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RESUMO

i
BELICUAS, P. R. Obtengiio, identificacio e caragterizacfio de hapléides
androgenéticos em milho, 2004. 52p Dissertagio (Mestrado em Agronomia -

Agroquimica / Agrobioquimica) — Universidade Federal de Lavras, Lavras MG."

O processo tradicional de obtengiio de hlbndos envolve a geraq,ﬁo de
linhagens endogimicas que sdo obtidas por autofecundagdes sucessivas. Uma
das alternativas disponiveis para este processo na cultura do milho ¢ a técnica de
obtencéo de linhas homozigdticas instantineas pelo uso de hapléides duplicados
utilizando uma mutagéio conhecida como gametdfito indeterminado (ig) que,
entre outros efeitos, gera hapléides de origem paterna. Com o objetivo de avaliar
o processo de obtengdo de linhagens homozlgotwas a partir de linhagens
indutoras de haploidia nas condigdes tropicais de cultwo, e comparar os métodos
de confirmagiio de hapléides verificando a eficiéncia e aplicabilidade dos
mesmos, foram realizados cruzamentos entre a hnhagem W239Q, que carrega 0
gene ig, e o hibrido simples BRS10103. As sementes obtidas desses
cruzamentos foram separadas conforme o marcador morfolégico indicador de
haploidia (endosperma roxo, embrido descolorido) e germinadas sob condigdes
controladas. O teste de identificagdo de hapléides: foi realizado com dois
marcadores microssatélites (SSR) (mmc0021 ¢ mmc0081) previamente
selecionados como polimérficos entre os parentais do cruzamento. Quatro
individuos foram identificados via SSR como hapléides entre os 462 individuos
que apresentavam o marcador fenotipico indicador de haploidia. A haploidia
destes quatro individuos foi confirmada pela contagem cromossdmica e pela
citometria de fluxo. As quatro plantas hapléides apresentaram fenétipo
caracteristico, pelo tamanho reduzido, entretanto, algumas plantas dipléides
também apresentaram o mesmo fenétipo semelhante aos hapldides, o que
demonstra que a selegéo fenotipica tanto da semente quanto da planta no campo
é de baixa eficiéncia ndo discriminando bem os individuos. Para a exata
identificacfio dos hapléides os marcadores SSR se mostraram eficientes e de
maior aplicabilidade em relagio 4 contagem cromossémica e & anilise por
citometria de fluxo. O estudo de distincia genética foi realizado para verificar
se durante o processo de geragdo de individuos hapléides a distribuigdo dos
alelos das plantas que deram origem a esses hapléides ocorreu ao acaso. Para
tanto, foi realizada a genotipagem das linhagens genitoras do hibrido e dos
hapléides gerados, utilizando 13 marcadores SSR marcados com fluorescéncia.

* Comité Orientador: Dr. Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Dr.
Edilson Paiva (Co-Orientador) — Embrapa Milho e Sorgo Dra Claudia Teixeira
Guimardes — Embrapa Milho e Sorgo, Dr. Jair Moura Duarte Syngenta Seeds.




Observou-se que dois dos quatro hapléides apresentaram distribui¢do dos alelos
semelhante ao hibrido ficando a uma distdncia genética de aproximadamente
50% das linhagens originais do hibrido. Os outros dois hapldides gerados
apresentaram uma composi¢o alélica mais proxima de uma das linhagens que
originaram o hibrido divergindo geneticamente em 17% e 33% desta linhagem.
Estes dados mostram que a distribuicdo dos alelos no momento da geragdo dos
hapléides ocorreu aleatoriamente seguindo, aparentemente, uma distribuigéio
normal, em que dois dos hapldides obtidos apresentaram constituicio genética
bem préxima a uma das linhagens que deu origem ao hibrido.
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ABSTRACT

i

+

BELICUAS, P. R. 2004. Generation, identification and characterization of
androgenetic haploids in maize. 52p Dissertation|(Master in Agronomy -
Agrochemlstry / Agroblochemlstry) — Federal Umvers:ty of Lavras, Lavras

MG

The traditional process of obtaining hybrids involves inbred lines
generation in which successive selfing is accomplished. One of the available
alternatives for this process in maize breeding culture is the technique of
instantaneous inbred lines obtained through the use of doubled haploids using a
mutation known as indeterminate gametophyte (ig) that, among other effects,
generates paternal haploids. In order to evaluate, undeér tropical conditions, the
process of obtaining homozigotics lines starting from inducer lines and to
compare the efficiency and applicability of haploid identification methods,
crossings were made among the inbred line W23Q, which carries the ig gene,
and the single-cross hybrid BRS101043. The seeds obtained from those crossings
were separated according to the morphologic marker haploid indicator (purple
endosperm, colorless embryo) and germinated under controlled conditions. The
test for haploid identification was carried out with two microsatellite markers
(SSR) (mmc0021 and mmc0081) previously selected as polymorphic among the
crossing parents. Four individuals were identified as haploids through SSR
among the 462 individuals that presented the mdncatwe morphologic marker of
haploidy. Haploidy of the four individuals was| | confirmed by counting
chromosomes and by flow cytometry. The four haplond plants presented a
characteristic reduced size. However, some diploid plants also presented reduced
size phenotypes similar to the haploids, showing that the phenotypic seed
selection as well as plant selection of reduce size presented a low efficiency. For
accurate haploid identification the SSR markers provéd to be more efficient and
practical when compared to the chromossomes couting and flow cytometry
analysis. A genetic distance study was carried out with the objective of finding
if, in the process of generating haploid individuals, there was a random
distribution of the alleles of the plants that gave origin to them. For that, a
fingerprinting of hybrid genitor lines and of the generated haploids was made
using 13 SSR markers. It was observed that two out of four haploids presented a
similar allele distribution to those of the hybrid, with a genetic distance of
approximately 50% of the original hybrid lines. The other two generated

* Guidance Committee: Dr. Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Dr.
Edilson Paiva (Co-adviser) — Embrapa Milho e Sorgo, Dra. Cliudia Teixeira
Guimarges — Embrapa Milho e Sorgo, Dr. Jair Moura Duarte — Syngenta Seeds.
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i

haploids presented an allelic composition closer to one of the lines that
originated the hybrid, diverging genetically in 17% and 33% of that line. These
data showed that allele distribution in the moment of the generation of the
haploids happens at random apparently being followed by a normal distribution,
in which two of the obtained haploids presented very close genetic constitution
to one of the lines that generated the hybrid.
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1 INTRODUCAO
4
i
Um dos principais objetivos dos melhoristas de plantas é o aumento de
produtividade das culturas e nessa busca uma das metoaologias mais utilizadas é
o emprego da superioridade dos gendtipos heterozlfgéticos em relagdo aos
demais, ou seja, o aproveitamento do vigor hibrido. A cultura do milho
exemplifica bem este fato. A partir da descoberta do n;jlho hibrido, no inicio do
século passado, sua adogio pelos agricultores amencanos foi bastante rédpida,
sendo atualmente cultivado em praticamente 100% qas areas comerciais dos
EUA. O ganho em produtividade obtido com a substituigio das variedades
tradicionais pelos hibridos nos EUA foi exmordiniﬁo. No Brasil, o segundo
pais a adotar hibridos de milho, aconteceu o mesmo. $
Apesar do grande sucesso no emprego dos hibridos, algumas etapas de
sua obtenclio sdo bastante trabalhosas. O processo tradicional de produgdo
envolve a geracio de linhagens endogimicas obttdas por autofecundagGes
sucessivas. J
Uma altemnativa para a geragéio de linhagens éﬂldogﬁmicas disponivel na
cultura do milho é a técnica de obtengiio de linhagens homozigéticas
instanténeas pelo uso de hapléides duplicados (di-hapléides). Kermicle (1969)
relatou a ocorréncia de uma mutagio espontinea queéiele chamou de gametéfito
indeterminado (ig) na linhagem Wisconsin-23 (W23).f ;05 hapléides gerados por
influéncia deste alelo ig s@o de origem paterna, ou sej#, s#o androgenéticos. No
processo de fecundagdo o nicleo espermético mlcla o processo de divisdo
celular no citoplasma da célula ovo em detnmen;o ao niicleo da oosfera,
formando um embrido hapléide.
A grande vantagem deste método € a dlmmuu;io no tempo de obtengédo
das linhagens homozigéticas, ficando esta economxa em torno de trés a quatro

I



geragOes em relagdo ao método tradicional. Outra vantagem ¢ a redugdo de area
utilizada assim como uma menor demanda de méo de obra e de recursos para a
obtengdo das linhagens.

A correta. identificagio dos individuos hapléides e duplo-hapléides é
uma etapa fundamental no processo. Esta identificacdo pode ser realizada por
meio de marcadores morfolégicos de coloragéio que s&o expressos nas sementes,
contudo a expressdo desse marcador é fortemente influenciada pelo ambiente.
Para a exata confirmagio da gerago destes hapléides podem ser utilizadas
técnicas alternativas como contagem cromossémica, citometria de fluxo e
marcadores moleculares.

A contagem cromossomica é uma técnica antiga que ndo necessita de
equipamentos e reagentes de alto custo, contudo exige habilidade na confecgéo
das ldminas, além de ser uma técnica bastante trabalhosa e demorada. A
citometria de fluxo é uma técnica relativamente nova, bastante precisa e que
permite a quantificacdo de dezenas de amostras por dia, porém tem como
desvantagem a necessidade do citometro de fluxo e o elevado custo das anilises.
Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites representam uma
importante ferramenta na identificacdo dos hépléides, uma vez que sdo
multialélicos e co-dominantes, j4 se possui, publicamente disponivel, um
elevado namero deles identificados para o milho. Além disso, ¢ uma técnica
simples, ripida e precisa, pois acessa diretamente o genétipo nio sofrendo
influéncia do ambiente.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o processo de obtenggo
de linhagens homozigéticas a partir de uma linhagem indutora de haploidia nas
condigBes tropicais de cultivo, e comparar os métodos de confirmacio de

hapléides verificando a eficiéncia e a aplicabilidade dos mesmos.



