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RESUMO

A tecnologia de obtencao de linhagens duplo-hagtoé& uma forma de
reduzir tempo e espaco na obtencédo de linhagemg@&micas nos programas de
melhoramento de milho. Métodos de duplicacdo credmica tém sido
testados e publicados, entretanto, muitos protecafitizados no setor privado
nao sdo publicados. Nos experimentos com haplaidedicados em milho,
diversas metodologias tém sido utilizadas na agéitiae identificacdo da
duplicacdo cromossbmica, dentre elas destacam-s@ometria de fluxo,
marcadores de DNA e viabilidade polinica. Objetiseuneste trabalho analisar
a capacidade do indutor de haploidia gimnogend&ieMS em clima tropical;
verificar se a origem do germoplasma interfereaxa de inducéo e duplicacao
de haploides; avaliar dois protocolos e verificaefiéncia de duplicagcédo
cromossdmica; aferir a capacidade das técnicasitdeeatria de fluxo e
marcadores moleculares SSR na verificagdo da @galic cromossdmica, e
avaliar a viabilidade polinica dos duplo-haploidésidos. A linhagem indutora
de haploidia KEMS foi utilizada como parental mdiscue cruzada com quatro
hibridos (GNS3225, GNS3032, GNS3264 e DKB393). Asmentes
provenientes desse cruzamento foram selecionadamgio do marcador R-
navajo. Dois protocolos distintos foram utilizadNg. primeiro, plantulas foram
imersas em solucéo de colchicina 0,04% e de DMS@ Qor 12 horas, e no
segundo, raizes foram imersas em solucdo de ciolahic1%, DMSO 0,5% e
Tween 20 0,1%, por 6 horas. As plantulas duplicéol@sn levadas para casa de
vegetacdo. Apds 14 dias de duplicacdo, amostrapldatas foram avaliadas
pela técnica de citdmetria de fluxo, e posteriot@etransplantadas para o
campo. No campo foram coletadas amostras parasesatie marcadores
microssatélites e viabilidade polinica. Os protosoltilizados apresentaram
diferencas significativas na duplicacdo cromossémendo o protocolo 2 mais
eficiente. A linhagem indutora KEMS pode ser uditla em clima tropical, uma
vez que induziu haploides em porcentagem superigua se observa para essa
indutora. Os hibridos utilizados interferiram naatale inducdo de haploides.
Outros marcadores, além do R-navajo devem seradiis na identificacdo de
haploides. As técnicas de citometria de fluxo, mdoces microssatélites e
viabilidade polinica permitiram identificar e caerizar as plantas duplicadas.
Neste trabalho foram obtidas 25 linhagens dupldelidgs.

Palavras-chaveDuplo-haploides. Linhagens indutoras de haploi@ichicina.
Marcador R-navajaZea mays



ABSTRACT

The technology for obtaining double haploid lines ane way of
reducing time and space in maize breeding prograethods of chromosome
doubling have been tested and published, howevanymrotocols used in the
private sector are not published. In experimentt @ouble haploids in maize,
various methodologies have been used in the evatuand identification of
chromosome duplication. Among them stand out flgtometry, DNA markers
and pollen viability. The aim of this study was d@oalyze the ability of the
gimnogenetic haploidy inducer KEMS in tropical cdaiuhs; verify whether the
source of germplasm interfere in the rate of iniduncof haploid and duplication;
evaluate two protocols and verify the efficiencychfomosome doubling, assess
the capacity of flow cytometry and SSR markers tec&ing chromosome
doubling and evaluating the pollen viability of dderhaploids. The haploid
inducer KEMS was used as male parent and crossidfour hybrids (GNS
3225, GNS 3032, GNS 3264 and DKB 393). The seants this cross were
selected by the marker system of R-Navajo. Twaedkifit protocols were used.
In the former, seedlings were immersed in 0.04%tdoine and 0.5% DMSO
solution for 12 hours, and in the second roots vimraersed in a solution with
0.1% colchicine, 0.5 % DMSO and Tween 20 0.1%6ftwours. The duplicated
seedlings were taken to the greenhouse. After 14, dsamples of the plants
were assessed by flow cytometry and subsequeatihgpianted to the field. In
the field samples were collected for the microfitgemarkers analysis and
pollen viability. The protocols showed significagifferences in chromosome
doubling, being the protocol 2 the most efficiefihe inducer KEMS can be
used in tropical conditions since haploid inductfercentage was higher than
rates already observed. The hybrids used interfégrechaploid induction rate.
Other markers in addition to the R-Navajo must beduin the identification of
haploids. The techniques of flow cytometry, poligability and microsatellite
markers allowed the identification and characteidraof plants duplicate. In
this work 25 double haploid lines were obtained.

Keywords: Double-haploid. Inducer line. ColchicinBsnavajo Zea mays
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Na obtencdo do milho hibrido ha trés etapas distird obtencdo das
linhagens endogéamicas, o teste de capacidade deiram@io das mesmas e a
producdo e comercializacdo das cultivares hibriDasitre as etapas citadas, a
obtencéao de linhagens é a mais demorada e, normiainge custo elevado, isso
porque, para atingir a homozigose, sdo necessdgia®is a oito geracdes de
endogamia (PATERNIANI; CAMPOS, 1999). Em funcaod#emora e do custo
para obtencdo das linhagens, os melhoristas teecunado alternativas que
viabilizem esse processo com menor custo. Uma delas emprego da
tecnologia de duplo-haploides (DH).

A tecnologia de obtencao de linhagens duplo-hagtoé& uma forma de
reduzir tempo, mao de obra, e espaco na obtendgdithdgens endogamicas nos
programas de melhoramento de milho. Além dissecadiogia permite que o
melhorista realize cruzamentos com o testactum linhagens homozigotas, em
vez de fazé-lo utilizando material que ainda apressegregacao.

A implementacdo desse método exige a utilizacéo linleagens
indutoras que podem gerar haploides paternos oernuast Em geral, essas
linhagens indutoras tém origem temperada, difiodita 0 manejo e o
desenvolvimento dessas em condi¢fes tropicais.

Diversas metodologias tém sido utilizadas na ag@étiae deteccdo de
haploides duplicados. A citometria de fluxo, poremplo, estd sendo
amplamente utilizada, devido a facilidade e rapitepreparacdo das amostras
e na obtencdo dos resultados (LOUREIRO; SANTOS4R@utra ferramenta
que tem sido utilizada na identificacdo de hapkid#io os marcadores

moleculares microssatélites SSR. Esses marcadpms,serem estaveis e
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codominantes, possibilitam a separacdo dos indigidhomozigotos dos
heterozigotos (BELICUAS et al., 2007; COUTO et 2013).

A producéo de linhagens duplo-haploides tem sidizada por diversas
empresas de melhoramento de milho. Dentre essdas\a possuem uma
metodologia estabelecida, tendo inclusive hibridegados no mercado. No
entanto, no setor publico e nas empresas nacideagementes, 0 uso dessa
tecnologia é mais recente, e as informacdes rééseénobtencéo e eficiéncia na
producéo de linhagens duplo-haploides ainda s&@sess.

Assim, é determinante e estratégico o acesso daridatle cientifica e
das empresas nacionais a inovagbes tecnoldgicaso cessa, com o0
estabelecimento de protocolos e dominio da téahicabtencao de linhagens
duplo-haploides, propiciando mais competitividade mercado e reducédo de
custos.

Diante do exposto, o trabalho foi realizado conse@guintes objetivos:
a) analisar a capacidade do indutor de haploidimggenético KEMS em clima
tropical; b) verificar se a origem do germoplasmtarfere na taxa de indugéo e
duplicac@o de haploides; c) avaliar dois protoc@ogerificar a eficiéncia de
duplicacdo cromoss6mica; d) verificar a capaciddate técnicas de citometria
de fluxo e marcadores moleculares SSR na confironde&@uplo-haploides; e €)

avaliar a viabilidade polinica de plantas duplicada
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obtencéo de linhagens na cultura do milho

O Brasil ocupa o terceiro lugar na producdo murdamilho, atras dos
Estados Unidos, que detém 40% da producdo mursdigliidos pela China. A
area cultivada com milho nessa safra foi de 15,840es de hectares. Desse
total, acima de 90% das sementes utilizadas pargiplsao de milho hibrido
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2013)

A busca por genétipos com maior produtividade didade fisica e
nutricional, e que necessitem de menos investimeetn tratos culturais,
aplicacdes de fungicidas e de inseticidas, coestitudesafios para os
melhoristas de plantas. Na cultura do milho tero siplorada a superioridade
dos gendétipos heterozigotos em funcao do maior igwido.

Segundo Paterniani e Campos (1999), a producadbdeds com alto
desempenho necessita do cruzamento entre linhatilss O desenvolvimento
dessas linhagens envolve a obtencdo de linhagenmsteriormente, o
cruzamento dessas com um testador, para identifiqaelas que possuem
melhor capacidade de combinacéo. O processo wadicutilizado para obter
linhagens elites implica na autofecundacédo de sgiantas da populacdo. Os
descendentes S1 sdo semeados em linha e os meff#areselecionados e
novamente autofecundados. O procedimento é repatimo seis a oito
autofecundages, quando as linhagens chegam apaeinente a 99,22% de
homozigose.

Uma alternativa disponivel na cultura do milho pacalerar a obtencao
de linhagens consiste na producdo de linhagens Zigatas pelo uso de
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haploides duplicados, também conhecidos como cuggbbeides ou di-
haploides (CHASE, 1952).

No processo normal de autofecundacdo em espécigioidds,
considerando apenas dois pares de locos indepesdeagregando entre 0s
genitores (AAbb) e (aaBB) o gendtipo recessivo dahbba probabilidade de ser
encontrado na propor¢cdo de 1/16 em uma populagdo N inducdo de
haploidia, 0 mesmo gendtipo ter4d a probabilidadeodarréncia de 1/4 na
populacdo. Isso ocorre devido a auséncia dos hajetos, prevalecendo
apenas quatro genétipos homozigotos (AABB, AAbiBBa@ aabb). Com a
obtencéo de linhas homozigotas, a varidncia adtimaximizada, os efeitos de
dominancia s&o neutralizados e as vantagens ngéeelde caracteristicas
guantitativas podem ser superiores, uma vez geal&ada somente com base
na aditividade, ndo havendo interferéncia dosafaie dominancia e epistasia
(BORDES et al., 2006).

Haploides naturais em milho ocorrem em uma tax@emamente
baixa. Segundo Chase (1963), essa taxa é de untadanmil, ndo suficiente
para ser utilizada em programas de melhoramentmitt®. Entretanto, dois
processos podem ser utilizados para aumentar aéfne@@ de producdo de
haploides. Um deles é realizado por meio da indge#éticaif vivo) e o outro,
por técnicas de cultura de tecido yitro). A inducaoin vivo tem sido preferida
e baseia-se na utilizacdo de linhagens indutorasaj#oides, seguida de
duplicagdo cromossdmica (GEIGER; GORDILLO, 2009).

A principal vantagem desse processo esta na rediigadicativa do
tempo para a obtencéo de linhagens. Outra vantaggsme pouco explorada, €
gue, com as autofecundagBes sucessivas no mégaticidnal, ha um aumento
da ocorréncia de recombinacbes entre os geneso$igddessa forma, a
possibilidade de manter combinacbes favoraveistaestiss nas linhagens

genitoras é pequena, ou seja, na geragéddelas as linhagens resultantes serao
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virtualmente recombinantes, inclusive nos genesdbg. Com o0s duplo-
haploides, a recombinacdo de genes ligados ocamerge em uma meiose, ou
seja, naquela que originou o gameta responsavelfpehacdo da planta DH.
Desse modo, grande parte dos locos ligados ndaeswénbinada. Portanto, a
chance de manter combinacdes existentes em linbagarentais aumenta
(PIERRE et al., 2011). Bernardo (2009) realca dsse ao realizar uma
simulacdo experimental, com o objetivo de avaliaresposta dos ciclos de
selecdo de plantas duplo-haploides derivadas dec@es F1 e F2, o autor
constatou que os duplo-haploides provenientes idg&e F2 foram 4 a 6% mais
eficientes que a geracao F1 devido a maior reccaghm
Entretanto, o método de producdo de DH ainda é&ditoj devido a

baixa taxa de inducdo de haploides por meio dadjem indutora, e devido aos
sistemas de marcador morfolégico que nem semprersedisos e eficientes na

deteccdo das sementes haploides.

2.2 Linhagens indutoras de haploidia

Em milho, de acordo com Randolph (1932), os prioseihaploides
foram relatados por L. J. Stadler em 1929. No e¢ofaps haploides naturais
ocorrem em uma taxa extremamente baixa (CHASE,)1963

A fertilizacdo normal de um Ovulo ocorre quando dos nucleos
espermaticos fertiliza a oosfera, formando o embe@quanto o outro nicleo se
funde com os nucleos polares do évulo, formandodmgperma triploide. Uma
linhagem indutora é assim caracterizada como umentgl capaz de
guebrar/bloquear a dupla fertilizacdo e eventuaeeproduzir sementes
haploides (DANG et al., 2010).

