

Outra etapa que tem sido uma restri¢cdo a producdo de linhagens duplo-haploides em
escala comercial, em razéo da baixa eficiéncia dos protocolos de duplicacéo e da duplicacdo
espontanea ocorrer em baixa frequéncia, e que ainda hoje apresenta entraves, é a etapa de
duplicacdo cromossémica. Trabalhos relacionados a duplicagdo cromossdmica em milho, sdo
poucos na literatura e os protocolos relatados ao serem reproduzidos, ndo possibilitam
alcancar os resultados esperados (PIERRE et al., 2011). Chalik (2000), obteve haploides
férteis duplicados em uma taxa que variou de 32 a 38%. Esse resultado foi anos mais tarde
confirmado por Batistelli et al. (2013) que obteve taxas de duplicacdo que variavam de 59% a
80%. No entanto, informacdes seguras a respeito de técnicas laboratoriais que confirmem e
identifiguem a duplicacdo cromossdmica sdo ainda escassas.

Assim, 0s objetivos no presente trabalho foram; analisar a capacidade do indutor de haploidia
gimnogenético KEMS por meio da taxa de indugéo de haploides, validar a eficiéncia de dois
protocolos de duplicagdo cromossdmica quanto a taxa de sobrevivéncia e autofecundacéo de
plantas DHO em campo; verificar a uniformidade de caracteristicas fenotipicas em plantas
DH1 em campo por meio do uso de ferramentas descritivas e confirmar a capacidade das
técnicas de citometria de fluxo e marcadores moleculares SSR na verificacdo de plantas

duplicadas.
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2 MATERIAL E METODOS

Em Cravinhos, SP, na safrinha de 2012, foram realizados cruzamentos entre as plantas
de quatro hibridos simples (DKB393, GNS 3225, GNS 3264, GNS 3032) e suas geracoes F2,
com o indutor de haploidia KEMS, utilizado como parental masculino uma vez que essa
linhagem apresenta o sistema gimnogenético de inducdo de haploidia. As sementes
provenientes desses cruzamentos foram transferidas para Lavras-MG e as etapas seguintes
foram realizadas nas dependéncias da Universidade Federal de Lavras, no Laboratorio de
Citogenética do Departamento de Biologia, no Laboratério Central de Sementes e no Centro
de Desenvolvimento e Transferéncia de Tecnologia da UFLA, localizado em ljaci, MG.

As autofecundagdes dos individuos foram realizadas na area experimental do
Departamento de Agricultura da UFLA. A éarea encontra-se a 918 m de altitude média, a
21°14 de latitude Sul e 45°00 de longitude. O clima local é do tipo Cwa (subtropical, com
verdo chuvoso e inverno seco) com temperatura média anual de 19,5°C, segundo a
classificacdo de Koppen. O solo foi classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo, de
textura argilosa e declividade de 9%.

As sementes provenientes dos cruzamentos citados anteriormente foram visualmente
separadas pela coloracdo do endosperma e embrido. Sementes com endosperma roxo e
embrido branco foram consideradas haploides por meio do marcador R-navajo, conforme
metodologia descrita por Chase e Nanda (1965).

O numero total de sementes haploides foi contabilizado e utilizado em analises
estatisticas para calculos de inducdo de haploidia da linhagem KEMS. Além disso, essas
sementes haploides selecionadas foram divididas e submetidas a dois protocolos de
duplicacdo cromossomica.

No primeiro protocolo de duplicagdo, nomeado de protocolo 1, as sementes foram
desinfestadas com hipoclorito de s6dio 2% e colocadas para germinar, por 72 horas, em papel
de germinacdo umedecido com temperatura controlada de 25°C. Apds a germinagdo, para
eliminar os falsos haploides, aquelas plantulas vigorosas com até 3 cm na parte aérea e 4 cm
de raiz, foram classificadas como diploides e descartadas. Apds essa etapa, as plantulas
identificadas como possiveis haploides foram submetidas ao tratamento com solucdo de
0,04% de colchicina e 0,5% de dimetilsulféxido (DMSO), por 12 horas, e mantidas no escuro
a 20°C de acordo com metodologia descrita por Prasanna, Chaikam e Mahuku (2012).

No protocolo identificado como numero 2, as sementes selecionadas também foram

desinfestadas com hipoclorito 2% e logo apds semeadas em bandejas contendo areia e
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vermiculita (na proporcdo de 1:1). Ap6s 10 dias as plantulas mais vigorosas foram
selecionadas como diploides e descartadas. As plantas haploides foram entéo retiradas das
bandejas e as raizes lavadas em &gua para retirada da areia e vermiculita e na sequéncia foram
submetidas ao protocolo de duplicacdo. As raizes das plantas consideradas haploides foram
imersas em solugdo de colchicina 0,1%, dimetilsulféxido 0,1% (DMSQ) e Tween 20 a 0,1%,
e mantidas por 6 horas na presenca de luz em temperatura media de 22°C de acordo com
metodologia de Paul Newell e citado por COUTO et al. (2013)

Ap0s o tratamento com colchicina, as plantulas provenientes de ambos os protocolos
de duplicagdo, denominadas DHO, foram transferidas para a casa de vegetacdo em copos
plasticos onde permaneceram por 20 dias. Decorridos os 20 dias, as plantulas foram
transplantadas para ambiente protegido com cobertura de lona plastica transparente, a fim de
verificar a taxa de sobrevivéncia das plantas submetidas a duplicacdo. Nesse momento, para
facilitar a identificacdo dos materiais, a disposi¢do dos blocos foi estabelecida de acordo com
0s parentais e os protocolos de duplicagdo cromossomica. Aquelas plantas DHO que
sobreviveram no campo, produziram polen e possuiam estilo-estigma em sincronismo, foram
autofecundadas.

As espigas DH1 apds autofecundacdo das plantas DHO duplicadas, foram colhidas,
quando as sementes atingiram o ponto de maturidade fisioldgica, debulhadas e secadas a
temperatura ambiente até 12% de grau de umidade. Nesse momento, a fim de serem utilizadas
em etapa posterior, as espigas DH1, respeitando a disposi¢cdo dos blocos estabelecida
anteriormente, tiveram suas sementes misturadas e divididas em tratamentos, conforme
apresentados na Tabela 1. Essas sementes foram armazenadas em camera fria a 10°C, até a

realizacdo dos proximos experimentos.

Tabela 1 - Tratamentos levados para o campo na safra 2014/2015, estabelecidos de acordo
com 0s parentais e os protocolos de duplicagdo cromossémica.

Identificacdo dos materiais

Tratamentos Hibridos Protocolos

DKB393 1
DKB393
GNS3225
GNS3225
GNS3264
GNS3264
GNS3032
8 GNS3032

~NOo Ok WD
NFENEFEPNEDN

Fonte: Do autor (2018)
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Na safra 2014/2015, as sementes DH1 de cada tratamento, foram semeadas em campo
e o delineamento experimental empregado foi o de blocos casualizados com oito tratamentos
ao acaso com quatro repeticdes cada. As parcelas foram compostas por linhas de 10 metros de
comprimento, com espagamento entre linhas de 80 cm e entre plantas de 25 cm, e semeadura
de uma semente por cova. A adubagdo na semeadura foi de 450 kg do formulado 8-28-16 e a
adubacdo de cobertura foi realizada conforme o recomendado para a cultura do milho na
regido. O controle de plantas daninhas foi realizado manual e semanalmente.

Durante o florescimento, para prevenir cruzamentos indesejados, as espigas foram
protegidas com sacos plasticos, antes da emissdo dos estilo-estigmas. Todas as plantas que
produziram polen e que possuiam estilo-estigma em sincronismo foram autofecundadas para a
manutencado e uso das sementes em experimentos futuros.

A partir desse momento, todas as plantulas DH1 formadas passaram a ser
individualmente identificadas e rastreadas, a fim de confrontar os resultados obtidos na
analise de citometria de fluxo e DNA por meio de marcadores microssatélites SSR, com as
caracteristicas morfologicas das futuras plantas DH1 em campo.

Para isso, no estadio vegetativo V4 o qual corresponde ao desenvolvimento de quatro
folhas, amostras de tecido foliar foram coletadas. Para as avaliagcdes de quantidade de DNA, a
porcdo mediana das folhas jovens completamente desenvolvidas foi cortada em segmentos de
aproximadamente 3 cm de comprimento e embaladas em papel aluminio devidamente
identificado por planta. Os papéis aluminio com as folhas, permaneceram em caixa de isopor
contendo gelo triturado reciclavel até o momento de transporte para o Laboratério de Cultura
de Tecidos de plantas do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.
Em funcdo da quantidade de material, as analises de citometria de fluxo foram feitas de forma
escalonada.

Para tanto, amostras do tecido foliar jovem de milho foram trituradas sob gelo, em
placas de Petri contendo 1 mL de tampéao LBO01 gelado para a obtencéo da suspensdo nuclear
(DOLEZEL, 1997), a qual foram adicionadas 2,5uL de RNase e corada com 25 pL de iodeto
de propideo (1 mg mL-1). A espécie Vicia faba (quantidade de DNA de 26,9 pg/2C) foi
utilizada como padréo externo de referéncia e para cada amostra foram analisados no minimo
10 mil nucleos. Cada suspensédo foi analisada no citdmetro de fluxo FacsCalibur (Becton
Dickinson). Os histogramas obtidos foram avaliados pelo software WinMDI 2.8 (2009) para a
avaliacdo dos picos de DNA. A estimativa do conteudo de DNA nuclear (pg) de cada amostra

foi realizada, por meio da comparacdo da posicdo do seu pico G1 com o pico G1 do padrédo
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interno ou externo de referéncia. Pela quantidade de DNA foi possivel fazer inferéncias a
respeito do nivel de ploidia dos gendtipos avaliados.

Para as analises com 0 marcador SSR, parte do tecido foliar que nédo foi utilizada para
avaliacdo em citometria de fluxo e que estava embalada em papel aluminio devidamente
identificado por planta, foi utilizada, bem como amostras de folhas de plantas de dois
genitores (a linhagem indutora KEMS e do hibrido DKB393). A extracdo foi realizada de
acordo com Doyle e Doyle (1997). Apds o precipitado ser secado, foi diluido com 50uL de
agua ultrapura com 2 pL de RNAse (10mg mL-1), mantendo-se a temperatura de 37 °C por 1
hora. O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro GE Nanovue.