2 REFERENCIAL TEGRICO

2.1 Importiancia do milho hibrido
i S

A superioridade dos genétipos heterozigotos em relagio aos demais foi
descoberta na cultura do milho no inicio do século )Q( A partir de entdo varios
estudos foram conduzidos viabilizando a produqﬁogc utilizagdio comercial de
sementes hibridas de milho. A técnica de exploraqﬁo; ;do vigor hibrido por meio
de cruzamentos de linhagens complementares com alta endogamia proporcionou
ao milho hibrido lugar de destaque entre as conti#uigﬁes da ciéncia para a
sociedade, tendo contribuido para expressivos aumeq#os na produtividade dessa
importante graminea em todo o mundo (Sprague & Dudley, 1988; Hallauer,
1990).

Nos EUA, onde existe o0 maior nimero de rq!atos sobre a estimativa da
contribui¢io dos hibridos para a cultura do milho, o aumento de produgéo
observado foi extraordinério, passando de 25 milhé?s de toneladas em 1870,
para 75 milhdes em 1906 e alcangando cerca de 150 ‘xpilhﬁes de toneladas ja em
1976. Em 1999, os EUA jé produziam mais de 220 milhSes de toneladas de
milho, gerando uma renda anual de 20 bilhdes de délares (Troyer & Mascia,
1999). Hoje a produgéio americana ja passa de 280,;milh6es de toneladas. Em
termos de produtividade, a média americana antes de 1930 era de
aproximadamente 2000 kg/ha, passando para cerca d? 6200 kg/ha na década de
80. Desse aumento, 58% foram atribuidos aos gqi'lhos proporcionados pelo
melhoramento genético do milho (Cardwell, 1982)1. No Brasil os resultados
sobre a contribui¢ido do melhoramento genético do milho também sdo
expressivos, mostrando ganhos genéticos superiores a 1% ao ano (Fernandes &
Franzon, 1997; Arias & Ramalho, 1998). g
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2.2 Obtengcio de linhagens endogimicas

Apesar do grande sucesso no emprego dos hibridos, algumas etapas de
sua obtengdio sdo bastante elaboradas e onerosas, podendo em alguns casos,
inviabilizar o seu emprego, especialmente para pequenas empresas. [nicialmente
é preciso enfatizar que numa populagio de plantas alégamas, como o milho,
todos os individuos sdo geneticamente equivalentes a hibridos simples, pois sio
oriundos da uniio ao acaso de dois gametas de individuos diferentes. Assim, a
produgdio de cada planta, isto é, dos diferentes individuos geneticamente
equivalentes a hibridos simples, segue uma distribuigdo normal. A perpetuagio
das combinagdes que se situam na extremidade superior da distribuigiio ¢é o
objetivo da técnica de hibridos simples. Para isto, uma possibilidade seria a
utilizagio da propagagdio vegetativa, que em milho nio ¢ uma opgéo vidvel em
virtude do grande nimero de pfantas requeridas por &rea a ser cultivada, e pela
dificuldade de se propagar milho vegetativamente. Desse modo, uma alternativa
seria a produgdio de linhagens endogimicas complementares que permitam a
obtencdo continua da combinaggio hibrida desejada.

O método denominado padrio é o mais utilizado na obtencdo de
linhagens endogfmicas, sendo os demais variagSes deste (Paterniani & Campos,
1999). Nesse método é realizada uma autofecundacao da populagéo fonte de
linhagens, os descendentes de cada planta autofecundada sgo semeados em
linhas formando uma familia, seleciona-se visualmente as melhores familias e
escolhem-se os melhores individuos dentro dessas familias para serem
novamente autofecundados. O processo se repete até se atingir a homozigoze
_ relativamente completa em Se, ou em geragio mais avangada de autofecundagéio
" (Miranda Filho & Viégas, 1987).

O método genealégico é usado nos casos em que a seleglo ¢ efetuada

dentro de uma populagZo derivada de duas linhagens previamente selecionadas,



de acordo com a capacidade combinatéria, seguido da aplicagdo do método
padrdo. Além de muito trabalhosos, esses métodos demandam ampla utilizagdo
de mio de obra e drea de terra para sua realizagéo.

Uma alternativa disponivel na cultura do milho ¢ a técnica de obtengao
de linhagens homozigéticas instantaneas pelo uso de haploides duplicados (di-
haploides). Esse método tem sido estudado, pois representa uma forma de
reduzir o tempo de obtengdo de linhagens em duas a trés vezes em relagdo aos
métodos tradicionais. Os hapldides em milho ocorrem naturalmente a uma taxa
menor que um para cada mil sementes formadas (Chase, 1963), contudo alguns
métodos podem ser utilizados para aumentar sua fregiiéncia. Um desses métodos
baseia-se no uso de linhagens indutoras, que podem gerar hapléides maternos ou
paternos, dependendo do tipo de linhagem empregada. E uma metodologia de
baixo custo que nido depende do uso de reagentes ou equipamentos caros. Outro
método utiliza a cultura de anteras para a geragdo de haploides, porém este ¢ um
método mais elaborado, portanto mais trabalhoso, de menor expressao com
relagdo & quantidade de haploides gerados e de custo mais elevado (Shatskaya et
al., 1994).

Grande parte das linhagens indutoras conhecidas atualmente sdo
derivadas de duas outras linhagens, a W23 (Kermicle, 1969) que gera hapldides
androgenéticos e a Stock 6 (Coe, 1959) que gera hapldides gimnogenéticos.
Essas linhagens induzem em torno de 3% de plantas hapléides dependendo da
constitui¢do genética a qual elas sdo submetidas. O mecanismo de indugdo de
haploides ainda ndo é bem compreendido (Eder & Chalyk, 2002; Rotarenco &
Eder, 2003), porém virias hipoteses tém sido relatadas para explicar a geragcdo
de hapldides de origem materna (Chase, 1969; Bylich & Chalyk, 1996; Kato,
1999; Rotarenco & Eder, 2003). Para a identificacdo dos haploides pode-se
utilizar um sistema de marcador morfoldgico de pigmentagdo com antocianina

amplamente descrito por Nanda & Chase, (1966). Nesse sistema o gene R-



navajo (R/-nj) é utilizado para distinguir hapldides de dipldides, pois ele
promove uma pigmentagiio tanto no endosperma quanto no embrido (Figura
1A). Sementes que apresentam colorago roxa no endosperma € com o embrido
descolorido s#o selecionadas como hapléides (Figura 1B).

O endosperma ¢ uni tecido tripldide, sendo um conjunto hapldide do
genoma do parental masculino e dois do feminino. J4 o embrido é um tecido
dipléide. Como o marcador é dominante, em um cruzamento ele sempre sera
expresso no endosperma e, no caso de um embrido hapléide, o marcador nio
estaré presente, pois este tipo de embrifio niio contém o genoma da linhagem
indutora que carrega o alelo R-navajo.

Alguns estudos foram realizados para se obter linhagens capazes de
induzir a haploidia em taxas maiores, entre eles Lashermes et al. (1988);
Shatskaya et al. (1994); Chalyk (1999) e Eder & Chalyk (2002). Esses autores
relatam ter conseguido linhagens que induzem até 10% de hapl6ides maternos
ou gimnogenéticos, porém com grande variagio de acordo com o genétipo
materno empregado. Através de uma modificagéo na linhagem W23, formando
um trissdmico tercidrio, Kindiger & Hamann (1993) aumentaram a freqiiéncia
de induggio de hapléides androgenéticos para até 8%.

Todos esses resultados mostram que ¢ viavel gerar haploides através de
linhagens indutoras, contudo esses trabalhos foram conduzidos com genétipos
selecionados em condigBes temperadas de cuitivo e ndo foram encontrados
dados na literatura referente a indugio de haploidia com gen6tipos tropicais de
milho. Essas linhagens indutoras temperadas tém muita dificuldade de adaptagdo
e cultivo em regides tropicais, o que constitui uma séria limitacdo a sua
utilizag3o em larga escala nas nossas condicdes.

O sistema de indugdo de haploidia tem sido bastante empregado em
empresas privadas para obtengdio de linhagens macho-estéreis de forma bastante



FIGURA 1. Padrdo de coloragio do marcador morfoldgico controlado pelo
sistema R-navajo. (A) endosperma e embrido roxo (B) endosperma
roxo e embrido sem coloragdo, indicando haploidia.

rapida. Os citoplasmas macho-estéreis de interesse foram introgredidos na
linhagem W23.  Com apenas duas geragdes de cruzamento, os hapldides
identificados constituem as linhagens originais com o adicional do citoplasma

macho-estéril recebido do genitor materno.

2.3 Sistema gametéfito indeterminado (ig)

Kermicle (1969) relatou a ocorréncia de uma mutagdo espontinea que
ele chamou de gameté6fito indeterminado (ig) na linhagem Wisconsin-23 (W-23)
de milho. Os hapléides gerados por influéncia deste alelo ig sdo de origem
paterna, ou seja, sdo androgenéticos. Esse gene esta localizado no brago longo
do cromossomo trés a 90 ¢M do locus /g”, 0 mais distal do brago curto (Kermicle
& Demopulos-Rodriguez, 1980) e causa algumas alteracdes no desenvolvimento
do saco embriondrio.

Em uma megasporogénese normal, ocorrem trés mitoses sucessivas,

resultando em um 6rgdo reprodutivo com oito nicleos chamado de saco



embriondrio. Sob agéio do gene ig, algumas megasporogéneses sofrem quatro ou
mais mitoses, resultando em um saco embriondrio com 16 nticleos ou mais ao
invés dos oito nicleos observados normalmente (Lin, 1981). Outro efeito
causado pelo gene ig, e que pode estar relacionado a ocorréncia de hapléides
androgenéticos, ¢ a degeneracéio de 31% dos m'xcl‘eos polares e dos nicleos da
regido micropilar, que inclui as oosferas (Lin, 1981). Talvez esses sacos
embrionarios com a oosfera degenerada possam favorecer o desenvolvimento de
um niicleo reprodutivo do gréo de pdlen sem a ocorréncia de fertilizagdo, dando
origem a um embrido hapldide.