Os mecanismos envolvidos na inducéo e formacaantwi& haploide

ainda permanecem desconhecidos. Na literatura ba Hipdteses para esses
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possiveis mecanismos: (i) perda da fertilizacdo odafera e subsequente
desenvolvimento paternogénico da oosfera reduzida eenbrido haploide
(CHALYK et al.,, 2003; SARKAR; COE, 1966), e (ii) rtdizacdo normal
seguida de eliminacdo cromossoémica (FISCHER, ZDAANG et al., 2008).

De acordo com Geiger e Gordillo (2009), existemsdhgoéteses dos
mecanismos concebiveis que podem explicar a oaaréte haploides de
origem maternal. A primeira hipotese propde que das dois nucleos
reprodutivos do grdo de pélen do indutor tenha aiteracdo, mas ainda seja
capaz de se fundir com a oosfera e, durante asbdiicelulares subsequentes,
0s cromossomos do indutor se degeneram e sdo grexhte eliminados das
células primordiais. O outro nudcleo reprodutivo fsede com os nucleos
polares, formando o endosperma triploide. A segungétese sugere que um
dos nucleos reprodutivos do grdo de pdlen ndo ézcdp se fundir com a
oosfera, mas pode provocar a embriogénese hapleide, segundo nucleo
reprodutivo se une com os nucleos polares, formandndosperma, como na
primeira hipétese.

Duas linhagens indutoras de haploidia se destacarmmlmente. A
primeira delas foi desenvolvida a partir de umdedamde denominada Stock6
(COE, 1959), que quando autofecundada produz uetméncia de haploides
gimnogenéticos em torno de 3,2%. Haploides de wrigaterna resultam de
uma falha na fertilizacdo, causada por uma condadmrmal, induzida ou
herdada, em gameta masculino ou feminino e subsexdesenvolvimento do
ovulo em embridao (SARKAR; COE, 1966). A segundddigem é conhecida
como Wisconsin 23 (W23), capaz de gerar haploiddsogenéticos a uma taxa
gue varia de 1 a 3% (KERMICLE, 1969, 1973). Nesasoc o haploide
androgenético se forma a partir do desenvolvimeotaicleo reprodutivo do
gréo de pdlen, que apés o cruzamento, se deseramhembrido.
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Nas dUltimas décadas, linhagens indutoras tém sidtudadas
intensamente, 0 que gerou o0 desenvolvimento dedrekicom maiores taxas de
inducdo. Em condi¢Bes temperadas, a partir daaders Stock6 e W23, foram
geradas indmeras outras linhagens indutoras comresaiaxas de inducdo de
haploidia. Lashermes e Beckert (1988) cruzaramnhafiem W23 com a
linhagem Stock6 e obtiveram a linhagem indutora W/Sbm uma taxa de
inducdo de 3 a 5%. Sarkar et al. (1994) conseguiramtaxa de inducéo de 6%
nos cruzamentos realizados. As linhagens induftiéS e KMS também foram
derivadas da Stock6 e o cruzamento delas deu orggdimhagem MHI que
induz em média 6,5% de haploides (CHALYK, 1999)lishagem indutora
RWS, que induz em média 8 a 10% de descendentksdes) foi recentemente
desenvolvida e caracterizada por Rdber, gordilemer (2005). Essa surgiu a
partir do cruzamento entre as linhagens indutoraS814V(LASHERMES;
GAILLARD; BECKERT, 1988) e KEMS (SHATSKAYA et al.1994), que é
uma linhagem sintética Russa.

Rotarenco et al. (2010) desenvolveram novos indstanodernos com
altas taxas de inducdo de haploidia, boa expredsfogenes marcadores e
melhores caracteristicas agrondmicas. Os autondsapa do cruzamento da
linhagem MHI como fonte de caracteristicas de pldavoraveis e boa taxa de
inducdo, com a linhagem Stock 6, fonte dos genesadares B1 e PI1, os quais
permitem que os haploides sejam identificados feta de antocianina em
plantulas. Como resultado foram obtidos indutorel4 €om taxa de inducéo
média variando entre 12 e 14,5% em diferentes gm®tdoadores e boa
producao de pélen.

Indutores desenvolvidos recentemente possuem @eamducdo de
haploidia relativamente alta, e um sistema de ger@sadores que permitem
identificar haploides em diferentes estagios: gréesos, plantulas e plantas
desenvolvidas (ROTARENCO et al., 2010). Entretaatogenétipo utilizado
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como doador tem significativa influencia na induckohaploides (PRIGGE et
al., 2011). A identificacdo dos haploides na etd@ardo pode ser complicada
ou mesmo impossivel, quando os doadores sdo homtozigara os genes R1 e
Cl (BELICUAS et al.,, 2007; GEIGER, 2009). Além diss¢ verificada
esterilidade masculina parcial em alguns indutores, que influencia
negativamente a producdo de pdélen. Uma formacaaleas sementes
prejudica a manutencdo do indutor e reduz a pradwd# haploides em
cruzamentos com os doadores (ROTARENCO; DICU, 2012)

Indutores adaptados as condi¢Bes tropicais forasendelvidos por
meio da parceria entre CIMMYTrternational Maize and Wheat Improvement
Cente) e a Universidade de Hohenheim, na Alemanha. Egsgéstores
apresentaram taxas de inducdo entre 8 a 10% e meelmqerformances
agronbmicas quando comparadas com os indutorestadgs (PRASANNA,;
CHAIKAM; MAHUKU, 2012).

Prigge et al. (2011) ao verificarem taxas de indugé haploides em
condicbes tropicais, encontraram diferencas alt&nesignificativas entre
indutores e fonte de germoplasma. Além disso,xastde indugdo de haploidia
detectadas pelos autores foram semelhantes asrédai@glas para inducdes em
condicbes temperadas. Esses resultados indicamingugores temperados
podem ser empregados em programas de melhoranmentm, obtencdo de
duplo-haploides em milho nos tropicos. No entaBtmecessario desenvolver
indutores tropicais bem adaptados.

Estudos em populagfes segregantes (LASHERMES; BRIKHE988)

e analises de QTLs (ROBER, 1999) demonstraram dqudugéo de haploides
in vivo € uma caracteristica quantitativa controlada porggande namero de
locos desconhecidos. Ponto-chave na aplicacdo dacéé de inducdo de
haploidesin vivo é um sistema de selecao para separacao de griasmdorioes

haploides daqueles com embrido regular diploide.
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2.3 Identificacdo de haploides

Para a identificacdo precoce dos haploides genaoloseio do uso de
linhagens indutoras, Chase e Nanda (1965) desarmavem sistema marcador
fenotipico baseado na pigmentacdo por antociadigtgrminado pelo gene R-
navajo (R1-nj). Esse alelo dominante promove a pigatdo com antocianina
no endosperma e no embrido das sementes dipladdedp que as sementes
haploides apresentam pigmentacdo somente no emdwgpécando com o
embrido branco.

O endosperma é formado por um tecido triploidedsemm conjunto
haploide do parental masculino e dois do paremairfino. JA o embrido é
formado por um tecido diploide. Como o marcador folégico R-navajo é
dominante em um cruzamento, esse serd expressodosperma. No caso de
um embrido haploide, o0 marcador ndo sera exprpsgp embrido ndo contém
0 genoma da linhagem indutora que carrega o alateador. O alelo marcador
R1-nj tem penetrancia incompleta e expressividaatéavel, ndo fornecendo
uma indicacdo precisa das sementes haploides (REASCet al., 2007). Além
disso, é recomendavel analisar e separar semeapdsides apds a colheita,
uma vez que a etapa de secagem gera uma coloragsi@scura no embrido,
contribuindo para uma sele¢éo errada de haploRREIGE et al., 2011).

Em conjunto com o gene R1-nj, foi verificada a &sia de outros
genes de cores adicionais (B1, PL1), que condioioma pigmentacdo do
coledptilo e da raiz das plantulas, favorecendoepamcao de individuos
haploides de diploides. Apés a germinacdo das gesieas plantulas que
apresentarem pigmentacgéo no coleéptilo ou nasuladisao identificadas como
diploides e a auséncia de pigmentacdo indica péntuhaploides
(ROTARENCO; DICU; SARMANIUC, 2009).
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Segundo Rabel (2008), o gene marcador R1-nj n@gmessa em todos
0s genotipos, indicando que sua expressao € icfadm pela constituicdo
génica do parental masculino na obtencdo de hasloahdrogenéticos. O
mesmo autor constatou que os marcadores morfok@lesavajo e a coloracao
verde do coleoptilo ndo foram eficientes na ida@fdo de individuos
haploides. Rotarenco, Dicu e Sarmaniuc (2009) antrabalho observaram que
algumas sementes ndo expressaram a coloracdo ateox® endosperma,
possivelmente porque o indutor utilizado por ele séa homozigoto R1 ou o
doador que ele utilizou era homozigoto do alelo idamte CI, responsavel por
inibir a expressdo de antocianina no endospermae Egne Cl ocorre
frequentemente em materidisnt europeus ou tropicais (BELICUAS et al.,
2007).

Em cruzamentos do hibrido Chuandanl3 com pdlen imtaagem
indutora Stock6, foram obtidas 13399 sementes.d3efsram identificadas 303
provaveis haploides, com base no marcador R-na&ajis a analise citoldgica,
verificaram que, das 253 sementes que germinaramerge 71 apresentavam
n=10 cromossomos (TANG et al., 2009 citado por RERet al., 2009). Couto
et al. (2013), em cruzamentos com o hibrido P3@80inhagem indutora W23
verificaram que de um total de 1429 sementes, 88ahT selecionadas como
possiveis haploides pelo sistema morfolégico doegBi-nj. Porém, desse
ndamero somente quatro plantas foram identificadasochaploides por meio de
citometria de fluxo e marcadores de DNA.

Eder e Chalyk (2002) observaram significativa i@éficia do genotipo
doador na taxa de inducéo de haploides e na efprelss genes marcadores. A
taxa de inducdo variou de 2,7 a 8%, sendo que e&sdn do gene R1-nj nos
embriGes de gendtipos de milho duro foi maior gqoandmparado ao milho
dentado ou no hibrido duro x dentado. A dificuldg@ea isolar haploides de

gendtipos de milho duro quando usados como doaéstée relacionados com
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a existéncia de genes dominantes C1-I, C2-Idf ébinds quais inibem a sintese
de antocianina usada como marcador para selecapieides (COE, 1994).
Roéber, Gordillo e Geiger (2005) verificaram quexgatde erro na classificacédo
dos haploides por meio do sistema do gene R1-rgdeitavel para o genétipo
de milho dentado, mas alcancou valores altos parigosndos gendtipos de
milho duro.

Marcadores morfolégicos como a coloracdo do cadieionado ao
marcador no embrido torna possivel a remocao detgslar da fracdo dos
possiveis haploides em estadios iniciais em casegetacdo e no campo. Em
estadios adultos, ainda é possivel diferenciaroidgsd de plantas diploides por
meio de sua distinta morfologia e vigor (ROBER; GIDR.O; GEIGER,
2005). Ambos os métodos adicionais para a selegdenp ser empregados apés

o procedimento de duplicagdo cromossdmica artificia

2.4 Duplicacdo cromossdmica em haploides de milho

A duplicacdo cromossdmica era considerada umdg@stna producéo
de linhagens duplo-haploides em escala comercigialmente devido ao fato
da duplicacdo espontédnea ocorrer em baixa frecué(CHASE, 1969;
DEIMLING; ROBER; GEIGER, 1997) e somente em pougesmoplasmas e,
posteriormente, em funcdo dos protocolos de dugdiwaartificial ser pouco
eficientes. Em haploides induzidos vivo, por exemplo, a taxa da duplicacédo
cromossdmica espontanea é de 0 a 10% (CHASE, 1@8%lyk (1994),
avaliando plantas haploides obtidas em cruzamettos o indutor ZMK,
verificou taxas de diploidizacao espontanea enge 3,6%.

A colchicina é um dos bloqueadores mitéticos maizados nos
protocolos de duplicagdo cromossémica (PRASANNA; AGHAM;

MAHUKU, 2012). Esse agente se liga a tubulina &déna polimerizacdo dos
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microtubulos que comp8em as fibras dos fusos, aéertuo, assim, a migracao
dos cromossomos para os polos das células. Dessw,fas células que
anteriormente eram x (haploides) passam a seriwi@tes) (BELICUAS et al.,

2007). Segundo Castillo et al. (2009) trés fatquasacipais influenciam na
duplicacdo cromossdmica por meio de colchicina: ptemconcentracdo e
genotipo.