Para a revelacao dos géis utilizou-se 0 método de coloragdo com nitrato de prata. Apos
a verificacdo do polimorfismo dos genitores, o primer polimérfico BNLG238 foi usado para
detectar os haploides gimnogenéticos e os diploides ndo duplicados, detectados na citometria
de fluxo (COUTO et al., 2013).

As reagdes de PCR consistiram de 20 ng de DNA, 0,5 pM de primer, 100 puM de
dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,6), 50 mM KCI, 2 mM MgCI2 e 1 U da enzima Taq
polimerase, em um volume total de 25 puL. As amplificacdes utilizadas foram realizadas de
acordo com a programacao: uma etapa de desnaturacéo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida
por dez ciclos a 94°C por 20 segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C por 20 segundos, com a
reducdo da temperatura de anelamento a 1°C a cada ciclo até atingir 56°C, seguidos por mais
20 ciclos com a temperatura de anelamento a 56°C e uma etapa final a 72°C por 5 minutos. Os
produtos de amplificacdo foram separados em gel de acrilamida 10% por eletroforese a 110 V
por 90 minutos.

Alem disso, todas as plantas DH1 formadas, tiveram seus caracteres morfol6gicos
avaliados ao final de aproximadamente 120 dias do ciclo da cultura, conforme descrito
abaixo:

Altura de planta: medida da distancia entre o nivel do solo até a inser¢do da folha
bandeira, realizada em sentido ascendente com o auxilio de uma trena graduada em cm.
Altura de insercdo da primeira espiga: medida da distancia entre o nivel do solo até o ponto de
insercdo da primeira espiga formada em sentido ascendente também com o auxilio de uma
trena graduada em cm. Didmetro do colmo: medido acima do nivel do solo no segundo
internddio da planta com ajuda de um paquimetro. Namero de folhas verdes: em ocasido do
florescimento, foi determinado o numero de folhas verdes por planta. Nimero de espigas por
planta: contabilizadas no momento da colheita manual e nimero de sementes por planta: onde

a contagem foi realizada ap6s a colheita manual em ocasido do processo de debulha.



53

Caracteristicas qualitativas como coloracdo das folhas, anormalidades nos penddes e
estilo-estigma e deformidades das plantas, também foram avaliadas e acrescentadas como
observacdes.

Durante o desenvolvimento das sementes foi feito o acompanhamento da solidificagdo
do endosperma por meio da linha de leite, sendo que a colheita foi realizada em espigas no
estadio de desenvolvimento ML5 (100% do endosperma sélido). Na a colheita, as espigas
agora chamadas de DH2 de cada planta foram colhidas individualmente, respeitando-se as
divisbes de blocos e tratamentos, despalhadas e debulhadas manualmente. As sementes DH2,
foram entdo submetidas a secagem natural até 12% de umidade, contabilizadas e armazenadas
em camera fria a 10°C.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se geracGes como repeticdes e as
proporces observadas foram avaliadas usando-se a abordagem de modelos lineares
generalizados mistos (MLGM), de forma analoga ao proposto por Nunes, Morais e Bueno
Filho (2004). Nesse caso, foi empregado o MLGM binomial com a funcéo de ligacdo logit,
conforme descrito a seguir:

Rig Binomial(m,;. )

Piike n

] 11—

log [l 7 ——1)= u+p; +b; +8u +phy +pu

Onde:

Rijk/pijk: proporcdo observada na parcela que recebeu o protocolo i no hibrido j e na
geracdo k admitida condicionalmente, independente ao efeito aleatdrio de parcela;

W: intercepto;

pi: efeito fixo do protocolo i;

hj: efeito fixo do hibrido j;

gk: efeito fixo da geracdo k;

phij: efeito fixo da interagdo do hibrido j com o protocolo i;

pijk: efeito aleatério da parcela ijk, sendo =5 pijk~N (0, ).

Os MLGMs foram ajustados com estimacdo dos efeitos fixos e aleatorios, bem como
dos componentes de varidncia, via maximizacdo da funcdo de verossimilhanga restrita
(REML). Para isso, utilizou-se o pacote Ime4 do programa R (versdo 2.14) (BATES;
MAECHLER; BOLKER, 2011). A significancia dos efeitos do modelo foi verificada via
analise de “deviance”, com aplicagdo do teste estatistico de y2 (qui-quadrado), a 5% de
probabilidade (CORDEIRO; DEMETRIO, 2007). Nos efeitos em que se evidenciaram
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diferengas significativas, realizou-se agrupamento com base na distancia de Mahalanobis,
pelo método do vizinho mais préximo e estabelecido o ponto de corte usando o método de
reamostragem bootstrap (MOURAO JUNIOR, 2001).

Nas analises exploratorias e inferenciais dos dados, foram usados como recursos
gréaficos o barplot e boxplot através do programa estatistico R (versdo 2.7.1), com o objetivo
de quantificar as ploidias em porcentagem por tratamento e observar a variabilidade das
caracteristicas morfolégicas dentro e entre os tratamentos, além de enxergar a presenca ou
auséncia de individuos com caracteristicas extremas (outliers).

O grafico de caixa € baseado nas estimativas das separatrizes, que sao a mediana e 0s
quartis, e insere informacdes de um conjunto de dados dentro de um grafico (KRZYWINSKI
e ALTMAN, 2014). Os valores discrepantes em relacdo aos demais, devem ser estudados com
mais cuidado podendo representar genotipos divergentes. No presente trabalho, aqueles dados
considerados extremos ndo foram descartados, uma vez que pela rastreabilidade individual e
andlise de citometria de fluxo, representaram plantas com ploidias diferenciadas.

A andlise de variancia, o teste Student-Newman-Keuls e as correlacdes de Pearson
foram realizadas utilizando-se o software estatistico GENES, a 5% de significancia (CRUZ,
2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a contagem inicial do nimero de haploides, apenas a metodologia de avaliacdo da
coloragdo do endosperma e do embrido foi considerada. Nos programas de melhoramento,
esse parametro é o mais utilizado, sendo a média de inducdo de haploidia importante para as
tomadas de decisdes em programas de melhoramento de indutores e para obtencdo de
linhagens duplo-haploides. Dessa maneira, sdo apresentadas as médias calculadas das taxas de
inducdo de haploides nos quatro hibridos (Tabela 2). O agrupamento foi realizado por meio da
distancia de Mahalanobis.
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Tabela 2 - Médias ajustadas das taxas de inducao de haploides identificados pelo marcador
morfologico R-navajo, oriundos dos cruzamentos dos quatro hibridos com o
indutor KEMS.

Hibridos Taxa de inducéo (%)

DKB 393 3,84d

GNS 3225 5,68 ¢

GNS 3264 9,11 b

GNS 3032 15,40 a
Média 8,50

*Médias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo agrupamento, com base na distancia de
Mahalanobis, com ponto de corte a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018)

Esse agrupamento foi realizado, uma vez que nas andlises de “deviance” (dados ndo
apresentados) observou-se que os hibridos influenciaram a taxa de inducéo de haploides. No
entanto, as geragdes dos hibridos ndo apresentaram diferencas significativas. Esse resultado
esta de acordo com o que foi descrito anteriormente por Battistelli (2012), quando o autor
observou que mesmo com uma geracdo de endogamia, ndo ha interferéncia na inducdo de
haploides no cruzamento da linhagem indutora Kems e hibridos tropicais. Além disso, utilizar
geragBes mais tardias ndo faz sentido na tecnologia DH, ja que o objetivo é acelerar o
processo de obtencdo de linhagens. Por outro lado, ao utilizar a geracdo F2 na indugéo de
haploides, haveria um ciclo a mais na etapa de melhoramento, o que, teoricamente,
aumentaria a variabilidade genética das linhagens obtidas, mas também aumentariam o tempo
e 0s custos (SLEPER e BERNARDO, 2016).

Ainda em comparacdo com o observado por Battistelli (2012), a média da taxa de
inducdo de haploides selecionados pelo marcador R-navajo no presente trabalho, foi de 8,5%,
valor acima do observado pelo autor que utilizou a mesma linhagem e obteve média de 7,1%
e do observado por Shatskaya et al. (1994) que obtiveram valores de porcentagens variando
de 6,3% a 8%. Mesmo sendo uma linhagem temperada e pelo valor de indugédo apresentado
acima, o indutor Kems foi eficiente na producdo de sementes em clima tropical, apesar do
consenso geral em relacdo ao continuo desenvolvimento de indutores tropicais com maior
adaptabilidade.

Foram observadas diferencas nas taxas de inducdo entre os hibridos, sendo a maior
observada para o hibrido GNS 3032 e a menor para o hibrido DKB 393. Essas diferencas
entre 0s gendtipos nas taxas de inducdo de haploides em milho ja foram relatadas por diversos
autores (BATTISTELLLI, 2012; ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005). Segundo Prigge et
al. (2011), o germoplasma utilizado e o genotipo tem significativa influéncia na inducdo de

haploides, alem de fatores como época e método de polinizacéo.
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Adicional, a indugdo de haploidia € uma caracteristica dependente da ocorréncia da
fecundacdo e que pode ser afetada por fatores ambientais como temperatura, umidade,
nutricdo da planta, entre outros. No campo, as plantas estdo sujeitas a diferentes condicdes de
estresse que interferem na polinizacdo e na fertilizacéo e, consequentemente, na produtividade
(THAKUR et al., 2010; ZINN; TUNCOZDEMIR; HARPER, 2010). Altas temperaturas por
exemplo, induz no milho a producdo de uma proteina chamada HSPs, as quais podem
interferir no desenvolvimento dos tecidos reprodutivos masculinos e femininos da planta,
evidenciando um desbalanceamento da inducédo de haploidia.

Ren (2017), relata que o resultado da taxa de inducédo, dada a caracteristica do gene R-
navajo de expressividade variavel e penetrancia incompleta, além de ser afetado pelas
condicdes ambientais e gendtipo utilizado, também pode ser influenciado pela selecdo
indevida dos haploides. A expressividade variavel refere-se a existéncia de grande variacéo
fenotipica entre individuos com 0 mesmo genétipo, como pdde ser observado nessa avaliagéo,
na qual a pigmentacdo das sementes haploides selecionadas variou na forma e no tamanho
(Figura 1). Assim, algumas sementes haploides podem nédo terem sido selecionadas por causa
da auséncia do marcador morfologico no endosperma, diminuindo a taxa de inducdo, da
mesma forma que falsos haploides podem superestimar a taxa ao serem selecionados, 0 que
explicaria por exemplo, a alta taxa de inducdo do hibrido GNS 3032 em relacdo aos demais.