O mutante ig ndo condiciona um processo em particular. Sua
interferéncia ocorre anteriormente & formag#o do saco embrionario e altera a
atividade de outros genes durante a formagéio deste, portanto seus efeitos
pleiotrépicos parecem ser independentes néo tendo relagBes uns com os outros
(Lin, 1981; Huang & Sheridan, 1996).

Huang & Sheridan (1996), utilizando microscopia eletronica de
transmissdo, relataram que a divisio dos nicleos na formagdo do saco
embrionario sob agio do ig é assincrona e confirmaram o resultado que indica a
ocorréncia, em alguns casos, de divisdes além da terceira mitose. Essas mitoses
adicionais causam uma modificagio no nivel de ploidia do endosperma em
desenvolvimento, ficando este em torno de dois até nove conjuntos hapldides de
cromossomos, confirmando a observagio feita por Kermicle (1971). Esse altimo
autor também ja havia relacionado o elevado nivel de ploidia com a formagdo de
endospermas defeituosos.

Como conseqiiéncia do comportamento anormal durante a diviséo dos
niicleos ¢ de migragdes desordenadas destes dentro do saco embriondrio, as
células da regido micropilar mostram uma grande similaridade, ficando as
sinérgidas e as oosferas indistinguiveis em dois tergos dos sacos embrionrios

sob agdo do ig (Huang & Sheridan, 1996). Entre as vérias células desta regido, a



maioria funciona como sinérgida na recepgio do tubo polinico e do gameta
masculino, porém uma ou mais células da regido micro}}ilar podem ter a fungdo
de oosfera (Huang & Sheridan, 1996), resultando em 'iﬁais de 6% de casos de
poliembrionia (Kermicle, 1969). Embora essas célulag micropilares percam a
estrutura caracteristica que distinguem sinérgidgs de oosferas, elas
aparentemente podem funcionar como ambos os tipos de célula (Huané &
Sheridan, l9§6). A formacio de sementes poliembridnicas e com endospermas
defeituosos sofre influéncia apenas da constituicdo ig do parental feminino
(Kermicle, 1971). O contrério ¢ observado no processo: de geracdo de individuos
hapléides androgenéticos que, além da influéncia de coilstituig:fio ig do gendtipo
feminino, sofre forte influéncia também do genétipo masculino como um todo,
independentemente da sua constituigio ig (Kermi!:le, 1969; Kindiger &
Hamann, 1993). )

A formagdo de sacos embriondrios sob agao déggene ig tem sido alvo de
amplos estudos, contudo pouca informagio se tem:‘sobre o mecanismo de
indugdo de hapléides androgenéticos sob o efeito desse gene. Kindiger &
Hamann (1993) acreditam que ocorre uma degeneracdo da oosfera ¢ um
conseqiiente desenvolvimento do nicleo espermétiqb do grdo de pdlen no
citoplasma da célula ovo formando assim um individuo hapléide androgenético,

porém ainda ndo hd estudo aprofundado a esse respeito,

2.4 Utilizacdo de marcadores moleculares no melhoramento vegetal

Os marcadores moleculares representam unqa importante ferramenta
para o melhoramento de plantas, principalmente os:“:baseados em DNA, pois
fornecem um elevado grau de polimorfismo e ndo sﬁq afetados pelas condigGes
ambientais e nem pelo estdgio de desenvolvimento da planta, permitindo assim

uma identificagéo precoce e precisa da caracteristic;t:l estudada (Lanza et al.,



2000). Por apresentarem ampla capacidade de cobertura do genoma, os
marcadores mostram-se como valiosas ferramentas para avaliacio da
diversidade genética, manutengdio dos bancos de germoplasma e selegdo de
genétipos em programas de melhoramento. Além disso, os marcadores
moleculares tém sido utilizados na identificagdo de cultivares, na protegdo dos
direitos da propriedade intelectual dos melhoristas, na confirmacdo da pureza
genética e na construgdo de mapas genéticos (Souza, 2001).

O primeiro marcador d¢ DNA utilizado em plantas foi o RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism). O polimorfismo é obtido de
diferencas no tamanho molecular dos fragmentos de DNA gendmico digeridos
com enzimas de restrigiio, e observado por hibridizagdo destes fragmentos com
seqiiéncias homdlogas de DNA marcadas éom radioatividade ou compostos que
desencadeiam uma reagdio de luminescéncia (Ferreira & Grattapaglia, 1998). A
base genética do polimorfismo obtido pelo RFLP resulta de mutagGes nestes
sitios de restrigdo tais como, insergBes, delegdes e substituigSes de bases entre
esses sftios (Beckman & Soller, 1986).

Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction),
divulgada por Karl Mullis, em meados dos anos 80, 2 biologia molecular sofreu
um grande avango. A técnica baseia-se na amplificagio exponencial de
fragmentos de DNA a partir de oligonucleotidios iniciadores (primers), que
delimitam a seqiiéncia de DNA alvo, na presenga da enzima DNA polimerase.
Virios tipos de marcadores moleculares sdo derivados da PCR, o que permitiu
avangos significativos das pesquisas nas dreas da genética e da biologia
molecular.

Uma das primeiras técnicas baseadas em PCR foi a de RAPD (Randon
' Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990) que consiste na utilizacio
de primers pequenos e de seqiiéncias arbitrdrias para estudos genéticos diversos,

ndio necessitando de conhecimento prévio das seqiiéncias de interesse. Os
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marcadores RAPD tém sido utilizados em estudos de fingerprinting genémicos,
na analise da estrutura e da diversidade genética, estudos filogenéticos e na
construgio de mapas de ligagdo de ampla cobertura genomica. (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). A simplicidade da técnica aliada aos custos reduzidos
tornaram-na apropriada para o uso em espécies pouco estudadas geneticamente.
As grandes desvantagens desta técnica sdo a baixa reprodutibilidade em fungao
das condi¢oes de amplificagdo e a natureza dominante do marcador fornecendo
baixo contetido informativo por loco. Para superar essas desvantagens surgiram
outros marcadores como os baseados em SSR (Simple Sequence Repeats) ou
microssatélites que se destacam por sua confiabilidade, reprodutibilidade, por

ser co-dominante, multialélico e de facil execugdo (Smith et al., 1997).

2.4.1 Marcadores SSR ou microssatélite

Os microssatélites sdo sequéncias de um a seis nucleotideos repetidos
de 10 a 60 vezes em tandem ao longo da molécula de DNA, amplamente
distribuidas nos genomas eucariotos, que sdo flanqueadas por regides
conservadas (Rafalski et al., 1996). Essas sequéncias flanqueadoras sdo
amplamente conservadas dentro e entre diferentes espécies do mesmo género,
possibilitando sua transferéncia entre espécies.

A identificagdo dos microssatélites € um processo trabalhoso e de
elevado custo, envolvendo a construgdo de bibliotecas genomicas, sele¢do de
clones contendo os microssatélites, seqiienciamento em larga escala desses
clones, desenho dos primers especificos e sua confirmagio por PCR (Rafalski et
al., 1996). No entanto, para o milho, um grande nimero de primers SSR
devidamente caracterizados e mapeados ao longo de todo o genoma encontram-

se  publicamente  disponiveis no  Maize = Genome  Database

(http://www.maizeedb.org/ssr.php).
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Os locos de microssatélite sdo altamente variaveis. multialélicos e com
um elevado conteido informativo de polimorfismo. Os diversos alelos
encontrados em locos SSR sdo resultado de uma variagio nos nimeros de
elementos simples repetidos nas ilhas de microssatélite, assim cada segmento
amplificado de tamanho diferente, representa um alelo diferente do mesmo loco
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Esses marcadores apresentam um elevado poder
discriminatorio e, normalmente, poucos locos garantem a completa
diferenciac@o dos gendtipos de interesse. Li et al. (2001) conseguiram separar 88
das 90 linhagens e cultivares de feijao-caupi estudadas com apenas cinco
primers de microssatélite. O mesmo namero de primers SSR foi necessério para
Senior et al. (1998) obterem fingerprintings Gnicos para cada uma das 94
linhagens de milho estudadas.

Os microssatélites também sdo indicados para o estudo de determinagao
de parentesco mostrando estabilidade ao longo de varias geragdes (Russel et al.,
1997). Apenas 2,2% de locos com heranga ndao mendeliana foram observados
por Smith et al. (1997) ao avaliarem 131 locos microssatélites em 13 conjuntos
de genitores e seus respectivos hibridos em milho. Os marcadores SSR sao {teis
na detecgio da heterozigosidade de um loco especifico, o que ¢ importante para
o acompanhamento da pureza genética e do nivel de endogamia em programas
de obtengdo de linhagens (Smith et al., 1997; Senior et al., 1998; Prasad et al.,
2000).

A estabilidade da heranga mendeliana dos locos microssatélites e sua
codominincia, permitindo a facil identificagdo dos individuos heterozigotos, o
torna uma alternativa interessante para diferenciagdo de individuos haploides
dos Fs heterozigotos quando da utilizagdo de linhagens indutoras de haploidia

para obten¢@o de linhagens homozigéticas.
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2.4.2 Uso de marcadores SSR para o estudo de distigcia genética
:

Os marcadores moleculares também representam uma importante
ferramenta no estudo da diversidade genética. O resulta;do final dos ensaios com
marcadores moleculares é um padrdo caracteristico de. bandeamento conhecido
como fingerprinting de DNA ou impresso digital genética. Cada individuo
possui uma seqiiéncia caracteristica de nucleotideos que comp3em seu DNA. A
detecsdo das diferengas entre essas seqiiéncias por polimorfismo de fragmentos
de DNA revela um padriio nico, uma impressio digjfal genética que pode ser
usada na identificacdo de individuos (Femreira & Grattapaglia, 1998). Nesse
contexto, os marcadores SSR tém sido utilizado na obugm;ﬁo de fingerprinting de
genétipos de milho, Os SSR apresentam um alto grau de polimorfismo, alta
precisdo, confiabilidade e repetibilidade além de segpm de simples execugéo
experimental (Smith et al., 1997; Senior et al., 1998). .