Muitos métodos de duplicagdo cromossdmica tém wididicados. Um
importante avanco no método foi realizado por Gageral. (1994), que
cortaram o coledptilo das plantulas haploides eaawhm-nas em solucéo
contendo 0,06% de colchicina e 0,5% de DMSO (diméfoxido) por 12 horas
a 18° C. Deimling, Rober e Geiger (1997), aumentaaieeficiéncia do método
ao reduzir as raizes das plantulas para 20 a 3Ceneolocarem as plantulas
imersas em solucdo de duplicagdo no escuro. Ouétdo utilizado para
duplicacé@o foi proposto por Zabirova et al. (1998)) que no estadio de 3-4
folhas, a solucdo de colchicina era injetada cdec& a 5 mm acima do apice.
Apo6s a injecao, as plantulas eram mantidas no @sciB°C, por dois dias, para
serem, em seguida, transplantadas para o campo.

Chalyk (2000), utilizando haploides maternais déhonicomparou a
eficiéncia dos métodos citados, avaliando a poagemt de linhagens duplo-
haploides com pendao fértil. Além dos métodos coidles, os pesquisadores
fizeram outros dois tratamentos com variacdes mpdeatura e concentracdo de
colchicina no método proposto por Deimling, Rob&eiger (1997). O método
de Deimling, Rober e Geiger (1997) permitiu a ob&ende 28,8% e 31,8% de
haploides com pélen fértil, nas temperaturas de°d8e 26 °C, apos o
tratamento.

Batistelli (2012) realizou cruzamentos entre adigdm indutora KEMS,
doadora de pdlen, com hibridos tropicais. As seesenbbtidas foram

selecionadas de acordo com o0 gene R-navajo e sdbmeto protocolo de
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duplicacdo cromossdmica, proposto por Deimling, dRabd Geiger (1997). O
autor obteve taxas de duplicacdo que variaram 4668 80%.

2.5 Citometria de fluxo na identificagdo de plantas dulicadas

A principal caracteristica da citometria de fluxo a analise de
parametros 6pticos de particulas coradas em s@EpEDOLEZEL, 1997). Esse
método apresenta varias aplicacdes, permitindoe eotitras, a analise do
contetido de DNA e o estudo de niveis de ploidiacdagas. E possivel também
caracterizar hibridos sométicos e verificar o catde de DNA de cada
cromossomo do complemento de uma espécie, alémr gimssivel a realizacéo
de comparacdes intra e interespecificas do tamamiear (HESLOP-
HARRISON; SCHWARZACHER, 2001).

O crescimento e a divisao celular sdo processbsas®os eucariontes,
onde o tempo entre cada mitose encontra-se divahadrés fases: G1, S e G2.
Durante o periodo de crescimento celular, conhewitioo fase G1, uma célula
diploide apresenta um contetdo 2C (sendo que Ohteido de um conjunto
haploide de cromossomos), possuindo assim duaascdeicada gene. Na fase S
ocorre a duplicacdo do genoma nuclear e, na fageinte - G2 ocorre o
segundo periodo de crescimento celular, duranteab @ conteldo de DNA
nuclear é mantido no nivel 4C. A partir desta faseélula estd pronta para
dividir-se em duas células filhas (mitose), ond#acalicleo possuira novamente
o contetdo de DNA original, 2C. Numa populacdo&ealas em crescimento, o
ndimero de ndcleos na fase G1 é maior do que nadaggiOWARD; PELC,
1986). Dessa maneira, os histogramas obtidos émeitos de fluxo, em uma
analise de ploidia, apresentam, em média, picasaler intensidade no canal
referente a fase G1 do ciclo celular do que osspieferentes a G2.
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Para estimar o conteddo de DNA nuclear por citomede fluxo,
suspensfes de nucleos e/ou células permeaveiosdas com fluorocromos
especificos para DNA, sendo que a quantidade derhitzda é quantificada. A
posicéo do pico G1 no histograma do espécime adaliseve ser comparada
com a posicéo do pico G1 da planta padrdo, cujteddo de DNA é conhecido
(DOLEZEL; BARTOS, 2005). Esse procedimento perminsurar o tamanho
do genoma nuclear em picogramas (pg) de DNA e/opames de bases (Mbp);
sendo que 1 pg de DNA corresponde a 978 Mpb (DOILE&Eal., 2003)Em
experimentos realizados em milho haploide e atérmoemm plantas haploides
duplicadas, a citometria tem sido uma técnica nutitzada, evidenciando sua
importancia. Dang et al. (2012) utilizaram citorizette fluxo para deteccao de
falsos positivos embulksde sementes de milho. Apés o cruzamento e avaliaca
de trés linhagens indutoras gimnogenéticas de iddgnloRWS, RWKT76,
RWK76RWS, doadoras de pdlen, com hibridos hetenta$g chineses, os
autores concluiram que o uso do hibrido heterogigomo doador maternal foi
significativo na variacdo de inducdo de haploidesjue a linhagem RWS
induziu maior taxa de sementes haploides. Coutal.e{2013) realizaram
cruzamentos entre a linhagem indutora de haplditi8 e o hibrido P30F90 e
apos selecionar os provaveis haploides, detectpaanmeio de citometria de
fluxo, quatro haploides androgenéticos em milhottig&elli (2012) apds
duplicar artificialmente plantulas de milhidentificou por citometria de fluxo,
plantas com varios niveis de ploidia, tais comoldides, haploides/diploides,
diploides e diploides/tetraploides.

Assim, a técnica de citometria de fluxo tem sidblizada na
identificacdo de individuos haploides de milho devisua rapidez e
confiabilidade. Em experimentos com duplo-haplaide<itometria de fluxo
permite que plantulas vigorosas e detectadas coptoides nos histogramas

sejam descartadas antes da etapa de campo, didonigmpo e espaco. Esse
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descarte facilita as proximas etapas, maximizasduaados no campo com as
plantulas haploides que foram duplicadas. Alémaodiss citometria de fluxo
permite a andlise da eficiéncia do protocolo delicagio cromossémica, uma
vez que é possivel confirmar se a resposta datufgldra duplicacéo foi positiva
(BATTISTELLI, 2012; COUTO et al., 2013; DANG et a2012).

2.6 Marcadores moleculares microssatélites na identifagdo de duplo-

haploides

Os marcadores SSR, ou mais comumente denominadossatélites,
séo regides de DNA compostas de unidades que senegm tandem. Ele tem
sido preferido a outros tipos de marcadores, piizam a agilidade da técnica
de PCR, sdo codominantes e estdo espalhados aorex@&noma com uma
frequéncia relativamente alta, inclusive intragési(AKKAYA; BHAGWAT,;
CREGAN, 1992).

Devido a caracteristica de codominancia, os maread8SR permitem
gue o homozigoto seja distinguido do heterozighlesmo em genétipos de
milho que possuem base genética estreita, os nmesa&SR podem detectar
alto numero de alelos por loco (RABEL, 2008). Derts maiores vantagens dos
SSR esta a alta estabilidade das sequéncias aagiéifi que se tornam ideais
para o uso de PCR. Ao longo de todo o genoma, BspBSsibilitam que um ou
mais locos sejam identificados préximos ou mesnmirdele genes de interesse,
constituindo-se em um marcador ideal (LEITE, 2010).

Em varios trabalhos tem sido descrita a aplicaglsas marcadores na
caracterizacdo, confirmacéo e analise de introgoegénica em haploides de
milho. Rabel (2008) obteve sucesso no emprego @osatiores SSR ao detectar
plantas haploides provenientes do cruzamento arlirdhiagem L512388 e seis

familias na geracéo s;Fcujos genitores provinham do cruzamento entra a
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linhagem W23 e o hibrido BRS1010. Couto et al. 8@bnfirmaram a heranca
androgenética de haploides provenientes do cruzantenum hibrido com a

linhagem W23. Battistelli (2012) verificou que doipt haploides detectados em
citometria de fluxo puderam ser identificados peigrdos marcadores SSR.

2.7 Andlise da viabilidade polinica em haploides dupledos

Existem varias técnicas para estimar a viabilidddegrao de poélen.
Dentre essas técnicas, destacam-se testes contesogaifmicos, germinacao
vitro e germinagaan vivo. A determinacdo da viabilidade polinica utilizando
corantes é uma pratica comum em experimentos oigeciética (FERREIRA et
al., 2007). Constituindo um procedimento bastamples e barato, fornecendo
resultados rapidos (NINOV; TECHIO; GAUER, 2004).ri& séo os corantes
empregados para essa finalidade: carmim acétiad, de anilina, azul de
algodao, iodeto de potassio, cloreto de trifemdtgilio (TCC), tetrazolio
vermelho (STANLEY; LINSKENS, 1974) e verde malaquitbom fucsina acida
(ALEXANDER, 1980).

Georgieva e Kruleva (1994) testaram reacdes basewdalteracdo da
coloracao dos tecidos, em presenca de solucadrded®. A solucdo salina de
2,3,5 — trifenil cloreto de tetrazdlio, ao ser reda pelas enzimas dos tecidos
vivos resulta num composto de coloracdo vermelmmioa Desse modo, 0s
tecidos mortos ndo sdo corados, e € possivel fatassbs grdos de podlen
corados como viaveis e os incolores como inviaiSIRA et al.,1998).

Na literatura, ndo ha descricdo de um teste delidatbe universal com
a utilizacdo de um corante especifico. Na maioog tdabalhos relata-se o uso
dos corantes nucleares, sobretudo carmim acétca,varios grupos de plantas
(ALVIM, 2008).
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Os dados de viabilidade polinica permitem cocietzar com os de
anormalidades meiéticas e auxiliar na selecdo derias genéticos, tornando-
se uma ferramenta adicional na conducdo de expsigm&as areas agricola e
biotecnoldgica (NINOV; TECHIO; GAUER, 2004).

A viabilidade polinica tem sido utilizada em vé&riarabalhos,
envolvendo o milho, em estudos de -caracterizacaorfolbgica e
armazenamento de pélen (ALMEIDA et al.,, 2011; ALVIst al., 2012;
DAVIDE et al., 2009; FERREIRA et al., 2007). Alviet al. (2012) selecionou o
melhor meio de cultura e temperatura de incubagéa germinacdo dos graos
de pdlen de milho, com o objetivo de determinar cvatio de coleta e a
metodologia de secagem desses. Para isso, utifizarante ‘Alexander’ para
avaliar a viabilidade polinica. Davide et al. (2DaG@mbém utilizaram o corante
‘Alexander’ em seus experimentos, mas com o olgetie verificar a
viabilidade polinica de pélen armazenado.

Até o momento, sdo escassas as informacfes a dere@abilidade
polinica envolvendo haploides duplicados em mifbioque se tem encontrado
na literatura sdo experimentos nos quais foi waifa a eficiéncia de haploides
duplicados em produzir pendédo férti no campo (BATELLI, 2012;
CHALYK, 2000; EDER; CHALYK, 2002). Eder e Chalyk@@2), por exemplo,
avaliaram as porcentagens de plantas haploidexadas por dois métodos de
duplicacdo cromossdmica, por meio de dados de gidahiaploides que
produziram pélen fértil, que foram autofecundadémmaram sementes.

O sucesso da duplicacdo cromoss6mica artificiahaptoides deve ser
avaliado também no campo. Haploides duplicados ligpagarem polen fértil
serdo responsdveis pela formacao das sementestiiptides, e desse modo, é

importante avaliar sua viabilidade polinica.
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3 CONCLUSOES

A obtencdo de linhagens duplo-haploides tem sitodada com o
objetivo principal de reduzir tempo e espaco naemddo de linhagens
endogamicas nos programas de melhoramento de milgons indutores de
haploidia tém sido utilizados com variagbes engegendtipos. Protocolos de
duplicac@o cromossdmica em milho tém sido propasios variacdes nas taxas.
Normalmente as taxas de duplicacdo sdo baixasntiave necessidade de se
testar novos protocolos. Diferentes metodologiasa pa confirmacdo da
duplicacdo cromossbmica tém sido também propostastar diferentes

metodologias para esse fim é importante para ancgitede resultados mais

Seguros.
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RESUMO

Dentre as etapas mais importantes na obtencao pe-ldaploides em
milho, destaca-se a duplicagdo cromossOmica #atifisla literatura ha véarias
metodologias de duplicagdo cromoss6mica, no entainga ndo foi proposto
um metodo que permita repetibilidade de resulta@bgetivou-se neste trabalho
avaliar a capacidade de inducéo da linhagem indd&MS em clima tropical;
testar a eficiéncia do marcador morfolégico R- f@vweomparar dois protocolos
de duplicacdo cromossdmica e avaliar a influenda dendétipos utilizados
como fémeas na resposta a duplicacdo. Para isawp duibridos simples e suas
geracdes F2 foram cruzados com a linhagem indi&fdS, utilizada como
doadora de pdlen. As sementes obtidas foram sebds de acordo com o
marcador R-navajo e submetidas a dois diferente®qulos de duplicagédo
cromossdmica. As plantas que sobreviveram aos quio® de duplicacdo
cromossdmica foram aclimatizadas em casa de végefeg 20 dias para serem
posteriormente transplantadas para o campo. Pamfirngar a duplicacédo
cromossdmica, amostras de folhas das plantas ddpbcforam analisadas em
citometria de fluxo. Apés a citometria de fluxoi possivel fazer o rastreamento
das ploidias no campo e assim, coletar informagbagspeito das plantas
autofecundadas. Além disso, foram analisadas astijades de sementes
obtidas apds as autofecundacdes e as quantidadesndates duplo-haploides.
As andlises estatisticas foram realizadas usando-@gordagem de modelos
lineares generalizados mistos, sendo que apos iceerifas diferencas
significativas por meio de andlise de “deviancef réalizado agrupamento com
base na distancia ddahalanobis Foi observado que os hibridos utilizados
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influenciam na inducdo de haploides, entretanto influenciam na taxa de
duplicacdo cromossbmica dos protocolos testadogrdiocolo 2 foi mais
eficiente na duplicacdo cromossémica de haploitegorcentagem de plantas
duplicadas que foram autofecundadas, e na obtededdinhagens duplo-
haploides. Além disso, a linhagem indutora de hdigldKEMS pode induzir
haploides em clima tropical. Outros marcadores alénsistema do R-navajo
devem ser utilizados na selecdo de sementes haploid