Isso confirma a necessidade de novas técnicas complementares as que hoje sdo
utilizadas, a fim de otimizar a identificacdo e diferenciacdo dos falsos haploides dos
potenciais haploides.

Figura 1 - Caracterizacdo da expressividade varidvel do gene R-navajo por meio da
pigmentacdo por antocianina em sementes de milho. A) auséncia de
pigmentacdo, B) niveis gradativos de pigmentacdo e C) expressao total do gene
na semente ou semente roxa.

Fonte: Do autor (2018).

ApOs a separacdo das sementes haploides pelo marcador fenotipico, sementes com
pigmentacdo somente no endosperma e embrido branco (Figura 1B) foram submetidas a dois
protocolos de duplicacdo cromossomica. Esses protocolos por serem bem divergentes,
permitiram inimeras comparagdes iniciais como por exemplo; o protocolo 1 possuia uma

metodologia mais pratica, diferindo apenas na concentragdo de colchicina. Nele, as plantulas



57

apos a germinacdo foram submetidas a solucdo de duplicagdo, e entdo lavadas, plantadas em
substrato e levadas para casa de vegetacdo. O protocolo 2 por sua vez, possuia uma
metodologia mais trabalhosa, uma vez que foram necessarios dez dias para o crescimento
suficiente das plantas e para que as suas raizes fossem submetidas a solucdo de duplicacéo.
Além disso, apo6s atingir o tamanho ideal, as plantulas foram retiradas das bandejas e lavadas
com agua para a eliminagdo da areia e vermiculita das raizes, que dificultavam a entrada da
colchicina nas plantas. Essa etapa foi trabalhosa e exigiu cautela para que as raizes fossem
bem limpas e ndo destruidas antes da etapa de duplicacao.

Essa distingdo entre os protocolos, independente do hibrido utilizado, pode ser
observada na Tabela 3 por meio da porcentagem de sobrevivéncia das plantas apds a
duplicacdo cromossdmica, tanto em casa de vegetacdo como em campo. Considerando todas
as sementes dos quatro hibridos submetidos aos dois protocolos e em ambas as etapas,
observou-se uma média de 86% de sobrevivéncia de plantas apds a etapa de duplicacdo
cromossOmica em casa de vegetacédo para o protocolo 1 e de 76,8% para o protocolo 2 e uma
média de 62,3% de sobrevivéncia de plantas no campo no protocolo 1 e 79,35 no protocolo 2.
Essa reducdo entre as etapas casa de vegetacdo e campo, ja era esperada uma vez que algumas
plantas transplantadas ndo suportaram as diferencas entre os ambientes e morreram. Adicional
a isso, a colchicina influencia na taxa de mortalidade de plantas tratadas, menos adaptadas.

Apesar dessa reducdo, o valor obtido no campo foi superior ao encontrado por
Battistelli (2012), que obteve 62% de sobrevivéncia de plantas e também ao encontrado por
Dang et al. (2012), que obtiverem 65,7% de sobrevivéncia quando utilizaram haploides
duplicados de milho.

Nesse trabalho, os protocolos de duplicagdo cromossdmica interferiram na
sobrevivéncia das plantas e mesmo com uma metodologia mais trabalhosa em relacdo ao
protocolo 1, o protocolo 2 foi estatisticamente mais eficiente em relagdo a porcentagem de

plantas que sobreviveram, apos a etapa de duplicagcdo em campo.
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Tabela 3 - Porcentagens de sobrevivéncia de plantas de milho DHO em casa de vegetacédo e
em campo, apds submissdo aos protocolos de duplicagdo cromossémica artificial.

Sobrevivéncia de plantas DHO apds duplicacao (%)

Em casa de vegetacao Em campo
Hibridos Protcl)colo Protocolo 2 Protcicolo Protocolo 2
DKB393 86,5 bA 74,9 bB 60,9 bB 86,6 aA
GNS3225 82,6 bA 76,8 bB 66,9 aB 79,8 bA
GNS3264 82,8 bA 73,1bB 57,1 bB 76,0 bA
GNS3032 92,0 aA 82,3 aB 64,3 aB 75,0 bA
Media 85,97 76,77 62,3 79,4

*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Student-Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

**Médias entre os protocolos, separados em casa de vegetacdo e campo seguidas pela mesma letra
maiuscula, ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade

Fonte: Do autor (2018).

As plantas que sobreviveram aos protocolos de duplicacdo cromossémica em campo,
ndo apresentaram desenvolvimento e crescimento sincronizado. No entanto, para testar a
eficiéncia da duplicacéo, todas as plantas DHO que sobreviveram no campo, produziram pélen
e possuiam estilo-estigma em sincronismo, foram autofecundadas, o que correspondeu a
30,9% das plantas sobreviventes no protocolo 1 e 65,2% das plantas no protocolo 2. Ressalta-
se que a maioria das plantas que produziu muito p6len ndo possuia estilo-estigmas receptivos,
ou apresentavam desenvolvimento tardio de espigas, o que foi verificado principalmente em
plantulas submetidas ao protocolo 1. Isso contribuiu com o baixo valor do total de plantas
autofecundadas pertencentes a esse protocolo e consequentemente menor producdo de espigas
e sementes.

As espigas DH1 colhidas apos autofecundacdo das plantas DHO duplicadas, foram
separadas de acordo com os parentais e protocolos de duplicagéo e suas sementes, misturadas,
contabilizadas e armazenadas até a etapa seguinte do experimento conforme os tratamentos
descritos nos materiais e métodos.

Para a quantidade de sementes DH1 colhidas, ndo foram observadas diferengas
significativas entre as fontes de variacdo avaliadas (hibridos, geracdes, protocolos), nem
mesmo nas médias ajustadas pelo agrupamento de Mahalanobis. A porcentagem média
ajustada da quantidade de sementes DH1 colhidas de plantas DHO autofecundadas para 0s
quatro hibridos foi 58%.
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Como descrito anteriormente, a etapa de autofecundacdo das plantas duplicadas e a
quantificacdo de sementes colhidas séo importantes em experimentos que visam obtencédo de
duplo-haploides. A identificacdo das ploidias dessas sementes pela quantificacdo de DNA e a
confirmacdo por meio dos marcadores moleculares SSR sdo informaces complementares e
auxiliam na confirmacéo da técnica utilizada. Para isso, as sementes DH1 de cada tratamento
foram semeadas no campo e tiveram suas ploidias detectadas no estadio vegetativo V4, o qual
corresponde ao desenvolvimento de quatro folhas.

Nesse momento, cada semente passou a ser rastreada a fim de confrontar esses
resultados individuais com o comportamento dessas futuras plantas no campo ao final de 120
dias do ciclo da cultura.

Os valores em porcentagem das ploidias observadas em cada tratamento podem ser
visualizados na Figura 2. Ressalta-se que todas as ploidias foram caracterizadas por meio da
comparagdo, em histogramas, dos picos das plantas duplicadas com o pico do padréo externo
utilizado (Figura 3).

Figura 2 - Barplot de valores em porcentagem de ploidias detectadas no estadio vegetativo
V4 dos diferentes hibridos em cada tratamento; 1- DKB393/Prot 1, 2-
DKB393/Prot 2, 3- GNS3225/Prot 1, 4- GNS3225/Prot 2, 5- GNS3264/Prot 1, 6-
GNS3264/Prot 2, 7- GNS3032/Prot 1, 8- GNS3032/Prot 2 em funcdo do valor
total de sementes DH1 semeadas em campo

Porcentagem (%) de ploidias detectadas em plantas
de milho no estadio vegetativo V4.
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Figura 3 - Exemplo de quatro histogramas de ploidias detectadas por citometria de fluxo em
plantulas DH1 de milho coletadas apds processo de duplicagdo cromossdmica no
estadio vegetativo V4. A) haploide, B) haploide/diploide ou duplo haploide, C)
mixoploide e D) ploidia diploide do genitor DKB393 para efeito de comparacéo.
Eixo vertical = nimero de ndcleos lidos; Eixo horizontal = intensidade relativa de
fluorescéncia. As setas evidenciam os picos G1 e G2 e o padrdo externo de

referéncia.
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Fonte: Do autor (2018)

Observou-se em todos os tratamentos trés classes distintas de ploidias com destaque
para a elevada porcentagem do nimero de plantas haploides em todos eles. Considerando que
as condicdes do ambiente foram as mesmas para todos os tratamentos instalados em campo,
diminuindo entdo o efeito ambiental e considerando a acdo da colchicina, duas possibilidades
podem ser estudadas quanto a esses valores de haploides encontrados mesmo ap0s uma
geracdo de endogamia. A primeira diz respeito ao processo de duplicagédo artificial em si,
citado por inimeros autores como baixo, ineficiente e muitas das vezes irreprodutivel
(Belicuas, 2007), na qual fatores como tempo de exposicdo ao agente duplicador e
concentracdo, impedem a restauracdo da condicdo diploide e mantem as plantulas na condigéo
haploide. Isso foi observado no presente trabalho, uma vez que os protocolos usados ainda se

encontravam em fase de testes quanto as suas eficiéncias.
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Outra possibilidade é que o processo de duplicacdo cromossémica pelo uso da
colchicina foi limitado pelo aparecimento de quimeras. Nem sempre todas as células do tecido
tratado se poliploidizam, o que pode levar a formacao de quimeras, ou seja, tecidos ou plantas
com setores duplicados e outros ndo duplicados, o que explicaria o alto nimero de haploides
pos duplicagdo no presente trabalho, assim como do elevado numero de plantas mixoploides
(SCHIFINO-WITTERMANN e AGNOL, 2004). Resultados similares quanto ao
aparecimento de haploides e mixoploides ap6s duplicacdo cromossdmica foram relatados por
Battistelli et al. (2012) e Couto et al. (2015).

De acordo com Dooghe et al. (2011), o sucesso de um procedimento de duplicacéo
cromossémica se encontra no limite entre a toxicidade e a eficacia, uma vez que
concentragdes reduzidas ou curtos periodos de exposicdo podem resultar em elevadas taxas de
sobrevivéncia, entretanto sem promover a duplicacdo cromossémica, ou, elevadas
concentragcOes e periodos de exposicdo além de resultarem na mortalidade, também podem
causar a reduplicacdo dos cromossomos, ocasionando a formacdo de células com niveis de
ploidias indesejaveis.