Reif et al. (2003) estimaram a distincia genética em populagdes
tropicais de milho e concluiram que os marcadores SSR oferecem um confidvel
¢ efetivo meio para avaliar diversidade dentro e entré. populagdes de milho. A
mesma observagio sobre os microssatélites foi 1“eitya}j por Li et al. (2001) ao
estudarem a similaridade genética entre cultivares de feijao-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp). Padilha (2002) discriminou 35 linhagens de milho com

apenas dois locos de microssatélite, ressaltando a eficigncia do método.

2.5 Citometria de fluxo y

A citometria de fluxo foi originalmente deseﬁvolvida no final dos anos
50 para a contagem e andlise de células sangiiﬁjeas. A hematologia e a
imunologia celular foram, sem divida, as duas dreas da biologia que

impulsionaram o desenvolvimento da tecnologia da ;:%itometria de fluxo (Corte-
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Real et al. 2002). Devido a evolugdo dos aparelhos e ao surgimento de novas
moléculas fluorescentes, a citometria de fluxo foi expandida para outras ireas
como a citogenética vegetal e microbiana (Dolezel, 1997).

A técnica de citometria de fluxo envolve a anilise das propriedades
Sticas de particulas, como dispersdo da luz e fluorescéncia, tais particulas fluem
numa suspensdo liquida. A medi¢io em fluxo permite andlises em altas
velocidades, em torno de 10° a 10° particulas por segundo, e garante que as
estruturas analisadas sejam selecionadas aleatoriamente em toda a amostra
(Dolezel, 1997). Uma suspensdo liquida contendo as estruturas celulares é
introduzida no centro da cidmara de fluxo que se encontra preenchida por um
fluido envolvente (sheath fluid) em fluxo de alta velocidade. Por meio de um
fendmeno fisico conhecido por focagem hidrodinimica, as estruturas sdo
colocadas em movimento, uma a uma, sob fluido laminar no fluxo (Dolezel,
1997). Essas estruturas passani por um feixe luminoso intenso (limpada de
vapor de mercirio ou lasers), ocorrendo um processo de dispersio de fétons ou
de emissdo de fluorescéncia, no qual a intensidade depende das caracteristicas da
particula (Corte-Real et al., 2002). Os fétons sdo posteriormente recebidos e
analisados por um fotodiodo e por tubos fotomultiplicadores, que convertem &
amplificam os sinais luminosos em pulsos analégico-digitais que sdo
processados por analisadores em vérios canais. Os sinais de cada particula

acumulam-se em histogramas e sio observados no monitor do aparelho.

2.5.1 Anilise de ploidia com o citémetro de fluxo

) Nos eucariotos, o crescimento e a divisdo celular € um processo ciclico,
onde o tempo de cada mitose ¢ dividido em trés fases: Gl, S e G2. Durante a
fase G1, periodo de crescimento celular, uma célula dipléide apresenta contetido

de DNA celular igual a 2C, ou seja, possui duas cépias de cada cromossomo. Na
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fase S ocorre uma duplicago do material genético e posteriormente, na fase G2,
ocorre nova fase de crescimento celular onde o contet’xd§ de DNA nuclear é 4C.
A partir desta fase a célula esta pronta para dividir-se em duas células filhas
(mitose), onde cada niicleo possuird, novamente, 0 conteudo de DNA original,
2C. Numa populagéo de células em crescimento, o numero de nicleos na fase
Gl é maior do que na fase G2. Dessa forma, os h;stogramas obtidos pelos
citdmetros de fluxo em uma andlise de ploidia apresentam picos de maior
intensidade no canal referente 4 fase G1 do ciclo jéelular do que os picos
referentes a fase G2. ) | .

A quantificacgdo do DNA de uma célula ba;{éia-se na quantidade de
fluorescéncia emitida pelo nicleo quando esse é corado com um fluorocromo
especifico para o DNA. Para essa quantificagdo os nniéleos devem ser isolados,
pois alguns fluorocromos apresentam diﬁcuidade de5penetrat;§o na membrana
citoplasmitica (Loureiro & Santos, 2004). Essé procedimento elimina
interferéncias de DNA citoplasmético e de ﬂuorescﬁncxas ndo especificas de
moléculas como as clorofilas (Dolezel, 1991). Os cqrantes utilizados ligam-se
especificamente e estequiometricamente ao DNA.? Alguns deles ligam-se
também a moléculas de RNA, portanto para uma determinagio mais precisa é
necessério a utilizagdo de RNAse no preparo da suspensdo (Price & Johnston,
1996).

As medi¢Ses do conteddo de DNA nuclear ndo sio perfeitas e
apresentam variagSes que, geralmente, estdo mlaciénadas com o método de
isolamento dos nicleos, com a coloragio especifica pgra o DNA e com a leitura
no citdmetro de fluxo (Marie & Brow, 1993). Essas vanas;aes sdio expressas na
forma do coeficiente de variacio (CV). Marie & Brow (1993) consideram que o
CV € um critério muito importante na validagéo das medic8es citologicas e
definem um intervalo de valores entre 1 e 2% para anallses de precisdo e 3%

para anlises de rotina. b
1

}
1
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A quantificacgio do nivel de ploidia por citometria de fluxo é realizada
pela anélise da intensidade de fluorescéncia emitida pelos micleos corados com
fluorocromos especificos para DNA. Os picos dominantés gerados nos
histogramas sio relativos a quantidade de DNA dos niicleos na fase G1 do ciclo
celular. A estimativa do nivel de ploidia é feita comparando os picos Gl do
histograma de uma amostra com o pico de uma planta padrio com ploidia
conhecida (Dolezel, 1997). A anélise por citometria de fluxo do conteiido de
DNA nuclear é uma excelente alternativa aos métodos classicos de contagem
cromossdmica. Comparativamente, a citometria de fluxo apresenta as seguintes
vantagens: é mais conveniente, pois a amostra é de ficil preparacdo; € mais
répida processando dezenas de amostras em um dia; ndo necessita de células em
divisio, ¢ um método niio destrutivo ¢ é capaz de detectar mixoploidia.
(Loureiro & Santos, 2004). '

A citometria de fluxo tem sido usada para a detec¢do do nivel de ploidia
em trabalhos de melhoramento vegetal de virias culturas olericulas como o alho
(Puddephat et al., 1999), as brédssicas (Cogan et al., 2001), a abobora
(Ananthakrishnan et al., 2003), em culturas anuais como o lipulo (Roy et al,,
2001), omamentais como Syringa vulgaris (Rose et al., 2000) e frutifera como a

bananeira (van Duren et al., 1996).

2.6 Contagem cromossdmica

A investigacdio sobre o nimero de cromossomos de milho teve inicio
desde os trabalhos pioneiros de Kuwada no inicio do século passado (Perecin,
1979), tendo ele concluido que o nimero hapléide ¢ igual a 10.

Para a realizagio da contagem cromossdmica sdo necessdrias
preparagdes citologicas com aita freqiiéncia de metifases. Para tanto, €

necessério o estabelecimento de uma rotina de obtenc#o de raizes apresentando
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meristemas com alto indice mitético. Na maioria das vezes, sementes recém-
germinadas sio as melhores fontes dessas raizes, masino caso de espécies que
apresentem raizes muito pequenas ou de dificil genniqlac;io, outros métodos de
indugdio de raizes devem ser tentados com enraizamentb de estacas em vasos ou
meios de cultura especificos. Diversos pré-Mtaméﬁtos para acumulo de
metafase tém sido descritos em plantas, tais como a;icombinacﬁo de agentes
inibidores do fuso mitético e da sintese protéica, bem como 0 emprego de
hidroxiuréia para a sincronizagdo do ciclo celular da; células meristemiticas
(Cuco et al., 2003). :

A colchicina é um inibidor mitético muito uitiliudo para indugdo de
duplicacio cromossomica e em pré-tratamentos para a 'tj:onfeccio de laminas de
mitose. Ela se liga a tubulina e inibe a formagdo dos mi‘firotﬁbulos que compdem
as fibras do fuso, n#o havendo assim a2 migragéo dos cr({i‘mossomos para os pélos
da célula, permitindo que esses cromossomos penniéneg:am na forma mais
condensada na placa metafésica da célula, onde a visd@lizacao ao microscopio
ético ¢ favorecida. Para que essa visualizagio ocorra € necessério diferenciar os
cromossomos do restante da célula. Para tanto, um mét:odo muito utilizado é o
de Feulgen, no qual o DNA reage com uma solugio ,lde acido cloridrico que
retira as bases piricas e forma agrupamentos aldeidos na desoxirribose, ¢ na
presencga de fucsina bdsica descorada pelo anidrido su!furoso, conhecido como
reativo de Schiff, ele combina com os radicais aldeidoi iformando um composto
vermelho insolivel. Esse método de coloragdo possui; uma proporcionalidade
entre a intensidade da coloragfio € a quantidade de DNA j:resente na célula.

Viérios sdo os trabalhos que utilizam o i:}método de contagem
cromossdmica para verificar o nivel de ploidia de um determinado material,
alguns desses utilizam a contagem cromossdmica. para identificagio de
individuos hapléides, como Kermicle (1969) e Kindiger:l f?z Hamann (1993).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtengio de haploides

A linhagem temperada indutora de haploidia Wisconsin-23 (W23) -
Universidade de Wisconsin, Madison - que carrega o alelo mutante ig e também
alelos do sistema R-navajo responsaveis pela pigmentagdo de antocianina tanto
no endosperma como no embrido, foi cruzada com o hibrido simples BRS1010
desenvolvido pelo programa de melhoramento EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG, utilizando o hibrido como doador de pdlen. O hibrido simples
BRS1010 foi plantado em quatro datas diferentes durante os meses de julho e
agosto de 2003 (31/07, 08/08, 20/08 e 29/08), para facilitar a sincronia de
cruzamento, a linhagem W23 foi plantada no inicio do més de setembro (01/09 e
05/09). As quatro parcelas do hibrido constituiram-se de uma linha de cinco
metros com espagamento de 20 cm entre plantas com érea total de 2,5 m’. As
duas parcelas da linhagem constituiram-se de uma linha de 10 metros com o
mesmo espagamento das parcelas anteriores, totalizando assim cinco metros
quadrados por parcela (Figura 2). Todos os cruzamentos foram realizados nos
canteiros experimentais do Nicleo de Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA,
com altitude média de 732 metros, latitude de 44°15” oeste e longitude 19°28°
sul em Sete Lagoas, MG.