Palavras-chave: R-navajo. Colchicina. Indutorebajdoidia. 2a mays.
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ABSTRACT

Among the most important steps in getting doublgldies in maize, is
artificial chromosome doubling. In the literatuteete are several methods of
chromosome doubling, however there has not beepopeal an effective
method that allows repeatability of resulibe aim of this study was to evaluate
the ability of inducing of KEMS in tropical conditis, test the efficiency of the
morphological marker R-Navajo; compare two protscothromosome
duplication and to evaluate the influence of gepe$y used as females in
response to duplicatiofror the porpuse, four hybrids and their F2 genenati
were crossed with an inducer KEMS used as polleroddeeds obtained were
selected according to the marker R-Navajo and dtdxnito two different
chromosome doubling protocols. The plants thatigedvthe protocols were
acclimatized in a greenhouse for 20 days to be tadasplanted to the field.
Leaf samples were analyzed in flow cytometer to ficon the protocols
efficiency. After of the flow cytometry, it was psible to trace the ploidies in
the field and thus collect information about selfdents. Furthermore, seeds
obtained after self pollination and seed quantities) the double haploids were
verified. Statistical analyzes were performed ugimg approach of generalized
linear mixed models, and after checking for sigwifit differences by analysis of
"deviance" was held clustering based on Mahalandisiance. It was observed
that the the hybrids used influenced the haplodtidtion, though not influence
the rate of chromosome doubling. Protocol 2 wasenedficient in chromosome
doubling of haploid, in the percentage of duplidapéants that were selfed, and
achieving double-haploid lines. Furthermore, thduoer haploidy line KEMS
can be used in a tropical climate. Other markeraddition to the R-Navajo
system should be used in selecting haploid seed.

Keywords: R-navajo. Colchicines. Haploid inductidea mays.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia duplo-haploides (DH) tem sido utiliaaeim programas de
melhoramento por varias décadas e em varias espétiet al., 2013). Diversas
empresas produzem linhagens duplo-haploides patsteacao de milho hibrido,
entretanto ainda € escassa a existéncia de inféamagferentes a eficiéncia da
técnica em instituicdes publicas.

A implementacao do método duplo-haploide em mibigeea utilizacédo
de linhagens indutoras que podem gerar haploidesnms ou maternos. Em
geral, essas linhagens indutoras tém origem tem@edificultando o manejo e
0 desenvolvimento dessas em condi¢fes tropicaigindds linhagens indutoras
ja foram desenvolvidas e possuem taxas de induedativamente alta
(CHALYK, 1999; DANG et al., 2012; ROBER; GORDILLGBEIGER, 2005;
ROTARENCO et al., 2010). No entanto, existem algfatsres limitantes na
técnica de inducdo da haploidia, sendo que a fredaéle haploides pode ter
influéncia do gendtipo utilizado como doador (PREE al., 2011).

Haploides induzidos pelas linhagens indutoras delola sé&o
selecionados precocemente por meio de marcadordsldgicos baseados na
pigmentagdo por antocianina no endosperma das sesnefeterminado pelo
gene R-navajo (CHASE; NANDA, 1965). Atualmente, e®vmarcadores
morfolégicos permitem que os haploides sejam ifleatios em diferentes
estagios, tais como grdos secos, plantulas e plamasenvolvidas
(ROTARENCO et al., 2010).

Dentre as etapas mais importantes na obtencdo ple-laploides
destaca-se a duplicacdo cromossémica artificiaitddunétodos de duplicacéo
cromossémica tém sido testados e publicados (CHAI2OKRO; DEIMLING;
ROBER; GEIGER, 1997; GAYEN et al., 1994; ZABIROVA&., 1996).
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Apesar de existirem varias metodologias de dugdicagromossémica
na literatura, ainda nao foi proposto um método pemenita repetibilidade de
resultados e, além disso, ainda sdo escassas agfoesm a cerca do
comportamento e eficiéncia na producéo de linhagepso-haploides. Isso se
deve principalmente aos fatores tempo, genétipo oacantragcdo, que
influenciam na duplicagdo cromossdmica por meio o de colchicina
(CASTILLO et al., 2009).

Dentre as vantagens dos duplo-haploides em milieorePet al. (2011)
destacam a menor recombinacdo dos genes ligadasda@use compara a
tecnologia com linhagens convencionais, obtidaauefecundacdes sucessivas.
Em autofecundag¢bes sucessivas, hd um aumento darérozia de
recombinagbes entre genes ligados. Nos duplo-ligspino entanto, a
recombinacdo de genes ligados ocorre somente msengiie originou o gameta
responsavel pela planta. Dessa maneira parte dms ligados ndo sera
recombinada. Bernando (2009) avaliou, em simulagguerimental, a melhor
geracao (F1 e F2) na obtencdo de duplo-haploidestt@ constatou que duplo-
haploides provenientes de gera¢bes F2 foram miierdes devido a maior
recombinagéo.

Nesse contexto, os objetivos neste trabalho foran:avaliar a
capacidade de inducéo da linhagem indutora KEM&lena tropical; b) testar
a eficiéncia do marcador morfologico R- navajo peio de citometria de fluxo;
c¢) avaliar dois protocolos de duplicacdo cromoseénei verificar a influencia
dos hibridos utilizados como fémeas; e d) analsatesenvolvimento dos

haploides duplicados no campo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area experimental e gendtipos avaliados

Foram utilizados quatro hibridos simples (DKB393S53225, GNS
364, GNS 3032) e suas geracdegsds quais foram cruzados com o indutor de
haploidia KEMS. A linhagem indutora de haploidia ME& (SHATSKAYA et
al., 1994), que é gimnogenética, foi utilizada copasental masculino. Para
favorecer a sincronia de florescimento, as semedies hibridos foram
semeadas dez e quatorze dias antes da semeadinbadam indutora devido
ao fato de possuir origem temperada e ser maisgeec

O campo de cruzamento ocorreu em Cravinhos, S&afriaha de 2011.
Os indutores foram semeados em 20 linhas de 5 fitmade garantir a
guantidade minima de plantas para a realizaca@m@amentos. As sementes
dos hibridos simples (F1) e suas geracdes F2 feeameadas em duas linhas de
5 m. Duas sementes por cova foram distribuidasrdrad espacadas de 80 cm,
com 20 cm entre plantas. Aproximadamente 15 di&s @pemergéncia das
plantas, foi realizado o desbaste, deixando-seogitentas por metro linear. A
adubacdo de semeadura foi de 500 Kg.ha-1 do fodmul®-30-10 e, em
cobertura, foram aplicados 500 Kg.ha-1 de 20-0apds o desbaste. Os demais
tratos culturais foram realizados conforme recoragéd para a cultura do

milho.

2.2 ldentificacdo de haploides por meio do marcaddR-navajo

As atividades experimentais foram realizadas navdssidade Federal

de Lavras, no municipio de Lavras, MG.
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As sementes obtidas dos cruzamentos citados amterite foram
separadas visualmente pela coloracdo do endosperrembrido (CHASE;
NANDA, 1965). Grdos com endosperma roxo e embrifiando foram
considerados haploides e selecionados. As quaetdatk sementes dos
provaveis haploides foram posteriormente divididaBm de serem submetidas
a dois diferentes protocolos de duplicacdo cromoisd

As quantidades de sementes selecionadas como deplodr meio do
marcador R-navajo foram utilizadas em andlisestistitas para céalculos de
inducdo de haploidia da linhagem KEMS.

2.3 Duplicacao cromossomica atrtificial

As duplicagbes foram realizadas no Laboratério degé€nética do
Departamento de Biologia da UFLA.

No primeiro protocolo de duplicacdo, as sementdsciemadas pelo
marcador R-navajo foram desinfestadas com hipdcl@% e colocadas para
germinar, por 72 horas, em papel de germinacdo ecidm com temperatura
controlada de 25C. Apds a germinacdo, para eliminar os falsos fdgdo
plantulas com vigor, caracterizado por plantulag den na parte aérea e 4 cm
de raiz, foram classificadas como diploides e fodascartadas (Figura 1).
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Figura 1 Classificacdo de
plantulas pelo vigor, apés
germinagdo das sementes
identificadas como haploides
pelo marcador R-navajo

Apbs essa etapa, as plantulas identificadas comssiyms haploides
foram submetidas ao tratamento com solucdo de Og#iéwlichicina e 0,5% de
dimetilsulfoxido (DMSO), por 12 horas, e mantidasascuro a 20°C, de acordo
com Prasanna, Chaikam e Mahuku (2012).

No segundo protocolo as sementes selecionadas ranfbéam
desinfestadas com hipoclorito 2 % e logo apés, adaswem bandejas contendo
areia e vermiculita (na proporcdo de 1:1). Apéds difis, as plantas mais
vigorosas, que possuiam mais folhas ou eram matpresas outras, foram
selecionadas como diploides e descartadas. Asapldraploides foram entéo

retiradas das bandejas e suas raizes foram lagatdagua para retirada da areia
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e vermiculita e para serem submetidas ao protamiduplicacdo. As raizes das
plantas consideradas haploides foram imersas emg&molde colchicina 0,1%,

dimetilsulfoxido 0,1% (DMSO) e Tween 20 a 0,1%, antidas por 6 horas na
presenca de luz em temperatura ambiente, média, 22°@Gcordo com Paul

Newell (dados néo publicados).

Os protocolos utilizados neste trabalho serdo posteente designados
de protocolo 1, para o primeiro testado e proto2ojmara o segundo.

Apbs o tratamento com colchicina as plantulas stidaeem ambos os
protocolos de duplicagdo cromossémica foram lavadagiO minutos em agua
corrente, e transferidas para copos plasticos cdrstimto vegetal. As plantulas
foram aclimatadas em casa de vegetacdo e permanmecem ambiente

controlado por 20 dias.

2.4 Citometria de fluxo

Quatorze dias ap6s a duplicacdo cromossdmica, eamogbram
coletadas em casa de vegetacdo e submetidas aettitorde fluxo para a
identificacdo das plantas duplicadas e avaliac&opilotocolos de duplicagédo
cromossodmica utilizados.

A estimativa da quantidade de DNA por citometridldeo foi obtida a
partir de tecido foliar dos genitores e dos deseeted provenientes desse
cruzamento, que sobreviveram a duplicacdo cromadsadi®u seja, todas as
plantas que estavam em casa de vegetacdo e seaaeviva duplicacdo
cromossbmica de ambos os protocolos, foram anaksdeara cada amostra,
utilizou-se, aproximadamente, 20-30 mg de folhasrs do individuo avaliado.
A espécieVicia faba(quantidade de DNA de 26,9 pg/2C) foi utilizada com
padrdo externo de referéncia. As amostras foraorddas em placa de Petri

contendo 1 mL de tampao LBO1 gelado para a obteda&uspensado nuclear
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(DOLEZEL, 1997), a qual foi adicionada gl5de RNase e corada com 25 pL
de iodeto de propideo (1 mg fL Para cada amostra foram analisados no
minimo 10 mil nicleos. Os histogramas foram olstido citdmetro de fluxo
FacsCalibur(Becton Dickinsoncom o programg&ell Quest(Becton, Dickinson
and Company, San Jose, CA, USA) e analisados pefowares WinMDI 2.8
(2009).