Analisando a afirmacdo de Dooghe et al. (2012) e a Figura 4, observou-se que algumas
das situacdes citadas pelos autores ocorreram p6s duplicacdo cromossémica. Em funcdo do
rastreamento individual, observou-se que em todos os tratamentos muitas das plantas
identificadas como haploides no estadio inicial da planta (\VV4), morreram antes de completar o
ciclo da cultura. As perdas foram significativas com valores variando de 26% no tratamento 4
a 76% no tratamento 1. Os valores referentes as perdas em relacdo ao estadio anterior V4,
estdo demostrados no gréafico em valores negativos de porcentagem, demonstrando a reducao
verificada entre as duas avaliacGes (Figura 4). Aquelas que ndo morreram apresentaram
caracteristicas como, desenvolvimento atrasado em relacdo as outras plantas, producdo de
graos no pendao, fendmeno conhecido como “tassel seeds” (Figuras 4A e 4B) e folhas verdes
mais claras (Figura 4C) respectivamente. Belicuas et al. (2007) ainda descreveram que 0S
haploides em campo apresentaram folhas frageis, quebradicas e arranjo de folhas diferente
guando comparado a um individuo diploide, o que néo foi verificado no presente trabalho.

Como a colchicina atua inibindo a polimerizacdo das fibras do fuso durante a diviséo
mitotica e consequentemente impedindo a separacdo das cromatides irmés aos polos opostos
das celulas, tem-se como resultado a duplicacdo dos numeros de cromossomos, ou Seja,
aquelas plantas selecionadas inicialmente como haploides pelo uso do marcador R-navajo,
duplicariam a quantidade de cromossomos celulares como esperado no processo de obtencao

de duplo-haploides o que foi observado em grande quantidade no presente trabalho. Porém, e
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por fatores ja mencionados anteriormente que afetam a otimizacao dessa duplicagdo, se mais
de um ciclo de divisdo for interrompido, os individuos terdo seus genomas gaméticos
alterados sem que haja a inclusdo de genomas diferentes. Isso foi mencionando por Dooghe et
al. (2011) e constatado no presente trabalho, além da mortalidade observada também de

plantas mixoploides em todos os tratamentos.

Figura 4 - Barplot de valores em porcentagem de ploidias detectadas ao final do ciclo da
cultura do milho dos diferentes hibridos em cada tratamento; 1- DKB393/Prot 1,
2- DKB393/Prot 2, 3- GNS3225/Prot 1, 4- GNS3225/Prot 2, 5- GNS3264/Prot 1,
6- GNS3264/Prot 2, 7- GNS3032/Prot 1, 8- GNS3032/Prot 2, em funcdo da
quantidade de plantas DH1 que sobreviveram em campo. Valores numéricos da
reducdo (em porcentagem) de plantas em relacdo ao estadio vegetativo V4 e
fotografias do autor demonstrando anormalidades de plantas haploides
sobreviventes.

Barras representando a % de ploidias detectadas ao final do
ciclo da cultura de milho e valores numeéricos representandoa .,
perda de plantas (%) em relacdo ao estadio V4
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Couto et al, (2015), trabalhando com 4 hibridos e dois protocolos diferentes de
duplicacdo, afirmam que o comportamento daqueles genétipos submetidos ao mesmo
protocolo de duplicacdo cromossémica seja similar, da mesma forma que o comportamento
dentro de cada gendtipo e Batistelli et al. (2013) comentam que uma alternativa para
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identificar se realmente as plantas identificadas como duplo haploide sejam realmente DH ou
resultantes de cruzamentos seria a utilizacdo de marcadores moleculares ou entdo a semeadura
das sementes e posterior observacdo da ocorréncia ou ndo de segregacao entre as plantas.
Caso haja segregacdo para as caracteristicas da planta, seria constatado que ndo se tratava de
linhagens homozigotas DH.

Pensando nisso, e em decorréncia do rastreamento individual estabelecido, todas as
plantas dos tratamentos que sobreviveram ao final dos 120 dias tiveram suas caracteristicas
morfologicas avaliadas. Na analise exploratdria e inferencial dos dados, usou-se como recurso
o gréafico boxplot com o objetivo de observar a variabilidade dentro e entre os gen6tipos, além

de enxergar a presenca ou auséncia de individuos com caracteristicas extremas (Figura 5).

Figura 5 - Boxplots para avaliacdo exploratéria e inferencial de seis caracteristicas
morfoldgicas de plantas de milho (A- altura de planta, B- altura de insercao da
primeira espiga, C- didmetro do colmo, D- nimeros de folhas verdes por planta
E- nimero de espigas por planta e F- nimero de sementes por planta),
provenientes de quatro gendtipos submetidos a dois protocolos de duplicacéo,
(1- DKB393/Prot 1, 2- DKB393/Prot 2, 3- GNS3225/Prot 1, 4- GNS3225/Prot
2, 5- GNS3264/Prot 1, 6- GNS3264/Prot 2, 7- GNS3032/Prot 1, 8-
GNS3032/Prot 2). A caixa representa 50% dos dados; a marca central no box
indica a mediana e os pontos fora das dimensées compreendidas pelo box, os
outliers. O teste para avaliacdo de sobreposicdo de outliers ndo foi utilizado
nesse experimento.(Continua)
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Figura 5 - Boxplots para avaliacdo exploratoria e inferencial de seis caracteristicas
morfolodgicas de plantas de milho (A- altura de planta, B- altura de insergdo da
primeira espiga, C- diametro do colmo, D- nimeros de folhas verdes por planta
E- nlmero de espigas por planta e F- nimero de sementes por planta),
provenientes de quatro genotipos submetidos a dois protocolos de duplicagéo,
(1- DKB393/Prot 1, 2- DKB393/Prot 2, 3- GNS3225/Prot 1, 4- GNS3225/Prot 2,
5- GNS3264/Prot 1, 6- GNS3264/Prot 2, 7- GNS3032/Prot 1, 8- GNS3032/Prot
2). A caixa representa 50% dos dados; a marca central no box indica a mediana e
o0s pontos fora das dimensdes compreendidas pelo box, os outliers. O teste para
avaliacdo de sobreposicdo de outliers ndo foi utilizado nesse experimento

NN EQ:*$+$T

Tratamentos

Fonte: Do autor (2018)

(Concluséo).

Humero de espigas
L]
[ ]
.
[ ]
Numera de emenbes

- aw

A priori, no campo e contradizendo as afirmacGes de Couto et al. (2015), essa
uniformidade dentro dos gendtipos foi observada somente para algumas caracteristicas
morfologicas. A distribuicdo simétrica dos dados em relacdo a mediana, 0 que caracteriza
menor variabilidade, foi vista principalmente nas caracteristicas altura de insercdo da primeira
espiga, numero de folhas verdes e numero de sementes (Figuras 5B, 5D e 5F). J& a maior
variabilidade, foi observada para os caracteres altura de planta e diametro do colmo (Figuras
5A e 5C). Essa afirmacéo estd de acordo com o que foi constatado visualmente no campo,
uma vez que plantas que pertenciam ao mesmo genotipo apresentaram tamanho variavel e alta
segregacdo, algumas inclusive, com caracteristicas extremas, representadas graficamente
pelos valores discrepantes em relacdo a mediana e confirmadas pelas ploidias individuais.

Uma consideracdo importante € que muitas plantas haploides sobreviventes
apresentaram caracteristicas semelhantes as plantas consideradas haploides/diploides

principalmente em relacdo a caracteristica altura de planta. Na Figura 5A, pelo boxplot no
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tratamento 1 por exemplo observou-se somente uma planta discrepante em relagdo a media,
no total de oito haploides identificados pela citometria. Situacdo similar foi observada nos
tratamentos 2, 3, 5, 6 e 7, nos quais verificou-se poucos valores discrepantes, em comparagdo
com os valores reais de haploides identificados pela citometria, (6, 15, 17, 12 e 12 plantas
haploides respectivamente).

O mesmo foi verificado para as plantas previamente identificadas como
poliploides/mixoploides. Plantas com dosagem génica acima de duplicada, segundo estudos
apresentam como efeitos morfologicos 0 aumento do tamanho das células devido ao maior
volume nuclear e consequentemente maior altura, é o chamado “efeito giga” (SATTLER,
2016). Isso pode ser observado ainda na Figura 5A, onde somente o tratamento seis
apresentou caracteres discrepantes acima da média, o que destoa do que foi identificado pela
citometria de fluxo por meio da qual contabilizou mais de 3 mixoploides/poliploides em cada
tratamento. Essas observagdes contradizem a afirmagéo de Batistelli et al. (2013), uma vez
que o autor cita que o vigor de plantas seria uma caracteristica potencial na diferenciacdo de
ploidias de plantas em estddio mais avancado de desenvolvimento, quando o0s genotipos
induzidos sdo hibridos simples.

Comportamentos similares foram identificados nas demais caracteristicas nas quais
verificou-se alta correlacdo com altura de planta (Tabela 4). Para o carater quantidade de
sementes colhidas, por exemplo (Figura 5F), observou-se que o tratamento 4, no qual foram
contabilizadas treze plantas haploides e uma planta poliploide pela citometria de fluxo,
descritivamente pelo box plot apresentou caracteristicas semelhantes as plantas
haploides/diploides, uma vez que mesmo haploides e conhecidos pelo alto grau de
esterilidade, produziram alto nimero de sementes (das 13 plantas haploides, 10 apresentaram
penddo fértil e foram autofecundadas). Na literatura, autores destacam que plantas haploides
podem produzir penddo fértil. Assim, plantas haploides avaliadas eram plantas macho-férteis
(CHASE, 1974; GEIGER; SCHONLEBEN, 2011), produzindo também poélen fértil.

Tabela 4 - Coeficientes de correlagdo de Pearson entre as caracteristicas morfoldgicas
observadas em hibridos de milho, submetidos a dois protocolos de duplicacdo
cromossdmica, determinadas com base na média dos tratamentos.

Altura Insercao Diametro Folhas Espigas Sementes

Altura 1 0,6542 0,9617* 0,7621* 0,814* 0,8694*
Insercéo 1 0,7529* 0,5356 0,2748 0,2082
Diametro 1 0,7786* 0,8086* 0,6129
Folhas 1 0,6287 0,6313

Espigas 1 0,5905



66

Sementes 1

* . Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t
Outras consideracdes podem ser feitas observando ainda a distribuicdo dos dados nos

gréficos boxplots. Uma delas diz respeito as diferencas existentes entre os genétipos em cada
caracteristica morfoldgica. Essa distingdo, confirmada pela analise de variancia na Tabela 5 é
mais expressiva para a caracteristica altura de planta (Figura 5D), onde observou-se pelo teste
de Student-Newman-Keuls ao nivel de 5%, diferencas significativas entre todos os gendtipos
estudados, sendo o gendtipo GNS3225 submetido ao protocolo 2 considerado de maior altura
média e 0 genotipo GNS3032 também submetido ao protocolo 2, como o de menor altura
média. Essa mesma tendéncia foi observada para a variavel diametro do colmo, sendo que

para essas duas caracteristicas houve a mais alta correlacéo (Tabela 4).