As sementes obtidas desses cruzamentos foram colhidas, secadas e
separadas conforme o marcador morfolégico indicador de haploidia (sistema R-
navajo) (Nanda & Chase, 1966). De cada espiga, foram separadas as sementes
que apresentavam coloragio arroxeada no endosperma e ndo apresentavam
pigmentagio roxa no embrido. Essas sementes foram identificadas e

fotografadas com camera digital para o registro do marcador morfolégico.
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FIGURA 2. Canteiro de cruzamentos com 4 linhas do hibrido BRS1010 &£ ¢
duas linhas da linhagem W23 ©. EMBRAPA — Sete Lagoas — MG,
Outubro/2003.

3.2 Contagem cromossomica

Para a realizagio da contagem cromossémica, as sementes obtidas e
selecionadas morfologicamente conforme item 3.1 foram germinadas em papel
germiest com temperatura ¢ luminosidade controlada (30°C, por oito horas com
luz e 20°C, por 16 horas sem luz, umidade relativa 94%). Quando as radiculas
apresentavam de trés a quatro centimetros de comprimento, suas pontas foram
coletadas a um centimetro do apice e colocadas em solugdo de colchicina 0,02%
(m/v) por duas horas e trinta minutos a 29°C (Viceini, 1998). Em seguida, as
pontas das raizes foram lavadas em égua deionizada por 10 minutos e
armazenadas em solugdo fixadora metanol-acido acético (3:1) a 4°C por no
minimo 4 horas, até a hora de confecgio das 1aminas. Todas as pontas de raizes

armazenadas mantiveram a identificagdo referente a semente da qual ela foi
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originada para realizar a comparaco entre os diferentes métodos de
identificag&o de hapl6ides e para a identificagéio da planta no campo.

Para o preparo das ldminas de mitose, de acordo com Carvalho (1995),
as pontas de raizes foram retiradas da solugdo fixadora e lavadas trés vezes em
agua deionizada, por 10 minutos cada. Em seguida, as pontas de raizes foram
incubadas por 11 minutos em solugdo de acido cloridrico Imol/L a 60°C. As
pontas de raizes hidrolisadas na etapa anterior foram lavadas com agua
deionizada gelada ¢ em seguida com dgua deionizada a temperatura ambiente.
As pontas das raizes foram incubadas no Reativo de Schiff por
aproximadamente 30 minutos até que sua regido meristemética adquirisse uma
coloragdo arroxeada ou avermelhada. O Reativo de Schiff foi preparado segundo
McMannus (1948), e consiste em um grama de fucsina basica dissolvida em 200
mL de agua deionizada, fervida por um minuto. Apés resfriada a 52°C a solugio
foi filtrada e adicionada a 20 mL de écido cloridrico 1mol/L. Apés resfriamento
a temperatura ambiente (25°C), foi adicionado um grama de metabissulfito de
sodio. A solugdo foi colocada em recipiente de cor mbar bem fechado por 24
horas em local escuro. Em seguida, foram adicionados dois gramas de carvdo
ativado, a solucéio foi agitada e novamente filtrada.

Apds a coloragdio, as raizes passaram por cinco lavagens com agua
deionizada de 10 minutos cada. Com um estilete foi retirada a regido
meristemética das pontas das raizes que foi esmagada com écido acético 45%
(v/v) entre uma lamina e uma laminula. A laminula foi retirada com nitrogénio
liquido e a lamina foi seca ao ar, na bancada, protegida de p6. A lamina
perfeitamente seca foi montada com dgua glicerinada 50% (v/v) e observada ao
microscopio Otico Axioplan (Zeiss®) com aumento total de 1000 vezes. A
imagem foi capturada com a cimara Hyper HAD (Sony®), auxiliada pelo
software KS300 (Kontron Elektronik®).
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3.3 Extracio do DNA

As plantulas, que tiveram as pontas de raizes removidas para o preparo
de laminas de mitose utilizadas para a contagem cromossoémica, foram
transferidas para bandejas com substrato constituido de terra vegetal adubada e
mantidas em casa de vegetagiio por cinco dias, depois foram plantadas nos
canteiros experimentais em definitivo. De 10 a 15 dias depois do transplante,
elas se encontravam com trés a quatro pares de folhas, fase em que foi retirado o
material para a extragio do DNA. A extragdo foi realizada em microtubos
segundo uma modificagdo do método descrito por Saghai-Maroof et al. (1984),
em que um volume de 600pL de tampdo CTAB (CTAB 2% (m/v); 0,2 mol/L
Tris-HCl; 1,4 mol/L NaCl; 0,02 mol/L EDTA; 2% B-Mercaptoetanol (v/v))
foram adicionados & aproximadamente 500 mg de material vegetal moido em
nitrogénio liquido até a obtengdo de um pé fino. A mistura foi mantida em
banho maria a 65°C durante uma hora, com homogeneizagio a cada 15 minutos.
Em seguida, foi realizada lavagem com igual volume de solugdo de cloroformio-
octanol (24:1), com homogeneizagio constante por 20 minutos. O material foi
centrifugado a 16.000 x g por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para
outro microtubo onde foram adicionados 1000 puL de isopropanol a -20°C. Os
microtubos foram mantidos a -20°C por 45 a 60 minutos. Posteriormente, os
microtubos foram novamente centrifugados a 16.000 x g por 10 minutos, o
sobrenadante foi retirado e o precipitado lavado com 300 pL de etanol 70% (v/v)
gelado. Os tubos sofreram nova centrifugagdo por 3 minutos a 16.000 x g, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em centrifuga a vacuo por
cinco minutos e ressuspenso em 50 pL de tampdo TE (Tris-HCI 10 mmol/L;
EDTA 1 mmol/L; pH 8,0) adicionado de 0,5 pL. de RNAse (10 mg/mL ).

Foi realizada a quantificagio do DNA por amostragem, em gel de
agarose 0,8% (m/v) em tampdo TAE (Tris-acetato 40 mmol/L; EDTA 1
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mmol/L; pH 8,0), utilizando um padriio de DNA de concentragio conhecida.

Apds a eletroforese realizada a 100V durante uma hora, o gel foi incubado em
solugio de brometo de etidio (1 pg/mL) por 15 minutos, visualizado sob luz
ultravioleta e fotografado no equipamento Eagle Eye Il (Stratagene®). O DNA
estoque e o DNA diluido, na concentragio de trabalho de 10 ng/uL, foram
armazenados a 4°C.

O DNA dos genitores dos cruzamentos, a linhagem W23 e o hibrido
BRS1010, também foi obtido seguindo o protocolo modificado de Saghai-
Maroof (1984), como descrito acima. Folhas coletadas de dez plantas diferentes
de cada um dos pais, totalizando 30 gramas de tecido fresco, foram usadas para a
extracfio em larga escala do DNA. Os volumes das solugdes foram ajustados a
quantidade de tecido foliar. Nesta extragdo foram realizadas duas lavagens com

solugdio de cloroférmio-octanol (24:1).
3.4 Marcadores SSR
3.4.1 Selegiio dos marcadores SSR

Foram testados 122 marcadores SSR na linhagem W23 e no hibrido
BRS1010, com o objetivo de identificar aqueles que apresentavam polimorfismo
satisfatorio entre os genitores, ou seja, que amplificassem alelos de tamanhos
suficientemente diferentes para um diagndstico visual fécil entre os genitores
para os testes de identificaglo das plantas hapldides. As informagSes desses
marcadores encontram-se publicamente disponiveis no Maize Genome Database

. (http://www.maizegdb.org/ssr.php). 4

As reagdes de amplificagfio foram realizadas no termociclador modelo
9600 (Applied Biosystems®), em volume final de 10 pL, contendo 30 ng de
DNA, solugéio tampdo (10 mmol/L Tris-HCI (pH 8,0); 50 mmol/L KCl, 0,01%
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(m/v) gelatina; 2,0 mmol/L. MgCl;) 125 pmol/L de cada um dos dNTPs; 0,6
umol/L de cada um dos iniciadores € uma unidade (l U) da enzima Taq DNA
polimerase. Os ciclos de reagdo de PCR consistiram dp uma desnaturacfo inicial
a 95°C por dois minutos, nove ciclos de 94°C por 20 segundos, 68°C por 20
segundos com a reduciio de 1°C a cada ciclo e 72°C :por 20 segundos; seguidos
de 25 ciclos de amplificagdo a 94°C por 20 segundoﬁ, 60°C por 20 segundos e
72°C por 20 segundos. Finalmente, a reagdo foi submetida a um periodo de
extensdo a 72°C por 5 minutos. Os fragmentos amplificados foram resolvidos
em géis de agarose 4% (m/v) com eletroforese a llpV por duas horas e trinta
minutos. O gel foi tratado com brometo de etidio (1 m“g/mL), visualizado em UV
e fotografado pelo Eagle-Eye II (Stratagene®). Os géis foram avaliados
considerando o grau de polimorfismo dos alelos amplificados, a2 qualidade da
amplificag#io e, no caso de heterozigotos, a ndo cointidéncia de bandas com o
mesmo peso molecular entre os parentais. Os maréadom selecionados nesta
etapa foram utilizados nos testes de identificagéio de hapldides, onde as reagdes

de amplificacfio obedeceram aos mesmos critérios citados acima.
3.42 Marcadores SSR fluorescentes

Os marcadores SSR marcados com fluorescéncia foram empregados na
genotipagem dos hapléides e das linhagens que deram origem ao hibrido
BRS1010 com o objetivo de estudar a distincia genética entre eles. Para tanto,
foram utilizados 13 marcadores SSR, cada um lﬁarcado com uma das trés
moléculas fluorescentes: azul (6-FAM), verde (HEX) ;e amarelo (NED) (Applied
Biosystems®). Esses 13 iniciadores foram previﬁmente selecionados por
apresentarem polimorfismo entre as linhagens que deram origem ao hibrido
BRS1010 (Padilha, 2002). As reagbes de amplificagio foram realizadas

isoladamente para cada fluorescéncia em um volumﬁ final de 10 pL, contendo

I
i

i
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30 ng de DNA, solug#io tamp3o (20 mmol/L Tris-HCI (pH 8,4), 50 mmol/L KClI,
1,5 mmol/L MgCly); 125 pumol/L de cada um dos dNTPs; 0,2 umol/L de cada
um dos iniciadores e uma unidade (1 U) da enzima Taq DNA polimerase. As
demais condicdes da reagio de amplificacsio obedeceram aos parimetros
descrito no item 3.4.1, incluindo os ciclos de temperatura e o tempo para a
reacdio de PCR.