2.5 Avaliacbes de autofecundacdo e quantidades dementes obtidas de

plantas duplicadas

Apés 20 dias de aclimatacdo pés-duplicacdo cromaussd e apods
avaliacdo em citometria de fluxo, as plantas om@gnde ambos os protocolos de
duplicacdo cromossdmica foram transplantadas patdeate protegido, com
cobertura de lona plastica transparente nas depeiadé&a empresa HortiAgro,
localizada no municipio de ljaci, MG. Todas as tdarforam identificadas para
que houvesse o rastreamento e a possibilidade feostar os resultados de
citometria de fluxo com os dados de fertilidade pgmd&o e quantidade de
sementes obtidas das plantas autofecundadas. Agituipa semeadura foi de
450 kg do formulado 8-28-16, com espacamento denOgitre linhas e 0,25 m
entre plantas. A adubacdo de cobertura e os tcatitigrais foram realizados
conforme o recomendado para a cultura na regide.pNmeiras semanas apos
transplantio foi realizada aplicacédo foliar com qutm a base de fésforo e
potassio, para ajudar no enraizamento das plantas.

O desenvolvimento das plantas no campo foi analisad as
caracteristicas dos individuos haploides, tais cdesenvolvimento da planta,
vigor, coloracdo das folhas, anormalidades nos g@ne estilo-estigma, foram
avaliadas e comparadas com dos individuos diploides
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As espigas foram protegidas com sacos plasticas afg emissdo do
estilo-estigma das plantas para que a autofecundpgdesse ser realizada.
Todas as plantas que produziram pdlen e que possesilo-estigma em
sincronismo foram autofecundadas para a manuteecaoultiplicacdo de
sementes.

Foram coletadas informacdes a respeito das plantam$ecundadas e
feito o rastreamento das ploidias detectadas naneiria de fluxo. Assim, foi
possivel analisar quantas plantas foram autofedasda quais ploidias elas
apresentavam. Além disso, foram analisadas asidadas de sementes obtidas
apos as autofecundacdes e as quantidades de semestduplo-haploides. Por
meio desses dados foi possivel comparar os pro®cde duplicagdo
cromossdmica e analisar a eficiéncia de ambos t@agio de linhagens duplo-

haploides.
2.6 Andlises estatisticas

As andlises foram realizadas utilizando-se geracOe® repeticfes e as
propor¢cdes observadas foram avaliadas usando-dmrdagem de modelos
lineares generalizados mistos (MLGM), de forma egelao proposto por
Nunes, Morais e Bueno Filho (2004). Nesse casogfopregado o MLGM
binomial com a funcéo de ligac@mit, conforme descrito a seguir:

Ry Binomial(m;y,m,;)
i

Piik my

S Tk ) _
]UE'(l——H-.u-.")_ L+ p; +hy+ 8k + phy +pyk
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Onde:

Rix/pix: proporcéo observada na parcela que recebeu acptoti no hibrido j e
na geracao k admitida condicionalmente, indeperdant efeito aleatério de
parcela;

w: intercepto;

p:: efeito fixo do protocolo i;

h;: efeito fixo do hibrido j;

o« efeito fixo da geracéao k;

ph;: efeito fixo da intera¢&o do hibrido j com o piiw i;

pix: efeito aleatorio da parcela ijk, sendo pijk ~(NG(§ ).

Os MLGMs foram ajustados com estimacdo dos efefioss e
aleatorios, bem como dos componentes de varidnaimaximizagéo da funcéo
de verossimilhanga restrita (REML). Para isso,izaalil-se o pacote Ime4 do
programa R (verséo 2.14) (BATES; MAECHLER; BOLKER11).

A significAncia dos efeitos do modelo foi verifieadia andlise de
“deviance”, com aplicacdo do teste estatisticoj2léqui-quadrado), a 5% de
probabilidade (CORDEIRO; DEMETRIO, 2007). Nos aigsitem que se
evidenciaram diferencas significativas, realizouageupamento com base na
distancia deviahalanobis pelo método do vizinho mais proximo e estabetecid
0 ponto de corte usando o método de reamostragsotstrap (MOURAO
JUNIOR, 2001).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Haploides obtidos por meio do marcador R-navajo
As quantidades de sementes obtidas do cruzamemte anlinhagem
indutora de haploidia KEMS e os hibridos simplesS@032, GNS 3225, GNS

364 e DKB 393, e suas geracdes F2 sdo represemadabela 1.

Tabela 1 Quantidades de sementes totais e claskifccomo haploides,
selecionadas pelo marcador morfolégico R-navajondeicdo de
haploidia

Hibrido Geragio Total Total de sementes selecionadas Indugéo de

pelo R-navajo haploides (%)

GNS3225 F1 2236 126 5,6

F2 2284 145 6,3

F1 2523 241 9,5
GNS3264

F2 1450 135 9,3

F1 1193 177 14,8
GNS3032

F2 238 47 19,7

F1 3486 130 3,7
DKB393

F2 1904 85 4,4

A partir dessas sementes foram selecionados ogywisvhaploides, de
acordo com o marcador do sistema R-navajo (CHASRN DA, 1965).

Por meio das andlises de “deviance” observa-se apiehibridos
influenciam na taxa de inducéo de haploides, quaedoonsidera o0 marcador
morfoldgico R- navajo (Tabela 2). No entanto, rdrarin encontradas diferencas
significativas na taxa de inducéo de haploideseeatr geragBes dos hibridos
utilizados. Esses resultados corroboram com osnraddes por Battistelli

(2012), quando do cruzamento da linhagem indutdedg, utilizada como
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doadora de podlen, com hibridos tropicais. Os radalt obtidos pelo autor
demonstraram que mesmo com uma geracao de endogdimiba interferéncia
na inducdo de haploides.

Tabela 2 Resumo da andlise de “deviance” para dexaducgdo de haploides
identificados pelo marcador R-navajo dos quatroididls cruzados com
o0 indutor KEMS

FvV GL “DEVIANCE”
Hibridos 3 258,08*
Geracgéo 1 2,80

* Diferencas significativas pelo test2 com probabilidade de 0,05

Mesmo sendo uma linhagem temperada, o indutor KEd8ficiente
na producdo de sementes em clima tropical. Priggal. €2011) realizaram
cruzamentos entre indutores temperados e germoplasapical e néo
encontraram diferencas entre a taxa de inducdoagiiies nas condi¢cdes
tropicais e temperadas. Os autores concluiram guédutores temperados
podem ser utilizados em programas de melhoramemipical, porém, é
necessario desenvolver indutores tropicais paraguernem mais adaptados.

As taxas de inducdo dos haploides selecionadoshpasicador R-navajo
variaram de 3,7% a 19,7%. A média na taxa de irdudds haploides
selecionados pelo marcador R-navajo foi de 9,168ttidelli (2012), utilizando
a mesma linhagem obteve taxas de inducdo médiglde. Bhatskaya et al.
(1994) obtiveram valores de porcentagens varian@o 6J3% a 8%.
Provavelmente, os altos valores de porcentageren&adas neste trabalho se
devem ao numero reduzido de sementes obtidas daangentos dos quatro
hibridos com a linhagem KEMS, que superestimaranesigtados.

Na Tabela 3 sdo representadas as médias calcutiedataxas de
inducao de haploides nos quatro hibridos. O agreptofoi realizado por meio
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da distancia deMahalanobis Foram observadas para o hibrido GNS 3032

maiores taxas de inducao de haploides e menora®gdbrido DKB 393.

Tabela 3 Médias ajustadas das taxas de inducéapdeides identificados pelo
marcador morfolégico R-navajo, oriundos dos cruzgonsedos quatro
hibridos com o indutor KEMS

Hibridos Taxa de inducéo (%)
GNS 3032 15,40 a
GNS 3225 5,68 c
GNS 3264 9,11 b
DKB 393 3,84d
Média 8,50

*Médias seguidas da mesma letra pertencem ao megmpamento, com base na
distancia devlahalanobis com ponto de corte a 5% de probabilidade.

Diferencas entre genétipos nas taxas de inducdmpleides em milho
ja foram relatadas por diversos autores (BARBOS®()92 BATTISTELLI,
2012; EDER; CHALYK, 2002; ROBER; GORDILLO; GEIGERQO05).

De acordo com Rotarenco, Adicu e Sarmaniuc (2609)s de inducao
podem depender do método utilizado nos cruzamestodo periodo de
polinizacdo. Melhores resultados foram obtidos doaos autores utilizaram
polinizacdo manual, trés dias ap6s a emisséo de-estigma, em comparacao
com a polinizacdo aberta. No entanto, Geiger e iGBor(?010) citam que
melhoristas experientes conseguem obter altas tixaslucao de haploides em
poliniza¢des ndo controladas.

Considerando ainda as épocas de polinizacdo, Kebeal. (2011),
cruzaram 45 hibridos simples com as linhagens andstRWS e UH400, em
ambiente tropical, sendo um cruzamento no inveroat® no verdo. As médias
das taxas de inducéo de haploides variaram de 2809%6%, sendo a taxa de

inducdo de haploides maior no inverno (7,37%) qaeverdo (6,11%). Os
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autores evidenciam a importancia das condicdes eantatdd na inducdo de
haploides. No estudo, a principal diferenca engecstacées avaliadas foi a
temperatura, entretanto, os autores enfatizam ajoees como precipitacdo e
umidade relativa do ar ndo devem ser desconsiderada

3.2 Avaliacao de haploides pela técnica de citométrde fluxo

Os haploides selecionados pelo marcador R-navagnfeubmetidos
aos protocolos de duplicacdo cromossdmica e apodids} analisados em
citometria de fluxo para a deteccdo dos haploides. haploides foram
classificados como aqueles individuos que apresanta pico caracteristico da
ploidia x nos histogramas, independente das ansosram sofrido duplicacéo
ou ndo. Por meio dessa analise foi possivel varificeficiéncia do marcador R-
navajo na selecao dos haploides.

Na analise de “deviance” foi encontrada diferesigaificativa entre os
hibridos. No agrupamento com base na distancMalelanobis entretanto, as
médias foram iguais, ou seja, a 5% de probabilidade hibridos ndo se
diferiram na taxa de haploides reais. As médiagladtvariaram de 1,58% no
gendtipo DKB 393 a 4,12% no gendtipo GNS 3032 (Teabe

Considerando as taxas de indugdo observadas resiaiga, infere-se
gue a inducdo de haploides é um fator limitante egides tropicais.
Observando o hibrido DKB 393, por exemplo, é padsperceber que a
porcentagem de inducdo por meio do marcador R-ndoifle 3,84%, enquanto
a taxa real de inducéo de haploides foi de 1,58%.



56

Tabela 4 Médias ajustadas das taxas de inducdapdeides identificados por
citometria de fluxo, oriundos do cruzamento dostrgulaibridos com
a linhagem KEMS

Hibridos Taxa de inducao (%)
GNS 3032 4,12 a
GNS 3225 2,42 a
GNS 3264 3,29 a
DKB393 158a

Média 2,85

*Médias seguidas da mesma letra pertencem ao megmpamento, com base na
distancia devlahalanobis com ponto de corte a 5% de probabilidade.

Por meio dos resultados obtidos foi possivel arifique além do
marcador morfolégico R-navajo, outros marcadoresipam ser utilizados. Isso
€ observado quando se compara as médias de inded#ploides identificados
pelo marcador R-navajo e pela técnica de citometgafluxo. E possivel
perceber uma taxa de erro de 5, 65%, uma vez quedia dos haploides
identificados pelo R-navajo foi 8,50% enquanto adimédos haploides
identificados pela citometria de fluxo foi 2,85%este trabalho, plantulas que
apresentaram coloracdo arroxeada nas raizes e wigdorforam selecionadas
antes da duplicacdo cromossémica, em ambos oscplato entretanto, ainda
assim, falsos haploides foram selecionados e dGuui

Como o gene R- navajo apresenta expressividadévehe penetrancia
incompleta (BELICUAS et al., 2007), o marcador fiédmece uma indicacéo
precisa das sementes, e isso faz com que falstcidespsejam selecionados.
Para evitar esse erro, € recomendavel analisgpazaseas sementes haploides
apods a colheita, uma vez que a etapa de secagemuger coloracdo mais
escura no embrido, contribuindo para uma selegadade haploides (PRIGGE
et al., 2011).
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Couto et al. (2013) avaliando a identificacdo dpldides por meio de
citometria de fluxo e marcadores de DNA verificargne de um total de 1429
sementes colhidas, 397 foram selecionadas comadvpizsshaploides pelo
sistema morfolégico do gene R1-nj. Porém, deste endnsomente quatro
plantas foram identificadas como verdadeiros hdpkpela citometria de fluxo.
Em cruzamentos do hibrido Chuandanl3 com a linhaigelatora Stock6,
foram identificados 303 provaveis haploides (corsebao marcador R-navajo).
Ap6s a andlise citologica, verificaram que, das 8é@ientes que germinaram
somente 71 apresentavam n=10 cromossomos (TANG, &089, citado por
PIERRE et al., 2009).