Tabela 5 - Altura de planta (cm); altura de inser¢do da primeira espiga (cm); diametro do
colmo (cm); namero de folhas verdes por planta; nimero de espigas por planta e
nimero de sementes por planta, de plantas de milho DHO avaliadas no campo
provenientes dos quatro genotipos submetidos a dois protocolos de duplicagdo, (1-
DKB393/Prot 1, 2- DKB393/Prot 2, 3- GNS3225/Prot 1, 4- GNS3225/Prot 2, 5-
GNS3264/Prot 1, 6- GNS3264/Prot 2, 7- GNS3032/Prot 1, 8- GNS3032/Prot 2).

GenGtipos Caracteristicas Morfologicas
Altura Insercdo  Didmetro Folhas Espigas  Sementes

DKB393/Prot 1 1579 1,02 ¢ 6,86 e 7,01d 1,06 d 23,22 f
DKB393/Prot 2 1,74 ¢ 1,21 a 8,64 c 11,01 b 1,25¢ 23,15 f
GNS3225/Prot 1 1,81d 1,17 b 9,12b 12,21a 1,32¢ 91,17 c
GNS3225/Prot 2 2,19a 1,05c¢ 9,79 a 12,01 a 1,69a 150,74 a
GNS3264/Prot 1 1,85¢c 101c 8,94 b 10,80 b 1,65a 41,79 e
GNS3264/Prot 2 2,07b 1,25a 9,56 a 11,22 b 1,41b 104,27 b
GNS3032/Prot 1 1,68 f 1,06 ¢ 7,94 d 11,17 b 1,14 d 63,64 d
GNS3032/Prot 2 1,38 h 0,79d 531f 8,90 c 1,05d 50,72 ¢

CV (%) 8,10 15,91 13,16 12,92 33,00 41,45

Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Student-Newman-Keuls a
5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018)

Outra caracteristica importante ao observar as variaveis morfoldgicas na Figura 5, sao
os graficos box plots daqueles genotipos submetidos aos mesmos protocolos de duplicacdo
que ndo apresentaram linearidade, ou seja, ndo foram similares entre si. Essa afirmacao
novamente contradiz Couto et al. (2015), que sugerem comportamento similar daqueles
genotipos submetidos ao mesmo protocolo de duplicagdo cromossémica.

Pelo exposto acima, a verificagdo de uniformidade dos individuos por meio de

marcadores morfolégicos de plantas em estadio adulto, ndo deve ser considerada, uma vez
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que pode ocasionar a classificagdo equivocada de determinados gendtipos em relacdo ao nivel
de ploidia. Além disso, a confirmacao daquelas plantas previamente identificadas como duplo
haploides (haploides/diploides) por meio da citometria de fluxo, como verdadeiramente
duplicadas em campo, por meio de observacdes de uniformaidade e segregacdo dos
individuos, foi dificultada pelo elevado numero de plantas no campo, bem como pela
similaridade das caracteristicas dos DH, com plantas diploides. A confirmacdo se essas
plantas eram hibridos ou DH, seria melhor visualizada por meio da segregacdo desses
materiais.

Uma vez que a avaliacdo das caracteristicas morfolégicas em campo néo foi suficiente
para a discriminacdo de individuos duplo haploides e diploides, recorreu-se como ferramenta
adicional, a analise molecular com marcadores microssatélites, uma vez que essa analise ja
tinha sido realizada no estadio vegetativo V4 das plantas de milho, e somente seria usada em
caso necessario de comprovacao de ploidia previamente definida.

Para tanto os individuos considerados haploides/diploides de cada tratamento foram
submetidos a analise molecular com marcadores microssatélites (Figura 6). Observou-se que
o primer polimorfico BNLG238 foi eficiente em confirmar a heranca gimnogenética da
linhagem KEMS, ja que os haploides por serem hemizigotos apresentam apenas uma banda
no gel, proveniente do genitor hibrido e confirmar também a presenca dos duplo-haploides,
uma vez que por terem também heranca gimnogenética, apresentaram apenas uma banda

conforme observado na Figura 6.
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Figura 6 - Padrdo eletroforético dos produtos de amplificacdo do primer polimérfico BNLG
1238. H) genitor DKB393, I) linhagem indutora de haploidia KEMS, 1, 2, 3, 4,
6, 6, 7, 8) duplo-haploides confirmados nos tratamentos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7e 8
respectivamente. A seta indica a presenca de um diploide ndo duplicado
representado pelas duas bandas.

Os resultados obtidos sdo coerentes com os observados por Couto et al. (2012), que
utilizaram marcadores microssatélites para comprovar a heranga androgenética de haploides
provenientes do cruzamento de um hibrido tropical com a linhagem W23. Outros autores tém
utilizado os marcadores microssatélites em pesquisas com plantas duplicadas de diferentes
especies, alem do milho (LI et al., 2009; BATTISTELLI, 2012; BASTOS, 2016).

Assim, os marcadores microssatélites, por serem codominantes, permitem a facil
visualizagdo e identificacdo dos individuos homozigotos. Desse modo, € possivel distinguir os
diploides, heterozigotos, dos haploides e duplo-haploides, homozigotos.

Como o objetivo é a obtencdo de sementes duplo haploides, na Tabela 6 encontram-se
0s numeros de espigas colhidas por tratamento. O nimero total de espigas colhidas de plantas
confirmadas como duplo haploides € significativamente alto, totalizando 118, sendo que o

maior nimero foi observado nos tratamentos submetidos ao protocolo 2 de duplicacéo. Isso
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confirma que uma geragdo de endogamia na obtencdo de maior quantidade de sementes duplo
haploides, deve ser considerada nos programas de melhoramento.

Tabela 6 - Nimero de plantas de milho DH1 consideradas duplo-haploides pela citometria de
fluxo e nimero de espigas colhidas dessas plantas previamente confirmadas e que
sobreviveram ao final dos 120 dias da cultura em campo.

Tratamento Numero de plantas Numero de espigas DH
DKB393/Prot 1 44 8
DKB393/Prot 2 42 22
GNS3225/Prot 1 35 9
GNS3225/Prot 2 48 19

GNS3264/Prot 1 42 11
GNS3264/Prot 2 46 16
GNS3032/Prot 1 27 10
GNS3032/Prot 2 34 23

Total 318 118

Fonte: Do autor (2018).
Informacdes a respeito da quantidade de sementes duplo haploides obtidas s&o
escassas e as empresas e instituicdes privadas que dominam essa tecnologia optam por néo

divulgarem seus resultados.

4 CONCLUSOES

A linhagem indutora de haploidia KEMS apresenta capacidade de inducdo em clima
tropical.

O protocolo 2, realizado em bandeja e mantido sob luz ap6s duplicacdo, foi mais
eficiente na duplicacdo cromossémica e possibilitou maior nimero de plantas DHO duplicadas
sobreviventes e maior numero de plantas autofecundadas, podendo ser recomendado em
programas de melhoramento.

N&o foi observada uniformidade de caracteristicas fenotipicas de plantas submetidas
aos protocolos de duplicagdo, da mesma forma que o uso de ferramentas descritivas na analise
morfologica de plantas adultas de milho néo foi eficiente.

A citometria de fluxo pode ser utilizada para se obter mais informacgdes assim como 0s
marcadores moleculares SSR podem ser utilizados na comprovacao da heranga gimnogenética

da linhagem KEMS e também na identificacdo das plantas duplo-haploides de milho.
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ABSTRACT

Studies that optimize the haploid technique in the removal of maize lines are necessary.
Between the stages that mostly requires attention and it is directly related to the success of the
technology is the correctly separation of induced haploids and diploids. Morphological
markers are commonly used but have strong influence of the environment, and laboratory
methods have been developed and may be more efficient. Thus, the present work had the
objective to study the use of the anatomical analysis tool, through the analysis of the
characteristics of young maize leaf for use as the indirect markers in the identification of
ploidys. The hybrids were crossed with the KEMS haploid inducer. The seeds crossed, were
selected according to the R-navajo marker and submitted to two different protocols of
chromosome duplication. Plants that survived to the duplication protocols were acclimated in
greenhouse and then transferred to the field. After the self-polinization of the DHO plants, the
DH1 seeds were taken to the field, divided into treatments according to the parentals and
duplication protocols. At the vegetative stage V4 of the plants, leaf tissue samples were
collected to the evaluation of the amount of DNA and identification of ploidys and anatomical
analysis. The nuclear DNA review (pg) of each sample was performed for the comparison in
histograms of the position of G1 peak to the G1 peak of the internal or external reference
standard. Statistical analyzes for all anatomical sequences were performed by assigning
components of variance and predicting random expressions using a mixed model approach
(REML / BLUP). A high accuracy came to validate an anatomical tool, through the variables
studied in this work, as a marker in the differentiation of ploidias in maize plants, and it can
be used in results selection programs. The anatomy made in some letters is a non-destructible
technique and, together with a flow cytometry technique, can be used as an indirect method in
haploid cutting programs at the initial stage of the identification of seedlings.

Key-words: double haploids, markers, anatomy, ploidy, flow cytometry.
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1 INTRODUCTION

The success of a breeding program that aims at the production of maize commercial
hybrids lies in the fact of obtaining elite lineages. Among all the steps, this is considered to be
the most time-consuming and costly, and the technology of double haploid emerges as a way
of reducing time in obtaining these lineages (Bordes et al., 2006).

The rapid production of homozygotic lineages allows a better exploitation of genetic
variability and increases the efficiency of selection. Homozygous plants will have the
maximum additive variance, the effects of dominance and epistasis, and the advantages in the
selection of quantitative, superior characteristics (Melchinger et al., 2013). In addition, the
decrease of the costs with labor, use of smaller experimental area and anticipation of profits in
commercial programs for maze breeding have made this technique a great success.