Os produtos finais da reagio de PCR foram dilvidos de acordo com as
fluorescéncias. As proporgdes utilizadas foram de 1:25, 1:15 e 1:10 para 6-FAM,
HEX e NED, respectivamente. Apés a diluicdo, foram formados grupos
compostos por produtos de PCR marcados com fluorescéncias diferentes. De
cada grupo foram retirados 3,0 puL. que foram misturados a 0,7 uL de formamida,
0,5 pL do corante (blue dextran 50 mg/ml; EDTA 25 mmol/L) e 0,3 pL do
padriio GS-500 ROX (Applied Biosystems®). As amostras foram desnaturadas a
95°C durante trés minutos e mantidas no gelo até sua aplicagio no gel
desnaturante de poliacrilamida (5% Long Ranger Gel Solution (Cambrex®);
Uréia 6 mol/L; Tris 100 mmol/L; Acido bérico 100 mmol/L; EDTA 2 mmol/L.).
Foram aplicados dois microlitos da amostra desnaturada e os produtos
amplificados foram separados por eletroforese a 2000 V durante duas horas no
equipamento ABI prism 377 (Applied Biosystems®). As bandas polimérficas
resultantes foram analisadas visualmente e foi construida uma matriz
considerando os dados binérios, onde o valor 1 (um) foi atribuido para a
presenga do alelo e o valor 0 (zero) para a sua auséncia. A partir desta matriz
binaria dos dados moleculares, foi calculado o coeficiente de similaridade entre
os pares de genétipos utilizando o indice de coincidéncia simples, seguindo a

férmula:

Sij = a+d ,onde

a+b+c+d
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a = presenga de banda nos individuosiej;

b = presenca de banda no individuo i e ausén:%ia no individuo j;

¢ = auséncia de banda no individuo i e presenga no individuo j;

d = auséncia de banda no individuoiej. |

O agrupamento dos gendtipos foi realizado a partir da matriz de
dissimilaridade pelo método UPGMA (Unweig}?ted Pair-Group Method
Arithmetic Average), utilizando o programa Statisticé versdo 4.3 (Stat Soft, Inc
1993). ‘

g

3.5 Citometria de fluxo y

Para as andlises no citémetro de fluxo, fo@ utilizadas folhas jovens
dos genitores (hibrido BRS1010 e a linhagem W23) e dos descendentes
provenientes do cruzamento entre eles. As folhas foram coletadas no canteiro
experimental, lavadas em agua corrente e mantidas em dgua deionizada a quatro
graus Celsius até o momento de serem processadas.

Utilizou-se a metodologia de extragdo e coloragdo da suspensdo nuclear
conforme as recomendagdes do fabricante utilizando o tampdo DNA Staining
Solution Partec®. Fragmentos de dois centimetros quadrados de folha foram
cortados com auxilio de uma Iimina, retirando-se é nervura principal. Com o
auxilio de uma pinga o material foi transferido para placas de Petri com 500 pL
de tampéio de extragdio e colorag#o. A suspensdo m:lfclear foi filtrada apds dois
minutos de incuba¢do em uma tela de 40 pm de didmetro, em um microtubo,
acrescentando-se mais 1500 pL do tamp&o. Apés cinco minutos de incubag#o, a
suspensdo nuclear foi filtrada em telas de 20 pm: em tubos especificos para

leitura no citdmetro de fluxo.
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A quantificagfio da ploidia das amostras F; e das plantas genitoras de
referéncia foi realizada comparando-se as posigdes dos respectivos picos na fase
G, do ciclo celular. Esses picos sio gerados de acordo com a leitura do
comprimento de onda emitido pelo corante DAPI que se liga a0 DNA em
regides ricas em adenina e timina.

As preparagdes foram analisadas em um citdmetro de fluxo modelo PAS
HI Partec®, equipado com limpada HBO de arco de mercirio 100 W para
excitacdo em UV e com o parimetro SSC-Blue para andlise em 488 nm.

Os histogramas obtidos foram analisados estatisticamente com
ferramentas do programa FlowMax Partec® para a determinagdo da ploidia.
Descartaram-se¢ amostras cujo coeficiente de variagdo foi superior a 3%. Nos
histogramas, os picos G; dos niicleos das plantas genitoras, utilizadas como
padrdo dipléide (2n), foram calibrados para leitura no canal 100. Todo o
procedimento de andlise de ploidia com citdmetro de fluxo foi realizado no

laboratério de citogenética da Universidade Federal de Vigosa.
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antocianina (Coe 1994), mascarando assim a expressdo do marcador fenotipico.
Contudo, Eder & Chalyk (2002) trabalhandé com induciio de hapléides
maternos em linhagens da Europa Central, constgtaram que a expressdo do gene
RI-nj em embrides de grios tipo duro foi maior dB que em griios do tipo dentado
¢ do que em hibridos provenientes de genétfpos com endospermas duro e
dentado. Segundo Kermicle (1971), sementes diminutas ou com endosperma
deprimido apresentam expresséo inferior do marcador fenotipico. Assim, pode-
se inferir que o marcador sofre grande influéncia do ambiente e do background
genético ao qual ele é submetido.

Kermicle (1969) relatou que a indugéo de hapléides androgenéticos em
plantas de milho sob agdo do gene ig varia e‘nn-é 1 a 3%. Com uma modificagio
da linhagem W23 propoposta por Kindiger &. Hamann (1993), gerando um
trissdmico tercidrio, esta freqiiéncia aumentou pdra até 8%. Considerando esses
dados de fregiiéncia de obtenc¢do de hapléid;s eﬁ&e 1 a 8%, foram escolhidas 50
espigas, das 87 obtidas, que apresentaram porcentagem menor do que 25% de
sementes com coloragéio arroxeada no endospemf'la e sem coloragéio no embrido
(Tabela 1). De cada uma destas 50 espigas forani escolhidas, aleatoriamente, até
10 sementes, totalizando assim 425 sementes. Esms foram divididas em quatro
lotes, fotografadas, e germinadas em intervaloé' de tempo espagados em uma
semana como forma preventiva para evitar que alguma adversidade

comprometesse 0 experimento como um todo. '
4.2 Contagem cromossdmica '

Por ser um método relativamente simples e barato, a idéia inicial do
projeto era fazer a contagem cromossémica de t@dos os individuos provenientes

dos cruzamentos entre o hibrido e a linhagenjl}. Contudo, esse procedimento

mostrou-se pouco prético e eficiente pela quantidade de plantas envolvidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtenciio de hapléides

A linhagem indutora de haploidia W23 apresentou-se muito fragil diante
das condi¢des tropicais de cultivo sendo muito sensivel ao fotoperiodo e
susceptivel ao ataque de fungos e ao calor, prejudicando o desenvolvimento das
plantas e a produgio de sementes que ¢ um fator limitante na obtencdo de
hapléides, pois quanto maior a produgdo de sementes, maior a probabilidade de
ocorréncia de hapldides.

Dos cruzamentos realizados entre a linhagem indutora W23 Q e o
hibrido simples BRS1010 &, foram obtidas 87 espigas. Para que ocorresse
sincronia no florescimento, o hibrido foi plantado em quatro datas diferentes,
espacadas em uma semana durante o més de agosto de 2003. A coincidéncia de
florescimento entre a linhagem e o hibrido ocorreu entre plantios espagados em
25 dias, ou seja, o hibrido que forneceu pélen para os cruzamentos foi aquele
plantado quase um més antes da linhagem indutora.

As sementes destas 87 espigas foram selecionadas visualmente e
separadas conforme o marcador fenotipico de coloragdo. As porcentagens das
provéveis sementes hapléides, segundo o marcador fenotipico, variaram de 0 a
51%. Esta ampla variacgdo na porcentagem deve-se, em parte, a dificil
visualizagio da expressio de antocianina tanto no embridio quanto no
endosperma.

O hibrido simples BRS1010 foi originado do cruzamento de uma
linhagem com endosperma dentado e outra do tipo duro, sendo classificado
como semi-duro. Os gros de milho com endosperma do tipo duro possuem
alguns genes dominantes, CI-I C2-Idf e Inl-D, que inibem a sintese de
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TABELA 1. Porcentagem de sementes com marcadqit morfolégico indicador de
haploidia — endosperma roxo e embﬁﬁo descolorido ~ em 50
espigas obtidas do cruzamento entre W23 Q e BRS1010 &.