Os haploides também foram identificados no campant&®s haploides
apresentaram caracteristicas tais como, desenwitinatrasado em relagdo as
outras plantas, baixo vigor, folhas verdes maisaslgpenddo de menor tamanho
guando comparado com plantas diploides e infeatiéd Além disso, foi
observado que alguns individuos haploides apresentapendao fértil,
entretanto, ndo havia sincronismo com o desenvelvimdo estilo-estigma, ou
ainda, o estilo-estigma ndo desenvolveu (Figur&8uto et al. (2012) também
observaram que plantas haploides, detectadas eometita de fluxo,

apresentaram porte menor, quando comparados cavidinas diploides.
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Figura 3 Planta haploide no campo (identificado)

Marcadores morfoldgicos, como por exemplo, colavad@ caule, torna
possivel a remocao de plantasda fracdo dos possiveis haploides em estadios
iniciais em casa de vegetacao e campo. A preseagaéacia de ligula também
€ um marcador que pode ser utilizado, ja que hdgdosao caracterizados por
ndo terem ligula nem auricula, além de possuirdémdorerticais envolvendo o
caule (PRIGGE et al., 2012). Essas caracteristieagetanto dependem do
germoplasma que foi utilizado como fémea para ecem e se expressarem, e
possibilitarem a remocao dos haploides. Neste llvapas hibridos utilizados
como fémea ndo possuiam 0s genes para essas ristiaate impossibilitando
essa remogao.

Em estadios adultos, ainda é possivel diferen@altoides de plantas
diploides por meio da morfologia e vigor (ROBER; RIOILLO; GEIGER,
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2005). Ambos os métodos adicionais para selecabagdoides podem ser

empregados ap0s o procedimento de duplicacédo cedmaisa artificial.

3.3 Duplicacao cromoss6mica de linhagens haploides

Nesta analise foram considerados os totais de gdaduplicadas
submetidas aos protocolos 1 e 2, e que sobrevivératapa de duplicacdo
cromossdmica e ainda, que foram analisadas por daetécnica de citometria
de fluxo. Dessa forma, considerou- se, nessa andks plantas duplicadas,
plantas de diferentes ploidias, que vao desdeddgdiuos haploides duplicados,
até os diploides duplicados.

Assim, a andlise de duplicagdo cromossdmica perngitimparar a
eficiéncia dos protocolos na duplicacdo de plastidamo também a eficiéncia
dos mesmos na duplicagdo dos individuos haploitesybtencéo dos duplo-
haploides.

Na analise de “deviance” da taxa do total de ptamaplicadas, os
protocolos diferiram significamente entre si, corntembém as geracfes
(Tabela 5).

Tabela 5 Resumo da analise de “deviance” da taxatdbde plantas duplicadas
nos protocolos 1 e 2 pelo total de plantas em @igeflizada a
citometria de fluxo

FV GL “DEVIANCE”
Hibridos 3 3,06
Geracgao 1 10,52*
Protocolo 1 19,31*
Prot:Hibr 3 2,19

* Diferencas significativas, pelo tesi2, com probabilidade de 0,05
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As médias ajustadas obtidas pela andlise de “des/iada taxa de
duplicacdo cromossdbmica nas geracdes foram de %18 geracdo F1 e
65,67% na geracdo F2. Quanto a analise de duplicagimossémica nos
protocolos, para o protocolo 2, foram observadamai®ores taxas de plantas
duplicadas quando comparadas as observadas naqootb, sendo para o
protocolo 2 de 69,33%, e no protocolo 1 de 51,32%.

Como pode-se perceber, os valores de duplicagioossdmica foram
altos. E necessario enfatizar que o valor altoanastlise, ocorreu, pois uma
selecdo de plantas ja havia sido realizada amesneio da citometria de fluxo.
Assim, as andlises foram realizadas considerandmtal de plantas que
sobreviveram & etapa de duplicacdo, e que foratisadas em citometria de
fluxo, e ndo considerando o total de plantas irsame foram submetidas aos
protocolos de duplicagdo. Ou seja, as analisesfoealizadas em um total de
sementes menor que o total de sementes que ingiamtrabalho. Dessa
maneira os resultados foram superestimados desigoucas sementes.

Os hibridos ndo diferiram significamente entre sargo a taxa de
plantas duplicadas. As médias variaram de 45,70% @aendtipo GNS 3264 a
55,64% para o gendtipo GNS 3225 (Tabela 7).

Tabela 7 Médias ajustadas do total de plantas ahgads pelo total de plantas
em que foi realizada citometria de fluxo, dos quétbridos cruzados
com a linhagem KEMS

Hibridos Média
3032 51,32 a
3225 55,64 a
3264 45,70 a

DKB393 51,86 a

*Médias seguidas da mesma letra pertencem ao megmpamento, com base na
distancia devlahalanobis com ponto de corte a 5% de probabilidade.
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Dang et al. (2012) observaram taxas de 28% a 54%pldetas
duplicadas. Battistelli (2012), por sua vez, obtemaiores porcentagens de
plantas duplicadas, de 59,1% a 80%. Choe et al2j2@uplicaram sementes de
milho haploide selecionadas pelo marcador R-nal@itASE; NANDA,1965).

O protocolo de duplicacédo utilizado por esses astfoi 0 mesmo de Eder e
Chalyk (2002) e as porcentagens de plantas dupkcaariaram de 5% a 57,1 %
nos genotipos avaliados.

Vanous (2011), estudando duplicacdo cromossémicaddenentes
gendtipos e utilizando diferentes solucdes antiimoéd, obteve 46,71% de
duplicacdo quando submeteu plantulas com coleéptitwtados a colchicina.
Utilizando apenas agua, e cortando as radiculapldatulas, o mesmo autor
obteve 55,31%. Valores menores de duplicacdoctai® de 0% a 28, 57%,
foram obtidos quando o autor utilizou herbicidagdoplicacdo cromossdmica.

Neste trabalho, os coledptilos das plantulas néamfaortados, antes de
serem submetidos ao protocolol, e o que se obsdovaun valor superior
(51,32%) ao encontrado por Vanous (2011).

Os protocolos utilizados, por serem bem divergemessibilitaram que
fossem realizadas inumeras comparagbes. O protodolgossui uma
metodologia mais pratica, e é parecido com o denllieg, Rober e Geiger
(1997), diferindo apenas na concentracdo de cahzhidNesse protocolo, as
plantulas apés a germinacao, sdo submetidas aésotle; duplicacéo, e entéo,
lavadas, plantadas em substrato e levadas paraeasgetacdo. O protocolo 2,
por sua vez, possui uma metodologia mais trabajhuoma vez que sao
necessarios sete dias, até que a planta cresé@ierge para que as suas raizes
sejam submetidas a solucé@o de duplicacdo. Aléno,digsds atingir o tamanho
ideal, as plantas precisam ser retiradas das l@mddavadas com agua, para a
retirada da areia e vermiculita que ficam agarrats raizes. Essa etapa é

trabalhosa e exige cautela do pesquisador paraagueaizes nao sejam
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destruidas antes da etapa de duplicagdo. E impsrtambém limpar bem as
raizes, uma vez que a areia e vermiculita, quenfie@arradas nas raizes,
dificultam a entrada da colchicina nas plantas.

Os protocolos utilizados foram eficientes na diggéo cromossdmica
das plantas, entretanto, o objetivo principal nestsquisa foi obter haploides
duplicados, com o objetivo de obter linhagens dinglploides. Desse modo,
foram realizadas andlises estatisticas em plaaasities que foram duplicadas.
Na analise do nimero de haploides duplicados, alattr total de haploides
identificados pela citometria de fluxo, houve difegas significativas nos
protocolos e também nas geracfes (Tabela 8). Ataméjlistadas obtidas pela
analise de “deviance” da taxa de haploides duptisadelo total de haploides
identificados na citometria de fluxo, foram de B%9na geragéo F1 e 64,61%

na geragéo F2.

Tabela 8 Resumo da analise de “deviance” da taxtuple-haploides pelo total
de haploides, identificados por citometria de fluxo

FV GL “DEVIANCE”
Hibridos 3 2,24
Geracgao 1 5,46*
Protocolo 1 6,60*
Prot:Hibr 3 1,45

* Diferencas significativas, pelo tesi2, com probabilidade de 0,05

O protocolo 2, também nesta analise de duplicafcianelhor que o
protocolo 1. Na taxa de duplicacdo de haploidesotopolo 2 apresentou média
de 65,94%, valor superior ao encontrado no protodgl cuja média foi de
50,97%. Isso indica que apesar de possuir meto@dolowis trabalhosa, o
protocolo 2 é mais eficiente na duplicagdo de hdptoe obtencdo de linhagens

duplo-haploides.
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Os hibridos utilizados ndo apresentaram diferesigadficativas quanto
a duplicacdo de haploides, variando de 44,70% madioi DKB 393 a 56,33%
no hibrido GNS 3225 (Tabela 9).

Tabela 9 Porcentagens médias ajustadas de hapthigksados, analisados em
citometria de fluxo, dos quatro hibridos cruzadosmca linhagem

KEMS
Hibridos Média
GNS 3032 50,96 a
GNS 3225 56,33 a
GNS 3264 50,09 a
DKB 393 44,70 a

*Médias seguidas da mesma letra pertencem ao megmpamento, com base na
distancia devlahalanobis com ponto de corte a 5% de probabilidade.

Battistelli (2012) ao avaliar a taxa de duplo-haj#e obtidos pelo total
de haploides detectados em citometria de fluxovebtiiferencas significativas
entre as geracfes F1 e F2 dos hibridos 30F53, INBTDEGNS 2004 cruzados
com a linhagem KEMS. As taxas de duplicacdo dosidu® avaliados pelo
autor variaram de 59,1% a 80%, sendo maiores quebasrvadas neste
trabalho. Nos hibridos 30F53 e GNS 2004, por exengs taxas de duplicagcéo
foram maiores na geracdo F1, enquanto no hibridBENST, foi observada
uma taxa maior de duplicacdo na geracdo F2. Essedtados obtidos pelo
autor indicam a influéncia do genétipo sobre a thxaduplicacgéo.

E importante enfatizar que os resultados de citgaebnstataram o
sucesso da duplicacdo cromossOmica nas céluladicsamda planta (folha), o
gue ndo garante que a mesma seja fértil e procumardes. Uma maneira de
aferir a fertilidade do penddo é estimar a porgmta de plantas que
produziram pélen e consequentemente, estimar atidade de sementes

colhidas de plantas haploides duplicadas.
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3.4 Porcentagens de plantas duplicadas autofecundzsl

A eficiéncia da duplicacdo cromossémica pode setfimoada no
campo por meio de analises relacionadas a pore@ntage plantas
autofecundadas e principalmente a quantidade derdemproduzidas. O que as
empresas buscam em seus programas de melhorameat@béencdo das
sementes duplo-haploides. Dessa forma, foram eadfis as quantidades de
sementes colhidas em cada protocolo e a quantidadsementes duplo-
haploides.

Pela andlise de “deviance” houve diferencas saatifas em relacdo ao
total de plantas duplicadas que foram autofecurdpdea hibridos e protocolos

(Tabela 10).

Tabela 10 Resumo da analise de “deviance” do tietgllantas duplicadas que
foram autofecundadas no campo

FV GL “DEVIANCE”
Hibridos 3 13,30*
Geragao 1 0,3903
Protocolo 1 53,43*
Prot:Hibr 3 4,83

* Diferencas significativas, pelo tesg{2, com probabilidade de 0,05

Para o protocolo 2, observou-se média de 65,19%ot de plantas
autofecundadas, enquanto no protocolo 1,obteveésiarde 30,89%. E possivel
verificar que a eficiéncia da duplicacdo vai matém da resposta dos hibridos
a colchicina, como também das analises realizaglascfiometria de fluxo. Para
0 protocolo 1, com média de 51,32% em relacdo astad duplicadas,
analisadas em citometria de fluxo, verifica-se mongo média de apenas

30,89% de plantas autofecundadas. Assim como ®#iti2012) é importante
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enfatizar que os resultados de duplicacdo cromasadnpela técnica de
citometria de fluxo, sédo avaliados apenas nasasghdmaticas das folhas. Desse
modo, uma planta detectada como duplicada na ditamgée fluxo, ndo ird
obrigatoriamente produzir pdélen fértii e semenfds. campo foi observado
menor vigor e atraso no desenvolvimento de plahtgdoides duplicadas,
guando comparados com as plantas que néo foramcatige (Figura 4).

Figura 4 Atraso de desenvolvimento
de planta duplo-haploide. A seta
indica o individuo duplo-haploide. O

retangulo evidencia o]

desenvolvimento de penddo de um
individuo diploide
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Pelo teste de “deviance” foram observadas difa®rgignificativas
guanto aos hibridos utilizados. No entanto, no @mento com base na
distancia deMahalanobis os hibridos ndo se diferiram quanto as suas média
(Tabela 11). Apesar disso, ha uma diferenca corisideentre o hibrido GNS
3225, cuja média foi de 32,16% e o hibrido GNS 326i{a média foi de
16,06%.

Tabela 11 Porcentagens médias ajustadas do totgblasdas que foram
autofecundadas no campo

Hibridos Média
GNS 3032 30,89 a
GNS 3225 32,16 a
GNS 3264 16,06 a
DKB 393 23,04 a

*Médias seguidas da mesma letra pertencem ao megrapamento, com base na
distancia devlahalanobis com ponto de corte a 5% de probabilidade.