The production of double- haploid lineages involves four main steps: in vivo induction of
haploidy, identification of possible haploids, chromosome doubling and the self-fertilization
of lineages obtained for increment of seeds (Prasanna et al., 2012). However, the success of
this methodology is still dependent on the use of inductors with high capacity of induction, a
precise system of identification and differentiation of haploid and diploid seeds, as well as
efficient and reproducible protocols of chromosome doubling (Chaikam et al., 2017).

The doubling of the chromosome number spontaneously or induced by the application of
mitotic agents e.g., colchicine, retrieves the diploid condition and restores fertility (Ren et al.,
2017). The action mechanism of colchicine involves the irreversible connection to tubulin
dimers, causing a conformational change and preventing the polymerization of mitotic
spindle, and as a result, the newly duplicated chromosomes are not separate and the core
reorganizes with the number of duplicated chromosomes (Eeckhaut et al., 2004). However,
not all cells of the treated tissue polyploidize, which can lead to the formation of chimeras,
i.e., tissues or plants with duplicate sectors and others unduplicated ones (Schifino-Wittmann
and Agnol, 2003) called mixoploids. Truly duplicated lines resulting from this process are
called duplicate or double haploids (DHSs).

There are several methods for certification of polyploidization, being flow cytometry the
most used one (Dhooghe et al., 2011). Flow cytometry is a reliable and fast method, because
it allows the analysis of a large number of cells and of different tissues (Fritsche-Neto et al.,
2012). In experiments with double haploids, flow cytometry allows vigorous seedlings and
detected as diploids in the histograms are discarded before the step of field, reducing time and
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space. In addition, flow cytometry allows the analysis of the efficiency of the protocol of
chromosome doubling, since it is not possible to confirm if the response of seedlings to
duplication was positive (Battistelli, 2013; Couto et al., 2013; Dang et al., 2012).

Another tool that is being studied as a marker in the differentiation of ploidies in plants is
the leaf anatomy, being the leaf considered the component with greater ability to adapt to
environmental conditions. Highly flexible, leaf anatomy is influenced by environmental
factors, such as, irradiation (leaves of sunlight/shade, Lambers et al., 1998), nutrients (Jokela
et al., 1998), drought (Bosabalidis and Kofidis, 2002) and ozone (Oksanen et al., 2001;
Oksanen et al., 2004). Changes in the leaves characteristics, such as those related to the
thickness of the leaf blade, parenchymas, epidermis and number of stomata for example, and
that are highly associated with the photosynthetic potential of plants, are used in studies of
genetic selection by the use of morphological and anatomical markers. Additionally, they are
highly heritable characteristics, i.e., can be passed to their offspring (Ramalho et al., 2008).

The cytoanatomic characterization is a methodology that allows the identification of
haploid and supposed polyploidy in plants subjected to chromosome doubling. The study of
measurement and comparison of stomata, based on the principle that the length of the same
normally increases with the number of chromosomes, is the most commonly cited in the
literature (Vichiato et al., 2006).

The number of stomata in association with other leaf anatomical characteristics, has
already been mapped to different levels of ploidy in studies with coffee plants (Mishra et al.,
1997). For this species, the greater the number of stomata the higher the ploidy. In the case of
Coffea canephora, a reduction in the stomatal density is higher in the tetraploid level for some
cultivars (Mishra et al., 1997). Padoan et al. (2013), observed in Citrus that the size and
density of stomata varied according to ploidy level, where the triploids showed a higher
number of stomata when compared to diploid plants. A similar result was observed by Rocha
(2014), who stated to be possible the use of anatomical markers for purposes of selection of
citrus with different levels of ploidy.

Ploidy is well studied from the point of view of genetics and genomic perspective, but the
morphological and anatomical aspects related to these differences in the amount of DNA,
remain poorly studied in maze plants. Analyzing the anatomical characteristics of young
leaves of maize, capable of discriminating the different ploidies and extrapolate these results
in diploid and haploid discrimination on the optimization of the process of obtaining double

haploid is of extreme importance.
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Thus, the objective of this work was to study the use of anatomical tool, through the
analysis of the characteristics of young leaves of maize for use as indirect markers in the
identification of ploidies, and through future studies, to extrapolate the use of this marker in
the identification of haploids in the initial stage of the process of obtaining double haploid.

2 MATERIAL AND METHODS

The cross field occurred in Cravinhos SP, in the sowing of 2012 among four simple
hybrids (DKB393, GNS 3225, GNS 3264, GNS 3032) with the inducer of haploidy KEMS,
used as male parental. The seeds from these crosses were brought to Lavras and the following
steps were carried out at the premises of the Federal University of Lavras, Cytogenetics
Laboratory of the department of biology, and at the Federal University of Vigosa in the
laboratory of plant anatomy and morphology in the Department of Biology. For installation of
the field where the self-fertilizations of materials were carried out the experimental area of
the Department of Agriculture was used, located in the municipality of ljaci, MG.

The seeds after separated by staining of the embryo and endosperm and selected as
possible haploids, passed by the chromosome duplication processes, where in the first
protocol of duplication, identified as Protocol 1, the seeds were disinfected with 2%
hypochlorite and placed to germinate, for 72 hours, in germination paper moistened with
controlled temperature of 25°C. After germination, to eliminate the false haploid, those
vigorous seedlings with up to 3 cm in the aerial part and root 4 cm, were classified as diploid
and discarded. After this step, the seedlings identified as possible haploids were subjected to
treatment with a solution of 0.04% colchicine and 0.5% dimethyl sulfoxide (DMSQO), for 12
hours, and kept in the dark at 20°C.

In the protocol identified as number 2, the selected seeds were disinfected with 2%
hypochlorite and soon after, sown in trays containing sand and vermiculite (at a ratio of 1:1).
After 10 days, the most vigorous seedlings were selected as diploids and discarded. The
haploid plants were then removed from the trays and washed in water to remove the sand and
vermiculite and to be subjected to the protocol of duplication. The roots of plants considered
haploid were immersed in a solution of colchicine 0.1%, 0.1% dimethyl sulfoxide (DMSO)
and Tween 20 to 0.1%, and maintained for 6 hours in the presence of light at an average
temperature of 22°C.

After treatment with colchicine, the seedlings from both protocols of duplication, called
DHO, were transferred to the greenhouse and then transplanted to a protected environment.

Those plants DHO that survived in the field, produced pollen and had style-stigma in

sync, were self-fertilized for maintenance, multiplication and future studies of their seeds. The



79

cobs DH1, harvested after self-fertilization of duplicated DHO plants, were harvested at
physiological maturity of seeds and threshed and dried at ambient temperature until 12% of
moisture. At this moment, in order to be used at a later stage, the cobs DH1 of each progeny
harvested seeds were mixed and divided into treatments, as best seen in Table 7. Until the
completion of the new phase of the experiment, these seeds were stored in cold chamber at
10°C.

Table 7 - Treatments taken for the field in the harvest season 2014/2015, established in
accordance with the parental and the protocols of chromosome doubling.

Materials Identification

Treatments Hybrids Protocols

DKB393 1
DKB393
GNS3225
GNS3225
GNS3264
GNS3264
GNS3032
GNS3032

O~NO O WN B
NFENEFEPNEDN

Fonte: From author (2018).

In the harvest season 2014/2015, the total number of seeds DH1 for each treatment, was
taken to the field and the experimental design was a randomized complete blocks with eight
treatments with four replications. Each block was composed by lines of 10 meters of length,
with spacing of 80 cm between rows and among plants of 25 cm, and sowing of a seed per
hole. The collection of leaf material occurred in young stage of the plant maize, with 4
replicates collected at random within each treatment.

In the case of leaf anatomy, 5 replicates were performed for each repetition in the
laboratory, five blades of 10 sections each, were made, and the top five fields were
photographed and subsequently measured. The following were measured: thickness of the
leaf blade (ELF), thickness of the parenchyma (PAR), thickness of the upper epidermis (EES)
and lower epidermis (EEI), polar diameter of the stomata in the upper face (DPS) and lower
(DPI), equatorial diameter of the stomata of superior face (DES) and lower face (DEI) and
stomatal density on the upper surface (DS) and lower (DI). For that, in the vegetative stage
V4 which corresponds to the development of four leaves, leaf tissue samples were collected.

For that, in the vegetative stage V4 which corresponds to the development of four leaves,
leaf tissue samples were collected.

For both evaluations, the medial portion of the young leaves fully developed, was cut into

segments of approximately 3 cm in length and wrapped in aluminum paper duly identified per
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plant. Aluminum papers remained in a polystyrene box containing recyclable crushed ice,
until the time of transportation to the laboratory of tissue culture of plants of the Department
of Agriculture of UFLA.

At the opening of each envelope of aluminum, part of the samples of leaf tissue was used
for the quantification of DNA and part to the anatomical analysis. Therefore, young leaf tissue
samples of maize were crushed under ice, in Petri plates containing 1 mL of cold buffer
LB01, to obtain nuclear suspension (Dolezel, 1997), which was added 2,5uL RNase and
stained with 25 L of propidium iodide (1 mg mL-1). The species Vicia faba (quantity of
DNA of 26.9 pg/2C) was used as an external standard of reference and for each sample at
least 10 thousand cores were analyzed. Each suspension was analyzed in flow cytometry
FacsCalibur (Becton Dickinson). The histograms obtained were evaluated by the WinMDI
software 2.8 (2009) for the evaluation of the peaks of DNA. The estimate of the nuclear DNA
content (pg) of each sample was performed by comparing the position of the peak G1 with the
peak G1 of the internal standard or external reference.

For this comparison the following expression was used:

Q= G)x R ,on what:

Q is the quantity of DNA of the evaluated sample (pg/2C).

E is the position of the G1 peak of the sample.

S is the position of the peak G1 reference standard and

R is the quantity of DNA of the standard sample (26.9 pg/2C).

By the quantity of DNA it was possible to make inferences about the ploidy level of the
evaluated genotypes.