Sementes ' Sementes

Com Porcentagem Com Porcentagem
Espiga  marcador OQutras  depossiveis  Espiga  marcador Outras  de possiveis
de haplbides i de hapléides
haploidia hapleidia
| 26 101 20.4% 37 9 9% 8.5%
2 14 269 4.9% 41 30 162 15.6%
3 11 228 4.6% 44 .3 15 16.6%
4 52 200 20.6% 45 11 141 7.2%
5 93 269 25.7% 46 148 157 23.4%
8 18 157 10.2% 49 ‘16 160 9.1%
9 14 171 7.5% 49A° 8 115 6.5%
1 6 44 12.0% 51 29 129 18.3%
13 13 59 18.1% 52 "4 139 2.3%
14 4 115 3.4% 55 i75 351 17.6%
16 6 295 2.0% 56 '26. 122 17.6%
17 73 279 20.7% 57 14 106 11.6%
18 39 128 23.4% 58 5 41 10.8%
19 11 79 12.2% 59 16 156 9.3%
20 14 147 8.7% 66 17 204 3.3%
21 8 109 6.8% 68 3 178 14.4%
22 68 285 19.3% 70 ‘19 84 18.4%
24 18 196 8.4% 72 -8 131 5.8%
25 16 137 10.4% 74 107 339 24.0%
28 4 146 2.6% 75 22 409 5.1%
29 4 153 2.5% 77 ;10 185 5.1%
31 7 48 12.7% 80 ‘37 321 10.3%
33 2 145 1.4% 82 1.7 54 11.5%
34 38 167 18.5% 86 32 133 194%
35 3 294 1.0% 87 ‘41 214 16.1%
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De cada uma das sementes germinadas, foram coletadas trés pontas de
raizes, gerando assim uma grande quantidade de material para-a confecgdo das
laminas. No processo de preparo das liminas, o material vegetal que € espalhado
por esmagamento ocasionava, em alguns casos, perda de alguns cromossomos
das células ou mistura com os de outras células, dificultando assim, a contagem
cromossdmica e o diagndstico final. Kermicle (1971) encontrou dificuldades na
confecgdio de algumas ldminas para contagem cromossomica relatando a perda
de algumas amostras por ndo obter liminas com clara visualizagdo dos
Cromossomos.

Devido a esses problemas, esta anélise foi realizada somente nas plantas
previamente identificadas como hapléides através dos marcadores SSR como

forma de confirmagdo dos resultados obtidos.
4.3 Modifica¢iio do método de extragiio de DNA

A modificagio do método descrito por Saghai-Maroof et al. (1984),
utilizando apenas uma etapa de lavagem com solugio de cloroférmic-octanol
(24:1) mostrou-se bastante eficiente para o uso do DNA extraido em reagdes de
amplificagio com marcadores SSR, tanto para os primers marcados com
fluorescéncia quanto para os néio marcados. A quantificacio do DNA extraido
foi realizada por amostragem, escolhendo sete amostras de cada um dos quatro
lotes de plantas para a quantificagio em gel de agarose 0,8% (m/v). As amostras
analisadas continham em média 100 ng/pL. de DNA e foram diluidas dez vezes
para atingirem a concentragéo de trabatho de 10 ng/uL.
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4.4 Teste de haploidia com marcadores SSR

O teste para a idehtiﬁcat;ﬁo de individuos hapléides androgenéticos com
marcadores moleculares do tipo SSR nada mais é do que um teste de paternidade
onde o individuo que apresentar no gel somente o alei6 do genitor masculino, ou
seja, do hibrido BRS1010, corresponde ao hapiéide androgenético e os
individuos dipléides heterozigotos apresentardo duasé%bandas, uma referente ao
alelo materno, a linhagem W23, e outra referente ao alelo paterno, o hibrido
BRS1010. Para tanto, foi realizada uma selegio com 122 marcadores SSR paraa
escolha daqueles que apresentassem polimorfismo en'lj:e os individuos genitores.
Dentre esses, 0 mmc0022, localizado no cromossom(_; 3 e mmc0081, localizado
no cromossomo 5 apresentaram bandas polimérﬁcé;. entre os genitores com
tamanhos e definigiio suficientemente boas para a an#lise em gel de agarose 4%
(). .
Das 425 sementes que foram germinadas, f9ram obtidas 462 plantas.
Essa diferenca observada entre sementes germinadas e plantas obtidas no campo
¢ devido a agfio do gene ig que além de induzir haploidia, também provoca, em
alguns casos, a indugéio de poliembrionia nas sementes geradas sob seu efeito
(Kermicle, 1971). Assim, entre as 425 sementes le“adas para germinacgdo, 21
nio germinaram; sete germinaram, porém ndo se desenvolveram'no campo; 59
apresentaram poliembrionia dupla; e trés resultaram em poliembrionia tripla.
Essa alta freqii€ncia de sementes que ndo genninaratﬁ;'(4,9%) pode estar ligada &
perda de embridio resultante de uma falha na célula qivo que se desenvolve sem
fertilizagiio (Eder & Chalyk, 2002). ’

Todas as plantas que desenvolveram no campo, incluindo as
provenientes de sementes poliembridnicas, participaimn da avaliagdo com os
primers SSR selecionados anteriormente (mmc0022 e mmc0081), conforme

representado na Figura 3. Quatro individuos foram ic}entiﬁcados como hapléide

1
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entre os 462 analisados, sio eles 216, 494, 660 e 664. Essas quatro plantas
apresentaram bandas no gel que coincidiam em tamanho apenas com a banda do
genitor masculino, ou seja, apresentavam somente o alelo correspondente ao
hibrido BRS1010, caracterizando-se assim como um hapldide androgenético
(Figura 4). As outras plantas analisadas apresentavam duas bandas no gel, uma
correspondendo & linhagem indutora W23 e outra ao hibrido BRS1010,
mostrando assim que elas vieram de um cruzamento entre 0s genitores.

A freqiiéncia de indugfio de haploidia foi de 0,87% considerando os 462
individuos analisados. Contudo, conforme descrito por Kermicle (1969), ao
contrario da maioria das angiospermas, os individuos provenientes de sementes
poliembridnicas em milho ndo estdio associados & ocorréncia de hapléides. Em
trabalho de obtengdo de linhagens indutoras de haploidia derivadas da W23,
Kindiger & Hamann (1993) afirmam que por meio da seleg@o para linhagens
com baixos niveis de poliembriénia, ocorre um acréscimo da freqiiéncia global
de hapléides androgenéticos gerados, mostrando haver uma incompatibilidade
entre poliembrionia e indugio de haploidia, mesmo sendo ambas as
caracteristicas controladas pelo gene gametéfito indeterminado. Nenhuma das
quatro plantas hapléides encontradas derivou-se de sementes poliembridnicas o
que confirma as afinmagdes anteriores. Levando em conta esses dados e
descartando as 127 plantas derivadas de sementes poliembridnicas, a freqiiéncia
de hapléides obtidos passa a ser de 1,19%.

4.5 Validacdo do diagnéstico dos marcadores SSR
Para a confirmagdo e validagdo dos resultados de diagnéstico dos

hapléides obtidos com os marcadores moleculares SSR, foram utilizadas as

técnicas de contagem cromossomica e citometria de fluxo.
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FIGURA 3. Identificacdo de hapléides androgenéticos realizado com individuos
descendentes do cruzamento entre a linhagem indutora de haploidia
W23 © (P1) e o hibrido simples BRS1010 & (P2), utilizando o
primer de microssatélite mmc0022. Observar que o individuo
hapléide tem banda coincidente apenas com a banda do hibrido P2.

FIGURA 4. Padrio de amplificagio com os marcadores SSR mmc0022 e
mmc0081 em gel de agarose 4% (m/v). W23: linhagem indutora;
HIB: BRS1010; 801 e 804A: F, / heterozigotos; 216, 494, 660 e
664: haploides.
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4.5.1 Contagem cromossomica

As pontas de raizes que foram coletadas na fase inicial do experimento,
logo apés a germinacdo das sementes, e que estavam conservadas em solugao
fixadora foram utilizadas para a confec¢@o das laminas de mitose. Foram
preparadas somente as laminas correspondentes as plantas 216, 494, 660 e 664,
identificadas previamente como hapléides pelo teste com marcadores SSR (item
4.4). Todas as plantas analisadas apresentavam 10 cromossomos em suas
células, confirmando seu estado hapléide. A Figura 5 mostra os cromossomos da

célula de duas destas plantas haploides.

4.5.2 Citometria de fluxo

Inicialmente foram coletadas amostras de 90 plantas para a andlise do
nivel de ploidia no citdmetro de fluxo. As amostras analisadas correspondiam as
plantas do primeiro lote de sementes germinado. Nenhuma dessas 90 plantas
apresentava células hapléides quando comparadas com o padrdo dipléide. Esse
resultado corrobora com os marcadores SSR que também ndo acusaram
individuos hapléides entre as plantas do primeiro lote. Posteriormente, foram
analisadas as plantas identificadas como hapléides pelos marcadores
moleculares (Figuras 6 ¢ 7) e todas elas apresentavam a metade da quantidade
do material genético dos individuos genitores, utilizados como padrdo dipl6ide

(Figura 8).
4.6 Marcador morfoldgico e caracteristicas das plantas hapléides
A selecdo das sementes, possiveis hapléides, com base no marcador

morfolégico mostrou-se de baixa eficiéncia. As 425 sementes que foram levadas

para a germinagdo apresentavam o marcador indicador de haploidia, coloragédo
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FIGURA 5. Fotomicrografia das laminas de mitose mostrando os cromossomos
das plantas hapléides androgenéticas de milho 216 (A) e 494 (B),
provenientes do cruzamento entre W23 @ e BRS1010 &. Aumento
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FIGURA 6. Histograma obtido por citometria de fluxo de suspensoes
nucleares de tecidos foliares de plantas genitores diploide (P1) e
hapléide (216). Observar que o pico Gl da planta diploide P1,
no canal 100, e o pico Gl do haploide 216 no canal 50,6
referente a intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante
DAPI aue corresponde a auantidade de DNA do nucleo.
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FIGURA 7. Histograma obtido por citometria de fluxo. de suspensSes
nucleares de tecidos foliares de plantas genitores dipléide (P1) e
hapléide (494). Observar que o pico G1 da planta diploide P1,
no canal 100, e o pico G1 da painta hapldide 494 no canal 50,65
referente a intensidade de fluorescéncia emitida pelo corante
DAPI que corresponde a quantidade de DNA do niicleo.
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FIGURA 8. Histograma obtido por citometria de fluxo de suspensdes
nucleares de tecidos foliares de plantas genitores (P1 e P2) de
milho dipléide (2n). Observar que os picos G1 das duas
plantas estdio sobrepostas no canal 100 referente a intensidade
de fluorescéncia emitida pelo corante DAPI que corresponde
a quantidade de DNA do nucleo.
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arroxeada no endosperma e embrido descolorido. Contudo somente quatro
destas sementes eram realmente hapldides como ifon comprovado pelos
marcadores SSR, pela cltometna de fluxo e pela contagL)n cromossomica.