Esses valores, mesmo pertencendo ao mesmo agrupagwn base na
distancia deMahalanobis apresentaram diferencas praticas, na conducdo do
experimento em campo. Plantas do hibrido GNS 324, exemplo,
apresentaram menor vigor e desenvolvimento, combéen atraso na formacao
de pendado e liberacdo do estilo-estigma, quandgpa@do com 0s outros
hibridos.

Eder e Chalyk (2002), ao compararem os protocomsduplicacdo
propostos por Deimling, Rober e Geiger (1997) eirdah et al. (1996),
obtiveram 39% e 30,5% de plantas haploides quenfatofecundadas. Dessas
plantas autofecundadas, 27,3% dos haploides praduzsementes quando
submetidos ao protocolo de Deimling, Rober e Ge{d®97) e 11,9% das
plantas apresentaram atrasos na formacéo de estidpra, ndo possibilitando a

autofecundacéo.
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Para realizar a autofecundacdo de plantas com pétginforam feitos
cortes nas espigas que ainda possuiam o estifpresiprotegidos dentro das
bonecas. O corte das espigas possibilitou a emidsdestilo-estigmas e a
autofecundacéo das plantas. E importante enfajigaa maioria das plantas que
produziu muito pélen ndo possuia estilo-estigmapteo, ou apresentavam
desenvolvimento tardio de espigas. E importaniersal que isso foi verificado
principalmente no protocolo 1.

As analises em citometria de fluxo permitiram dosse realizado o
rastreamento das plantas haploides duplicadas mpa;ae assim foi possivel
analisar quais tiveram penddes férteis e foramfecuodadas. Pela analise de
“deviance” observa-se diferencas significativageeiats geracdes dos hibridos
utilizados (Tabela 12).

Tabela 12 Resumo da analise de “deviance” do dethlaploides duplicados que
foram autofecundados no campo

FV GL “DEVIANCE”
Hibridos 3 6,68
Geragao 1 4,39*

Protocolo 1 2,97
Prot:Hibr 3 3,96

* Diferencas significativas, pelo tesg{2, com probabilidade de 0,05

As médias ajustadas obtidas pela andlise de “des/iada taxa de
duplo-haploides autofecundados foram de 16,04%emacgo F1 e 9,72% na
geracao F2.

Das plantas que estavam no campo, foi observadplgotas haploides,
nao duplicadas, detectadas pela citometria de ,flppaduziram pélen e foram
autofecundadas. Do total de plantas no campo, aenasido os quatro hibridos

avaliados neste trabalho os haploides que produozi@en corresponderam a
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3,91%, considerando os dois protocolos. Foi vexdfic que no protocolo 1
foram autofecundadas mais plantas haploides guymeatocolo 2. Entretanto, da
porcentagem total de haploides autofecundadosnfomhidas duas espigas no
protocolo 2 enquanto no protocolo 1 ndo foram dalbisementes. Battistelli
(2012) observou 10% de plantas haploides com péféneis. Algumas
possibilidades podem explicar esse fato, tais conexido da planta do qual foi
retirada a amostra para a realizacdo da analiseitdeetria de fluxo que
apresentava apenas células haploides, porém,udascptecursoras dos gametas
foram duplicadas ou, entdo, sdo plantas haploidehoaférteis (CHASE, 1974;
GEIGER; SCHONLEBEN, 2011).

Geiger e Schonleben (2011), avaliando plantas limsdade diferentes
fontes de germoplasma, constataram a ocorréncigrifes plantas produzindo
polen viavel. Dessa forma, concluiram que, a lopgazo, os melhoristas
poderéo aperfeicoar a capacidade de plantas hapldie produzirem penddes
férteis, permitindo eliminar o processo de dupkeaartificial de cromossomos
utilizando colchicina.

3.5 Quantidades de sementes obtidas de plantas depldas

Como dito anteriormente, a etapa de autofecundalzo plantas
duplicadas, e posteriormente, a quantidade de demeoolhidas, séo
importantes em experimentos que visam obtencaoudm-thaploides. Assim,
andlises das quantidades de sementes colhidag&gssarias.

No resumo da analise de “deviance” da quantidadsnhentes colhidas
de plantas duplicadas autofecundadas, nédo foranenaukas diferencas

significativas entre as fontes de variacdo avatig@iabela 13).
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Tabela 13 Resumo da analise de “deviance” da gqlaaigide sementes colhidas
de plantas duplicadas autofecundadas

FV GL DEVIANCE
Hibridos 3 0,05
Geracgéo 1 2,31

Protocolo 1 0,94
Prot:Hibr 3 1,37

Mesmo sem diferencas significativas, as porcentmageédias das
quantidades de sementes colhidas de plantas digdicautofecundadas,
variaram de 50,47% no hibrido GNS 3032 a 60,30%hitoido GNS 3264
(Tabela 14).

Tabela 14 Porcentagens médias ajustadas das qaedide sementes colhidas
de plantas duplicadas autofecundadas

Hibridos Média
GNS 3032 50,47 a
GNS 3225 59,29 a
GNS 3264 60,30 a
DKB 393 60,02 a

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

Neste trabalho, todas as sementes produzidas focathidas,
independente das espigas serem provenientes deaglaanfirmadas como
diploides ou diploides duplicados na citometria fllexo. Por meio dessas
sementes, que inicialmente ndo sdo de interesse mabalho, sera possivel
verificar em etapas posteriores a eficiéncia dostopplos de duplicacdo
cromossbmica testados. A eficiéncia serd analiardaés do desenvolvimento

dessas plantas e verificacdo de anormalidades.
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As quantidades de espigas colhidas neste expdadmgodem ser
visualizadas na Tabela 15. E possivel perceber rquerotocolo 2 foram
colhidas mais sementes que no protocolo 1. Essejdaeta esperado, uma vez
gue nas analises estatisticas de autofecundacdmlatdas duplicadas,

apresentadas anteriormente, o protocolo 2 foi sup&o protocolo 1.

Tabela 15 Quantidades de espigas colhidas no caapps,autofecundacédo das
plantas duplicadas

Quantidades de espigas colhidas

Hibridos Protocolo 1 Protocolo 2
GNS 3225 4 21
GNS 3032 4 14
GNS 3264 3 18
DKB 393 7 11

Total 18 64

E interessante notar como a tecnologia duplo-hd@loapesar de
vantajosa, oferece um saldo final de sementes dadhbem menores que a
guantidade de sementes que foram usadas no in&ste drabalho. Do
cruzamento dos quatro hibridos com a linhagem KEMIBM colhidas 15314
sementes das quais apenas 1086 foram selecionaltasnprcador R-navajo.
Desse total de sementes selecionadas que foranicatlgd, apenas 537
sobreviveram no campo, e entéo, na etapa finanfaolhidas 82 espigas.

As quantidades de espigas colhidas, apresentaddsbeta 15 séo
provenientes de plantas duplicadas de ploidiasdasi Assim, como o objetivo
principal da tecnologia duplo-haploide e obter see® duplo-haploides, foram
analisadas as quantidades de espigas de plantishdgtoides colhidas. Do
total de 82 espigas colhidas, 25 séo de linhageple-dhaploides (Tabela 16). O

protocolo 2, mais uma vez, foi superior ao protocd nessa analise,
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apresentando maior nimero de espigas duplo-haplaiddidas. Os hibridos
variaram nas quantidades de espigas colhidas.

Tabela 16 Quantidades de espigas colhidas de pldnfdo-haploides,
submetidas anteriormente a dois protocolos de cagéb

Quantidades de espigas de duplo-haploides

Hibridos Protocolo 1 Protocolo 2
GNS 3225 1 6
GNS 3032 2 5
GNS 3264 1 2
DKB 393 6 2
Total 10 15

Sao escassas informacdes a cerca da quantidasknstes colhidas
em experimentos envolvendo a tecnologia duplo-idgdy e as empresas
privadas optam por ndo publicar essas informag&edinhagens obtidas serédo
utilizadas em experimentos posteriores para sevatiadas e estudadas quanto
ao desenvolvimento e vigor.
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4 CONCLUSOES

A linhagem indutora de haploidia KEMS pode induzaploides em
clima tropical.

Ha influéncia dos hibridos na taxa de inducéo gediides, entretanto
nao ha influencia na taxa de duplicagdo cromossdduos protocolos testados.

Outros marcadores além do sistema do R-navajo degentilizados na
selecdo de sementes haploides, uma vez que howvel¢a5,65% de erro do
marcador, quando se considera os haploides dedsataccitometria de fluxo.

O protocolo 2 foi mais eficiente na duplicacdo opssbmica de
haploides, na porcentagem de plantas duplicadafara autofecundadas, e na
obtencéo de linhagens duplo-haploides.

Os haploides duplicados formaram pélens viaveengestes.
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CAPITULO 3

Identificac@o e caracterizagdo de haploides duplic®s por meio das
técnicas de citometria de fluxo, marcadores molecales SSR e viabilidade

polinica
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RESUMO

A tecnologia duplo-haploides tem sido utilizada dimersas empresas,
entretanto, as informagbes a cerca das metodologias duplicagdo
cromossdmica e principalmente informacdes a respdi técnicas que
confirmem a duplicacdo das células ndo sdo detadhalissim, objetivou-se
neste trabalho identificar e caracterizar haploidaplicados por meio das
técnicas de citometria de fluxo, marcadores moseesl microssatélites e
viabilidade polinica. Foram realizados cruzamergagre os hibridos (GNS
3225, GNS 3032, GNS 3264 e DKB 393) e a linhagedutora KEMS,
utilizada como doadora de pélen. As sementes gssupam embrido branco e
escutelo arroxeado, consideradas como haploidesmfoselecionadas e
submetidas a dois protocolos de duplicacdo cromusad Apds 14 dias da
etapa de duplicacdo, amostras das plantas foraetadak para serem analisadas
em citometria de fluxo. Posteriormente, as plafiesm transplantadas para o
campo, e entdo, foram coletadas amostras de f@hes analises de DNA
utilizando marcadores microssatélites. Para assasatle viabilidade polinica,
0s penddes foram coletados na antese. Foi obsexyaelaos protocolos de
duplicagdo cromossémica interferem na sobrevivédagplantas. Por meio de
citometria de fluxo foram detectadas sete difesenpdoidias: haploides,
haploides/diploides, haploides/tetraploides, halglsioctoploides, diploides,
diploides/tetraploides e diploides/octoploides. $2esiodo, a citometria de fluxo
pode ser utilizada para se obter mais informacg@sspesquisas, uma vez que
permitiu que haploides duplicados fossem identifiica Os marcadores
microssatélites foram eficientes na confirmagé@dheeanca gimnogenética da
linhagem KEMS, como também na identificacdo dastpfaduplo-haploides. A
viabilidade polinica € uma técnica complementartamretria de fluxo, que
permite analisar pélens viaveis.

Palavras-chave: Duplo-haploideZea Mays Duplicagdo cromossémica.
Citometria de fluxo.
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ABSTRACT

The double haploid technology has been used byyntampanies,
however the information about the methods of chmmonme doubling and
especially the information regarding techniquesaafirm the duplication of
cells are not detailed. Thus, the aim of this stwdyg to identify and characterize
haploid duplicated by the techniques of flow cyttrpmemicrosatellite markers
and pollen viability. Crosses between hybrids (GBER5, GNS 3032, GNS
3264 DKB and 393) and the inducer line KEMS usecpalken donor were
performed. The seeds with white embryo and perigaugplish, considered
haploid, were selected and were subjected to tvadopols of chromosome
doubling. After 14 days of the duplication, sampbéshe plants were collected
for analysis in flow cytometry. Subsequently, thanps were transplanted to the
field, and then collected leaf samples for DNA &sisl through by microsatellite
markers.For the analysis of pollen viability, thesdels were collected at
anthesis. It was observed that the protocols afrabsome doubling interfere in
the plant survival. By means of flow cytometry waetected seven different
Ploidies: haploid, haploid / diploid, haploid /ragtloid, haploid / octoploides,
diploid, diploid / tetraploid and diploid / octojdtes. Thereby flow cytometry
can be used to obtain more information on researclit allowed duplicated
haploids to be identified. Microsatellite markersrev efficient in confirming the
inheritance of KEMS lineage, as well as the idesdifon of double-haploid
plants. Pollen viability is a complementary techi@do flow cytometry, which
allows analyzing pollen viable.

Keywords: Double-haploidZea MaysChromosome doubling. Flow citometry.
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1 INTRODUCAO

O sucesso de um programa de melhoramento na pdigcéibridos
comerciais de milho envolve a obtencéo de linhagewgamicas. Para obter
milho hibrido é necessario inicialmente o cruzamel® duas ou mais linhagens
homozigotas. Com essa finalidade, varias tecndodgaobtencéo de linhagens
elites tém sido empregadas, tais como autofecusdasdcessivas, selecéo
recorrente, retrocruzamento e mais recentementecrlogia de haploides
duplicados, ou duplo-haploides.