As mentioned, the other part of the samples of leaf tissue was immediately fixed in
FAAso, (formaldehyde: acetic acid: ethanol, 5:5:90) for 48 h. Then, the samples were removed
from the fixative solution, rinsed and stored in 70% ethanol solution (Johansen, 1940). At this
moment the samples were transported to the Laboratory of Anatomy and morphogenesis of
Plant Biology Department of the Federal University of Vigosa, where permanent slides were
made using portions of the leaf that were dehydrated in ethyl series included in historresin
(methacrylate), according to the manufacturer's recommendations. Transverse sections of leaf
were sectioned in automatic advance rotary microtome (model RM2155, Leica Microsystems
Inc., Deerfield, USA) with 5 pum thick, arranged on histological slides and stained with

toluidine blue (O'Brien et al., 1964), to the limbal micro morphometry.
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For the stomata evaluations, fragments of the central part of the leaf blade were
sectioned from material stored in alcohol 70%. The samples were clarified by means of the
technique of Diaphanization, described by Zsogon (2014) and modified for the species,
having been clarified in methanol for 48 hours and then in lactic acid for 6 hours in water bath
for 98 °C and assembled into lactic acid. After the staining procedure, the samples were
immersed in ethanol 80, 70 and 50%, and later were rinsed in distilled water. The histological
slides with leaf fragments were mounted on glycerol-jelly Images of the slides of cross cuts
and diaphanization were obtained under a light microscope (model AX-70 TRF, Olympus
Optical, Tokyo, Japan) coupled to a digital camera (model Zeiss AxioCam HRc, Géttinger,
Germany) and a microcomputer with the program to capture images Axion Vision, having
been digitized and stored in a microcomputer. For the analysis, 10 distinct fields of each
sample were measured by means of Image-Pro ® Plus software (version 4.1, Media
Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA).

The analyzes were performed for all characters with the estimation of variance
components and the prediction of random effects using the approach of mixed models, the
method of restricted maximum likelihood/best linear unbiased prediction (REML/BLUP)
(Resende, 2002, 2007). For this, the following statistical model was used:

v=Xr+Za+Wp+e

Where:

v vector of data;

R: vector of the effects of repetition (assumed as fixed) added to the overall average;

A: vector of genotypic effects among treatments (random), being a ~ NMV (0, Ia;). 0]
a; is the variance associated with genotypic among treatments;

p: vector of genotypic effects among treatments (random), being p ~ NMV (0, Iapf). o]
ch: is the variance associated with the parcels effects;

e: vector of random errors, and ~ NMV (0, lg2). 0 a7 is the variance associated with

the residual effects;
X, Z and W: incidence matrices for r, and p, respectively.

-

The heritability in the average of treatments (h;,) and accuracy were estimated, and

the significance of the random effects as the genotypic variance among treatments (a;) were
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tested by the teste de razdo da verossimilhanga )Likelihood Ratio Tests - LRT) where the
analyses of deviance were obtained for each character evaluated (Resende, 2007).

These statistical analyzes were performed using the software SELEGEN-
REML/BLUP (Resende, 2007).

3 RESULTS

For all the evaluated characteristics the accuracy was classified as very high (Resende
and Duarte, 2007), with values above 87.0%. On average, the heritability (hZ,) of the

characteristics was also high with values above 84.0%, what indicates good reliability of data
(Table 2). The heritabilities of treatments ranged from 76.0% (EES) to 98.0% (DEI) among
the evaluated characteristics, which demonstrates that in the anatomic evaluation in this
experiment, the largest part of the variation observed is due to genetic causes to the detriment
of environmental variations (Falconer and Mackay, 1996).

The genotypic variance was highly significant by the LRT test and likelihood ratio for
the characters related to the thickness of the leaf blade (ELF), stomatal density of both the
upper surface (DS), as well as the lower surface (DI), thickness of the parenchyma (PAR),
thickness of the upper epidermis (EES) and lower epidermis (EEI), polar and equatorial
diameter of upper epidermis (DES and DPS) and lower (DEI and DPI), according to LRT (P
< 0.01), characterizing these characteristics as good candidates to be inserted in a breeding
program as markers. It was possible to realize that the characteristics related to the thickness
of the lamina and those related to the stomata were the ones that showed higher heritability,
followed by the thickness of the parenchyma. The thickness of the epidermis, even with high
heritability, were lower (Table 8).
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Table 8 - Summary of ANADEV and estimates of genetic parameters in the evaluation of
maze hybrids for traits, thickness of the leaf blade (ELF), thickness of the upper
epidermis (ESS), thickness of the parenchyma (PAR), thickness of the lower
epidermis (EEI), equatorial diameter of the stomata in the upper face (DES), polar
diameter of the stomata in the upper face (DPS), Equatorial surface of the stomata
in the lower face (DEI), polar diameter of the stomata of the lower phase (DPI)
and stomata densities of upper surfaces (DS) and lower (DI) of the leaf.

Parameters ELF EES PAR EEI DES DPS DEI DPI DS Dl

VG G :) 0,0002 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 44,5392 286,2
between o 35** 11** 92** 07** 13** 1** 24** 11** 06** 0**
LRT among
treatments 82,36 14,84 60,19 28,25 134,79 125,70 200,61 189,59 20,36 67,65
VG (& :) 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,8338 1,285
within (H.‘J 02"s o1ns o1ns 00 "s 00 "s 00 "s 00 "s 0o "s ns s
LRT within
treatment 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,07 0,00 0,01 0,00
94,9*
h2mg (%) 93,2** 76,2** 91,0** 84,2** 96,8** 06,2** 98,1** 97,3** 84,8** *

ACqen (%) 96,6 87,3 954 918 984 981 99,0 98,7 921 974

** Significant and ™ Non significant by the likelihood ratio test (LTR), with 1% of
probability.

The anatomical differences observed were obtained through anatomical cuts and
diaphanization of samples. It was possible to observe a difference in leaf blade as the

thickness (Figure 7) and quantity and size of the stomata (Figure 8).

Figure 7 - Cross-sectional cuts of maze leaves collected after a process of chromosome
doubling with use of colchicine. Haploid material (A), diploid (B), Double
haploid (C), triploid (D) and tetraploid (E). ELF= thickness of leaf blade, PAR=
thickness of parenchyma and EP=epidermis. The bars represent 50 pum
(Continue).
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Figure 7 - Cross-sectional cuts of maze leaves collected after a process of chromosome
doubling with use of colchicine. Haploid material (A), diploid (B), Double
haploid (C), triploid (D) and tetraploid (E). ELF= thickness of leaf blade, PAR=

thickness of parenchyma and EP=epidermis. The bars represent 50 pm

(Conclusione).

Figure 8 - Adaxial surface (A to E) and abaxial (F through J) of maze leaves collected after a
process of chromosome doubling with use of colchicine. Haploid material (A and

F), diploid (B and G), Double haploid (C and H) , triploid (D and I ) and tetraploid

(E and J). The bars represent 50 um and arrows indicate stomata(Continue).
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Figure 8 - Adaxial surface (A to E) and abaxial (F through J) of maze leaves collected after a
process of chromosome doubling with use of colchicine. Haploid material (A and
F), diploid (B and G), Double haploid (C and H) , triploid (D and I ) and tetraploid

(E and J). The bars represent 50 um and arrows indicate stomata(Conclusion).

Fonte: Do autor (2018)

In Table 9, it is observed that the treatment 7 presented the highest values of ELF, ESS,
EEI and held until the third position in the ranking for PR, DEI, DS. While the treatment 6
occupied until the second position to ELF, ESS, PR, DPS and DPI. The treatments 1 and 5
occupied the last two positions to ELF, EES, PR, EEI, DES, DPS, DEIl and DPI.
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Table 9 - Genotypic averages and ranking of treatments for the anatomical characteristics
related to leaf blade; leaf blade thickness (ELF), thickness of the upper epidermis
(ESS), thickness of the parenchyma (PAR), thickness of the lower epidermis
(EEI), equatorial diameter of the stomata in the upper face (DES), polar diameter
of the stomata in the upper face (DPS), polar and equatorial diameter of the
stomata in the lower face (DEI) and (DPI), stomatal density of the upper surfaces
(DS) and lower (DI) of maze leaves collected after a process of chromosome

doubling with use of colchicine.

ELF EES PAR EEI DES
Trat. X BLUP Trat. XBLUP Trat. XBLUP Trat. X BLUP Trat. X BLUP
7 0,1375 7 0.0305 6 0,0858 7 0,0234 8 0,0378
6 0.1334 6 0.0284 7 0.0843 3 0.0215 3 0.0075
3 0,1237 2 0,0284 3 0,0761 8 0.0208 1 0,0075
g 01211 3 0.0284 8 0.0760 6 0.0189 4 0.0075
2 0.1112 8 0.0261 4 0.0664 2 0.0188 2 0.0075
4 0.1062 4 0.0249 2 0.0654 4 0.0173 7 0.0075
1 0.0954 5 0.0238 1 0.0621 1 0.0160 6 0.0075
5 0,0932 1 0,0218 5 0,0586 5 0,0155 5 0,0075
Aver 01152 - 0.0266 - 0.0719 0.0190 - 0.0113
DPS DEI DPI DS DI
Trat. XBLUP Trat. XBLUP Trat. X BLUP Trat. X BLUP Trat. X BLUP

8 0,0315 8 0,0433 8 0,0325 5 60,5125 5 1102138
6 0.0270 3 0.0369 6 0.0284 1 515084 1 93,7531
3 0.0260 7 0.0326 3 0.0277 7 514221 4 934814
5 0,0238 6 0.0320 2 0,0240 6 512206 7 822563
7 0.,0233 1 0.0300 5 0.0235 4 490210 6 788012
4 0,0233 2 0,0291 4 0,0235 3 463618 2 73,8440
2 0.0230 5 0.0288 7 00226 2 435809 3 70,7177
1 0,0213 4 0.0286 1 0,0214 8  37.8325 8§  51.1355
Aver  0.0249 - 0.0326 - 0.0255 - 489325 - 81.7754

Source: From author (2018).
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Figure 9 The relative importance of the characteristics evaluated in the separation of the
valuated materials.

Relative contribution of characters for the study of
genetic diversity

Frequency (%)

1 Y [

ELF EES PR EEI DES DPS DEI DM D

Variable
Source: From author (2018).

In parallel to the anatomical analyzes and with the aim of inferring the real ploidies
observed in the tested materials, the DNA quantification was performed by flow cytometry
technique in 32 selected plants (Table 4). The histograms obtained by this method allows for
the identification of the ploidy level of the individuals tested through the location of the G1
peak of the sample on the axis of the relative intensity of fluorescence (Figure 10). The
dominant peaks generated in the histograms are relative to the quantity of DNA of the cores in
the G1 phase of the cell cycle. The estimate of the ploidy level is done by comparing the G1
peaks of the histogram of a sample with the peak of a plant-standard with known ploidy
(Dolezel, 1997).