Gran_de parte das sementés obtidas do cruzamento entre o hibrido
BRS1010 e a lir{hagem indutora W23 foram sef]nentes diminutas com
endosperma defeituoso dificultando muito o diagnéstico. Foi observado que, por
ser a linhagem temperada de dificil adaptagdio as condu;ﬁes tropicais, e também
_provavelmente devido ao efelto da constituiglio genética do genitor masculino, a

 selegdo dos possiveis- hapléldes por meio do marcador‘I;orfolégico de coloragéo
das sementes ndo foi eficiente para essa dlscnmufag:ao Portanto, pode-se
considerar que néo ocorreu uma selegfio prévia dos pCLSSIVCIS hapléides e sim
‘uma escolha das sementes totalmente ao acaso, cJI jque corrobora com a
frequenma de haplmdes obtidos, considerando essa !f:asualidade, que foi de
1,19%, ficando dentro da faixa de freqiiéncia descrita por Kermicle (1969) para
a linhagem W23,

As quatro sementes que deram origem aos haﬁléides eram normais na
forma e no tamanho (Figura 9). Duas delas, 660 e 664, vieram da mesma espiga
e as outras duas, 216 e 494, de outras duas es;ﬁgas independentes. As
frequiéncias de sementes com o marcador morfolégico de coloragdio nessas
espigas foram de 3,3%, 6,8% e 9,1% respectivamen As plantas originadas
destas sementes apresentam-se¢ como uma miniatuﬁi das plantas dipldides
normais (Figuras 10 e 11), fato este também observado por Rotarenco (2000) em
um trabalho comparativo entre caracteristicas de milhg;hapléide e dipléide. Foi
observada também, a existéncia de plantas com ta fmho reduzido como os
hapléides, porém com constituigéo dipldide heterozigét;fca (Figura 12). Esse tipo
de planta confirma a necessidade de se fazer uma idejntificac;ﬁo precisa desses
hapldides para que ndio ocorra a selegio de }individuos F, dipldide
heterozigdticos como hapldides, uma vez que algtlimas plantas de tamanho

1 i
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FIGURA 9. Sementes selecionadas por meio dos marcadores morfoldgicos de
coloragio (sistema R-navajo) que deram origem as plantas
hapléides - EMBRAPA - Sete Lagoas - MG, Fevereiro/2004.
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FIGURA 10. Plantas hapléides obtidas do cruzamento entre W23 @ x BRS1010
d. A — Planta hapléide 216; B — Planta haploide 494 —
EMBRAPA - Sete Lagoas — MG, Abril/2004.
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FIGURA 11. Plantas hapléides obtidas do cruzamento entre W23 ¢ x BRS1010
4. C — Planta hapléide 660; D — Planta hapléide 664. EMBRAPA

- Sete Lagoas — MG, Abril/2004.

FIGURA 12. Foto comparativa da planta hapldide (A) e da planta diploide (B),
ambas germinadas na mesma época. EMBRAPA - Sete Lagoas —

MG, Abril/2004.
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reduzido também foram geradas por uma semente qug apresentava o marcador

morfoldgico de coloragio caracteristico dos hapléides.

4.7 Distancia genética.

|
!

' O ensaio de distincia genética foi desenvol‘i'ido com o objetivo de
averiguar se no processo de geragio de individuos hapléides ocorre uma
distribuigdo aleatéria dos alelos do hibrido que deu origem a esse hapléide ou se

1
ocorre um “favorecimento” na distribui¢do destes alii’os em relagéio a alguma
|

linhagem genitora constituinte deste hibrido. i
1

Para tanto, foi realizada uma genotipagem nas]inhagens L3 e L2283, as

quais sdo genitoras do hibrido BRS1010, e nos qu individuos hapléides

anteriormente identificados (Figura 13). Apesar do njimero reduzido, os treze

L

marcadores utilizados para o estudo de distincia gen "iica estavam distribuidos

ao longo de oito dos 10 cromossomos do milho, o quege certa forma representa
uma boa cobertura do genoma. Os géis foram analisad@s visualmente e os dados
de presenca e auséncia dos alelos foram utilizados pa | calcular o complemento
do indice de coincidéncia simples (Tabela 2), determim‘lmdd a distdncia genética
entre os hapléides, o hibrido simples BRS1010 e as s-.‘;s linhagens genitores. O

dendograma obtido a partir destes dados estd representﬁio na Figura 14.
|
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FIGURA 13. Padrio de bandas SSR para reagdo multiplex utilizando primers
fluorescentes analisados pelo sequenciador automatico ABI-377 na

genotipagem dos seguintes individuos: 1- W23; 2-L3; 3- 1.2283; 4 -
BRS1010; 5 — haploide 216; 6 — haploide 4949; 7 — haploide 660; 8
— hapléide 664. Figura 13 B ampliagdo da Figura 13 A.



TABELA 2. Matriz de distancia genética calculada pelo complemento do indice

de coincidéncia simples.

Haploide | Hapléide

Linhagem Linhagem Hibrido Hapléide
L3 L2283  BRS1010 216 494 660
Linhagem 1.00000 ,
L2283
Hibride  0.50000 0.50000 i
BRS1010 ;
Hapl%ide 0.66667 0.33333 0.50000
21 <
Hapléide 0.46154 0.53846 0.50000 0.50000 ‘
494 y
Hagééide 0.83333 0.16667 0.50000 0.33333 . 0.50000
0 .
Hapléide 0.53846 0.46154 0.50000 0.66667 E 0.69231 0.5000
664 . i
i
i
L | "
494
BRS1010 |
L2283
660
216 1
664
Ja 0.2 0.3 04 0. 5‘ 06 0.7
Distéincia de genetlcah

FIGURA 14. Dendograma de quatro hapléides androgenétwos (216, 494, 660 ¢
664), o hibrido BRS1010 as linhagens L3 e L2283 que deram
origem ao hibrido, revelados pela apdlise de agrupamento
UPGMA com base no complemento do indice de coincidéncia

simples.
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Espera-se que, em hibrido§ simples, os individuos apresentem metade
‘dos alelos de uma linhagem genitora ¢ metade da outra, entfio, em uma
distribuigdo ao acaso, a maioria dos individuos hapldides gerados de hibridos
simples deveria apresentar uma composigéio genética eqiidistante do hibrido,
com metade dos alelos de cada um dos genitores. Seguindo uma distribui¢io
normal dos alelos, alguns hapléides ficariam nas extremidades da curva, ou seja,
apresentariam uma freqiléncia bem maior de alelos de apenas uma das linhagens
que deram origem ao- hibrido, assim uma pequena parte dos hapléides se
assemelharia s linhagens genitoras originais. Essa distribuigio normal foi, de
certa forma, observada em nossos resultados. Apesar de estar agrupada mais
proéxima da linhagem L2283, o hapléide 664 apresenta uma divergéncia genética
de 46% para esta linhagem, ficando aproximadamente eqilidistante
geneticamente das duas linhagens genitoras. O mesmo ocorre com © hapléide
494, porém este est4 agrupado mais préximo da linhagem L3. Os hapléides 216
e 660 estio mais préximos da linhagem L2283, sendo suas divergéncias
genéticas de 0,33% e 0,17% respectivamente (Figura 15).

sesisenses

eeseces Linhagens == == Hapléides sswemm  Hibrido
FIGURA 15 Figura representativa da distincia genética entre as linhagens

originais do hibrido, L3 e L2283, o hibrido BRS1010, e os
hapléides 216, 494, 660 e 664, originados do hibrido BRS1010.
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Observa-se que dois dos quatro hapldides ficaram com a composigdo
genética bem préxima ao do hibrido e dois hapléides tetiidemm mais para uma
das linhagens genitores, sendo um deles, o 660, bem parecido geneticamente
com a linhagem 1.2283. Esses dados nos mostram que a distribuigéo dos alelos
para a geragdo das plantas hapldides ocorreu dwtoﬁm?ﬁw e que os haploides
gerados possuem combinagdes genéticas diferentes ent‘fe si, possibilitando a
formacdio de linhagens distintas. Provavelmente, se o;inﬁmero de hapldides
gerados fosse maior, teriamos grande parte dos mdlwduos com composig¢@o
genética eqilidistantes das duas linhagens genitoras. Porem, teriamos também
alguns hapldides bem mais préximos das duas lmhagens que originaram o
hibrido. Essas afirmagdes tém grande implicagdo no melhoramento de milho,
pois ao observar um individuo superior em uma populawxo, pode-se em poucas
geragdes, por meio da indugio de haplides, obter il:inhagens que quando
novamente combinadas fomegam um hibrido com carac:t'eristicas bem proximas

ou até mesmo superiores as observadas naquele individuo.

i

M
o
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5 CONCLUSOES

A linhagem W23 ¢ efetiva na geragdo de hapléides androgenéﬁcos,
induzindo a uma taxa de 1,19% no genétipo tropical do hibrido BRS1010
utilizado como genitor masculino. ) .

Todas as plantas identificadas como haploides apresentavam porte
reduzido, sendo que algumas plantas diploides heterozigdticas também
apresentaram esta mesma caracteristica.

O sistema de identificagio de hapldides por meio de marcadores
morfolégicos de coloragdo da semente (R-navajo) nfio se mostrou eficiente para
discriminagio dos mesmos. Para essa identificagio os marcadores SSR se
mostraram eficientes e de maior aplicabilidade em relagio & contagem
cromossdmica e a analise por citometria de fluxo.

A distribuigio dos alelos no momento da gerago dos individuos
haploides ocorreu aleatoriamente. Foram obtidos dois hapldides mais préximos
geneticamente 3 linhagem L2283, porém todos os individuos se mostraram
geneticamente diferentes entre si, sendo essa uma condigdo fundamental para a

geragdo de linhagens por meio desse processo.
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