Maixe diploids have the peak G1, located in the region of relative intensity of
fluorescence, soon after the mark of 102 (Figure 10A). The haploids have lower relative
intensity of fluorescence and the peak G1 is located to the left of the mark of 102, i.e.,
dislocated in the direction of the x axis (Figure 10B). Whereas the triploids and the tetraploids
have still greater intensity than the diploids, locating at the right of the mark of 102 and with
higher peaks (figures not shown). Whereas the Double haploid plants, are those that have
ploidies haploid/diploid type (Figure 10C).

Usually, an association of the histogram obtained with a histogram of a standard plan
is performed, for example, Vicia faba, used by Ribeiro (2016), Battistelli et al. (2013) and
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Couto et al. (2015). The use of standard allows to obtain the quantity of DNA contained in the

sample.

Figure 10 - Histograms of ploidies detected by flow cytometry in maize plants collected after

a process of chromosome doubling with use of colchicine. A. Diploid Plant B.

Haploid Plant. C. Double haploid Plant. Vertical axis = number of read cores;

horizontal axis = relative intensity of fluorescence. The arrows show the peaks G1

and G2 and the external standard of reference.
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Table 10 - Identificacdo do nivel de ploidia de acordo com a analise de citometria e fluxo, das
32 plantas avaliadas divididas por tratamento.

Treatments Ploidies found

Haploid
1 Haploid
Haploid

Double haploid

Haploid
2 Diploid
Diploid
Diploid

Diploid
3 Diploid
Haploid
Diploid

Haploid
4 Diploid
Diploid
Haploid

Haploid
5 Haploid
Haploid
Haploid

Diploid
6 Diploid
Diploid
Diploid

Diploid
7 Diploid
Diploid
Diploid

Triploid

8 Triploid
Diploid

Tetraploid

Source: From author (2018).
4 DISCUSSION

It was possible through the analysis of mixed model to verify the existence of
variability in the anatomical characteristics, i.e., there is a difference among the tested
materials (P < 0.01) (Table 1). In addition, these variables showed a quality required for
insertion in a breeding program, with the aim of separation of evaluated materials (Silva et al.
2017). The heritability and accuracy obtained were high in accordance with the classification
made by Resende (2007) (Table 1). The fact of the evaluated anatomical characteristics have

potential for use in selection programs is of extreme importance, since these characteristics
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may be associated with the photosynthetic potential of plants, i.e., the productive capacity of
plant material, leaves, roots and seeds.

The thickness of the leaf blade (ELF), has a crucial role not only in the capacity of
carbon fixation by the chloroplasts of the palisade parenchyma, but also by the internal
storage of CO2 by sponge parenchyma (Martins et al., 2014). While the stomata are the
channels of influence of CO and the flow of water vapor. For the plants to be effective, they
must balance the gaseous exchanges carried out through these structures to maximize the
absorption of CO2 for photosynthesis and minimize the loss of water through transpiration.
Thus increasing the efficiency of the use of the water and consequently the plasticity of the
plant in the face of environmental changes. A program that aims at obtaining hybrids with
greater adaptive capacity, seems a major bottleneck of agriculture through the global climate
changes (Cochrane et al., 2014).

The stomata behavior, therefore, controls the volume of CO2 in the intercellular
spaces of the leaf for photosynthesis. Even if the maze as plant of C4 metabolism is able
through the mechanisms of CO2 concentration, to maintain an adequate quantity of C for
photosynthesis (Taiz and Zaiger, 2015), the stomatal density and the size of the stomata are
important characteristics to maximize efficiency. Once that, in spite of the area of the pores of
the stomata represent less than 3% of the total area of the leaf, about 98% of all the absorbed
CO2 and water lost occurs by these pores (Lawson et al, 2014).

The anatomical characteristics of the stomata define the stomatal conductance (gs),
theoretical maximum (Dow et al., 2014), i.e., the functionality of the same and also influence
the speed of response. The maximum gs relates to the size and density of stomata, which can
be influenced by the environment of growth (Hetherington and Woodward, 2003; Franks and
Farquhar, 2007). However, as in this study, all the plants were grown in the same
environment, we can consider that the density and the pattern of size, influenced by the
atmospheric concentration of CO2, water availability (Gray et al., 2000) and light (Gay and
Hurd, 1975), varied according to the genetic characteristics of each tested hybrid. This
reinforces the importance of the anatomical characters as early markers of separation of
hybrids used in this study.

Experimental evidences showed that the density of stomata is negatively correlated
with the stomata size (Hetherington and Woodward, 2003; Franks and Beerling, 2009). The
interaction/correlation among stomata size and density, and the impact on stomatal function
has received much attention, particularly with reference to the evolution of the performance

and plasticity in plants (Franks and Farquhar, 2007). Evidence from several studies have also
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suggested that smaller stomata respond faster than larger stomata, an observation that has
been explained in the context of relations surface-volume and the requirement for ck to boost
the movement (Drake et al. 2013).

The selection of plants grown with changes in the density of stomata to increase the
performance of plants has been widely exploited (Lawson et al., 2014, Jones, 1977, 1987),
with limited success. The increase of the stomatal density can increase the gs and the
photosynthetic rate can become 30% greater in conditions of high brightness (Schliter et al.,
2003).

The increase of photosynthesis can encourage the increase in weight, as already
mentioned. Increase in the weight of seed has also been associated with induced polyploidy
(Yoon et al., 2016). What can potentiate the vigor and germination of seeds, favoring the
formation of a more homogeneous stand. However, the manipulation of functional stomate
responses is clearly more complicated, requiring a thorough understanding of the metabolism
of the manipulated plant.

The use of these anatomical characteristics of the leaf is widely used for identifying
the levels of ploidy in many species of plants, such as alfalfa (Bingham, 1968), Gossypium
(Krishnaswamy and Andal, 1978), Dactylis (Santen and Casler, 1986), the ryegrass
(Speckman et al., 1965), wheat (Wang et al., 1989) and Bromus inermis (Tan and Dun, 1973;
Lea et al., 1977). In coffee the density of stomata decreased while its size increased with an
increase in the ploidy level, with the lower density found in the tetraploids and higher in the
diploids (Mishra et al., 1997). Genotypic differences in stomatal frequency and length of the
guard cells were also observed in barley (Miskin and Rasmussen, 1970), soybean (Chia and
Brun,1975) Triticale (Teare et al., 1971; Sapra et al., 1975). These studies demonstrate the
possibility of the use of anatomical markers with mechanism for identification of ploidy.

In the present, it is verified the contribution of the ten variables evaluated in separate
studied plants and coincides with what is reported in the literature in relation to the great
importance of the stomata. Carefully observing the relative contribution of each trait, it is
verified that the variables associated to the stomata represent, altogether, approximately 50%
of the contribution of separation (Figure 3).

The high contribution of leaf blade is due to its constitution. The leaf blade is
composed by parenchyma, in which chloroplasts and spaces for CO2 storage are located, in
addition of course, all the other components of the leaf. Therefore its relevance is easily
understandable and the importance of variables related to the stomata is also evident,

reinforcing what is already described in several academic articles.
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In addition it is possible to suggest that the anatomic variables, as possible markers
were efficient on grouping even partially the hybrids (Tables 2 and 3). Behavior that
reinforces what has been described above, where the traits were efficient anatomical markers
for various crops. The treatments that showed higher averages for the analyzed variables were
classified as diploids (Table 3), in general with averages exceeding the haploids (Table 2).

The increase in ploidy level may be the main driving force to facilitate the plants
breeding, as it provides important phenotypic effects, such as increasing the size of the cells
and organs, and sometimes a larger force and biomass, and additional molecular and
phenotypic variation that may arise soon after the formation of the polyploids. This behavior
can be attributed to the effect "gigantism”, in which plants with higher ploidy may have
increased the size of their structures (Vichiato et al., 2007). The treatments 6 and 7 (diploids),
for the characteristics related to leaf blade (ELF and PAR), showed higher averages to the
haploids (Table 2). However the effect "gigas™ was not observed to hybrids tri and tetraploids,
as reported in bulbophyllum ipanemense Farinaci (2001).

Significant effects on the ploidy level, and the anatomical and morphological
characteristics, such as leaf dry mass and thickness of the epidermis, have already been
reported in Brassicas (Baker et al., 2017) and characteristics such as leaf thickness and
photosynthetic rate, for rice (Giuliani et al., 2013). The increase in the leaves thickness and
total mass of plants may result in greater energy expenditure, however, as the maze is a plant
of Kranz anatomy, there is not so much spent on histodifferentiation of juxtaposed layers of
palisade parenchyma, since these cells are found around the cells of the sheath of the beam.
Therefore the gain in leaf thickness would contribute not only to the increase of the total mass
of the leaf, but also to the increase of empty spaces. These spaces play an important role in the
CO2 reserve for photosynthesis and because it does not require energy to histodifferentiation,
being less costly in terms of energy.

The size of the cells and the thickness of the components were positively correlated
with the ploidy level also in potatoes (Stupar et al., 2007). With the increase of the genome,
the gigantism in cells and organs is widely observed and associated with the increments in the
photosynthetic rate (Zhou et al., 2015). The increase of photosynthesis is attributed to the
increase of the tissues, increased capacity for storage of CO2, and increase of gs. The size of
the epidermal cells, cells, can also be associated with the ploidy level of the material under
observation (Yoon et al., 2016). In addition to the increase in the activity of multiple enzymes

such as hydrolases and expansins (Warner et al. 1987).
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The effect "giga" was also related in previous studies with modifications of cell wall
through a loosening, which enables a higher rate of growth of plants and phenotypic changes.
This loosening is assigned to a higher expression of genes of expansin enzyme in rice (Lee
and Choi, 2005; Ma et al., 2013), tobacco (Li et al., 2013; Xu et al., 2014) and Arabidopsis
(Hu et al., 2013; Goh et al., 2014). The role of expansins would be to induce the extent of cell
wall, generating larger cells, higher plants and longer roots. So in these cases, the cell
expansion associated with the ploidy is related to the increase of molecular signaling for
synthesis of genes of expansin and may lead to an increase in weight of structures, as in
tomato (Cheniclet et al., 2005).

5 CONCLUSIONS

The thickness of the leaf blade and the size of the stomata are highly heritable traits in
maize.

The obtained high accuracy validates the anatomical tool through the variables studied
in the present work, as a marker in the differentiation of ploidies in maize plants, which may
be employed in programs for selection of hybrids.

The anatomy made in young leaves of maze is a non-destructible technique and in
conjunction with the technique of flow cytometry, can be used as indirect method in programs
to obtain double haploids, in the initial stage of identification of seedlings.
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