Na obtencdo de linhagens duplo-haploides em milhaeéessaria
inicialmente a obtencdo de sementes haploidessEgsaentes sdo induzidas
por linhagens indutoras de haploidia (COE, 1959RKECLE, 1973; ROBER;
GORDILLO; GEIGER, 2005; ROTARENCO et al., 2010).

Varios autores tém utilizado a duplicacdo cromoss@&rem sementes
haploides de milho, tendo obtido porcentagens weisade sementes duplicadas
(CHALYK 2000; DEIMLING; ROBER; GEIGER, 1997; GAYENt al., 1994;
ZABIROVA et al.,, 1996). No entanto, informacdes w&g a respeito de
técnicas laboratoriais que confirmem e identifiqueeduplicacdo cromossdmica
sdo ainda escassas. Na tecnologia dos duplo-haplaictitometria de fluxo é
uma metodologia que tem se destacado devido aididd e rapidez na
preparacdo das amostras e obtencdo dos resulta@REIRO; SANTOS,
2004).

Pelo fato de avaliar o contelido de DNA e conseguegnite, o nivel de
ploidia, a técnica possibilita analises de indugédaploides, como também de
duplicagdo cromossdmica (COUTO et al., 2013; DAN@I.e2012).

Outra ferramenta utilizada na identificacdo de didps e duplo-
haploides sdo os marcadores moleculares micragsstéPor possuirem a
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caracteristica de codominéncia e estabilidade,ilplisen a separacdo dos
individuos homozigotos dos heterozigotos, postalniio estudos de heranca
genética e introgressédo de genes (BELICUAS e2@Qy; COUTO et al., 2013;

LI et al., 2009).

Estudos de viabilidade polinica também sdo imptetaem pesquisas
gue envolvem haploides duplicados, uma vez que apdsiuplicacdo
cromossdmica sdo realizadas autofecundagfes enocamp

Considerando o exposto, objetivou-se neste trabattentificar e
caracterizar haploides duplicados por meio dasdasrde citometria de fluxo,

marcadores moleculares microssatélites e viabgigedinica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Germoplasmas avaliados

Os experimentos foram realizados no DepartamentAgiieultura da
Universidade Federal de Lavras, no municipio dedasvMG. Quatro hibridos
(DKB393, GNS 3225, GNS 364, GNS 3032) foram cruzactum o indutor de
haploidia KEMS (SHATSKAYA et al., 1994). A linhageimdutora KEMS, que
carrega alelos do sistema R-navajo (R1-nj), fdizatila como doadora de pdlen.
As sementes que possuiam embrido branco e end@spesro foram
selecionadas e classificadas como provaveis haglo{CHASE; NANDA,
1965).

2.2 Duplicacéo cromossdmica

As sementes cujo embrido era branco e o endospamrnexo foram
submetidas a dois diferentes protocolos de dugdixagromossdmica. No
primeiro protocolo, proposto por Prasanna, Chailk@anvahuku (2012), as
plantulas foram submetidas a solugdo com 0,04% alighicina e 0,5% de
DMSO, por 12 horas, no escuro, a 20°C. No segundimqwlo, raizes foram
imersas em solucdo de colchicina 0,1%, dimetilgidid 0,1% (DMSO) e
Tween 20 a 0,1%, e mantidas por 6 horas em presEn@a em temperatura
ambiente, média de 22°C, de acordo com Paul Nédadlos n&o publicados).
Ap6s o tratamento com colchicina, as plantulas em@ntes de ambos os
protocolos de duplicacdo foram transferidas par@asa de vegetacdo e

permaneceram em ambiente controlado por 20 dias.
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Os protocolos utilizados neste trabalho serdo posteente designados
de protocolo 1, para o primeiro testado e proto2ojmara o segundo.

2.3 Sobrevivéncia de plantas

As porcentagens de plantas sobreviventes aposgasate duplicacéo e
casa de vegetacdo foram calculadas e apresentpdasoano uma observacgéo.
As porcentagens foram calculadas para os dois quios Apos a etapa de
duplicacdo cromossémica foi verificada a morte Ideraas plantas em casa de
vegetacdo. Apoés a etapa de casa de vegetacad@naasploram transplantadas
para ambiente protegido, com cobertura de lonatiggadransparente nas
dependéncias da empresa HortiAgro, localizada nuiaipio de ljaci, MG. No
campo, apds 15 dias, verificou-se que muitas améo resistiram a

modificacdo do ambiente, e morreram.

2.4 Citometria de fluxo

As plantulas submetidas aos protocolos de duplicatdmossdémica
foram avaliadas pela técnica de citometria de flli#odias apds o tratamento
com colchicina.

A estimativa da quantidade de DNA foi obtida a ipat¢ tecido foliar
dos genitores e dos descendentes provenientes dgszamento, que
sobreviveram a duplicagcdo cromossOmica. Assim, stoda plantas que
sobreviveram a duplicacdo cromossdmica de ambogrowcolos, foram
analisadas, a fim de avaliar e identificar as [éaidprovenientes das
duplicaces.

Para cada amostra, utilizou-se, aproximadament802@g de folhas
jovens do individuo avaliado. A espédiieia faba(quantidade de DNA de 26,9

pg/2C) foi utilizada como padrédo externo de refei@nAs amostras foram
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trituradas em placa de Petri contendo 1 mL de tamy#01 gelado para a
obtencdo da suspensdo nuclear (DOLEZEL, 1997),ah doram adicionados
2,5uL de RNase e corada com 25 L de iodeto de progideng mLY). Para
cada amostra foram analisados no minimo 10 milewdcl Os histogramas
foram obtidos no citbmetro de fluéacsCalibur (Becton Dickinsoncom o
programaCell Quest(Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA)
analisados pelos softwares WinMDI 2.8 (2009).

2.5 Marcadores Microssatélites

Apés aclimatacdo em casa de vegetacado, pés-dupdicapmossémica
e apobs analises em citometria de fluxo, as plantamdas de ambos os
protocolos de duplicagcdo cromossémica foram tramsatlas para ambiente
protegido, com cobertura de lona plastica transpareas dependéncias da
empresa HortiAgro, localizada no municipio de lja@dG. Todas as plantas
foram identificadas para que houvesse o rastreant® individuos por meio
dos resultados obtidos anteriormente na técnicitaimetria de fluxo.

Para as analises utilizando-se de SSR foram caketahostras foliares
de individuos haploides, duplo-haploides e diplside campo, como também
amostras dos genitores (a linhagem indutora KEM&® quatro hibridos -
DKB393, GNS3225, GNS364 e GNS3032). A extracdadalizada de acordo
com Doyle e Doyle (1997). Apds o precipitado sease, foi diluido com 54L
de &gua ultrapura com AL de RNAse (10mg mL-1), mantendo-se a
temperatura de 37 °C por 1 hora. O DNA foi quasaiio em espectrofotbmetro
GE Nanovue.

Para este estudo, foram utilizados 80 paregrideer SSR aleatérios ja
utilizados em trabalhos com a cultura do milho.aParrevelagdo dos géis

utilizou-se o método de coloracdo com nitrato dggrApos a verificagdo do



85

polimorfismo nos genitores, dgisimersconsiderados polimdrficos (BNLG238
e 1233) foram usados para detectar os haploidasogeméticos e caracterizar
os duplo-haploides detectados na citometria d@flux

As reacdes de PCR consistiram de 20 ng de DNAu0/5de cada
primer, 100 uM de cada dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,6),rBM KCI, 2 mM
MgCl, e 1 U da enzima Taq polimerase, em um volume te#aP5 pL. As
amplificacdes utilizadas foram realizadas de acamm a programacéo: uma
etapa de desnaturacdo inicial a°@4por 3 minutos, seguida por dez ciclos a 94
°C por 20 segundos, 6%& por 30 segundos e P2 por 20 segundos, com a
reducdo da temperatura de anelamento®@ & cada ciclo até atingir 5€,
seguidos por mais 20 ciclos com a temperatura diamento a 56C e uma
etapa final a 72C por 5 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados emdegatrilamida 10%

por eletroforese a 110 V por 90 minutos.

2.6 Analise de viabilidade polinica

No campo, foram coletadas amostras para andliseviakdlidade
polinica. A viabilidade polinica foi realizada paverificar a fertilidade dos
gréos de pélen das ploidias haploides, haploidpadillos ou duplo-haploides,
diploides e diploides duplicados ou tetraploidestedtados anteriormente pela
técnica de citometria de fluxo. E importante rdssajue apenas o protocolo 1
foi avaliado nessa analise.

A coleta dos gréos de poélen foi realizada durargetese, as 9 horas da
manha. Ainda no campo, os gréos de pélen forarddix@am solugcadGarnoy (3
partes de alcool etilico 99% : 1 parte de aciddiexglacial) e mantidos a uma

temperatura de —20 °C, até a confeccao das laminas.
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A andlise da viabilidade dos graos de pélen foiresta pela coloracdo
dos mesmos por dois testes colorimétricos, usarmwamte carmim propidnico
e Alexander. Ao utilizar o carmim propidnico forazonsiderados viaveis os
gréos de polen que apresentaram coloracao vermétivéaveis aqueles que nao
apresentaram coloracdo. O corante de Alexandeas@ tle verde malaquita e
fucsina acida, cora de verde os graos de poéleaveis (graos abortados) e de
vermelho, os viaveis (grados nao abortados).

Foram avaliadas 10 laminas por ploidia e 100 gd&gsblen por lamina,
em cada corante utilizado. As fotomicrografias s de pdélen foram feitas
em microscépio Nikon por meio de captura de imagems camera FDX 35
ligada a um microcomputador.

Com os dados de viabilidade polinica foi realizadalise de variancia
seguida de teste de Scott e Knott (p<0,05), cors dbardagens: considerando

as variacOes entre genétipos e entre corantesodiwgrgendotipos.



87

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sobrevivéncia de plantas ap6s duplicacao cronsdsnica

As porcentagens de sobrevivéncia das plantas ap@kipicacao
cromossbémica estdo representadas na Tabela 1.

O hibrido DKB 393 apresentou a maior porcentagensateevivéncia
entre os quatro hibridos, tanto no primeiro promammo no segundo. As
menores porcentagens de sobrevivéncia foram olusrvaara o hibrido
GNS3264.

Considerando todas as sementes dos quatro hiktidogetidos aos dois
protocolos, observou-se uma média de 85,5% de\geéneia de plantas apés a
etapa de duplicacdo cromossémica. Esse valor &isu® encontrado por
Battistelli (2012), que obteve 62% de sobrevivérdgaplantas e também ao
encontrado por Dang et al. (2012), que obtivereny%5de sobrevivéncia

quando utilizaram haploides duplicados de milhosere opaco.

Tabela 1 Porcentagens de sobrevivéncia de plantametidas a duplicacédo
cromossémica artificial

Sobrevivéncia de plantas ap6s duplicacéo (%)

Hibridos Protocolo 1 Protocolo 2
GNS3225 86,5 84,9
GNS3264 82,6 84,8
GNS3032 82,8 85,1
DKB393 92,0 85,3
Média Total 85,5

No campo, as maiores porcentagens de sobrevivéneia observadas
no hibrido DKB 393, no protocolo 1, e no hibrido &/8032 no protocolo 2
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(Tabela 2). Observa-se que, no geral, para o iatdg foram observadas as
maiores porcentagens de sobrevivéncia de plantaampo que as observadas
no protocolo 2. A média geral de porcentagem dessokEncia no campo foi de
72,1%, sendo menor que a observada para a poreentég sobrevivéncia apés
duplicacdo cromossémica. As plantas que ndo salem@rn no campo, hao
suportaram as diferencas entre os ambientes, quanalm transplantadas, ja
gue antes estavam em casa de vegetacdo. Além disst;hicina influencia a
sobrevivéncia das plantas, sendo que plantas medastadas, morrem nas

etapas do processo de duplicacdo e obtencéo @gdink duplo-haploides.

Tabela 2 Porcentagens de sobrevivéncia de plaatasampo apés duplicacdo
cromossémica artificial

Sobrevivéncia de plantas no campo apds duplicagéo

Hibridos Protocolo 1 Protocolo 2
GNS3225 79,8 66,9
GNS3264 76 57,1
GNS3032 75 74,3
DKB393 86,6 60,9
Média 72,1

As plantas que sobreviveram a duplicacdo cromossdapresentaram
crescimento retardado nos primeiros dias apds #cdgfo. Além disso, era
notavel a atuacao da colchicina, pois as plantagegponderam ao antimitotico

apresentaram folhas retorcidas e algumas folhas etaaas (Figura 1).
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Figura 1 Folhas retorcidas apoés
duplicacdo cromossdmica, evidenciando
atuacéo da colchicina

Dang et al. (2012) observaram as mesmas cardici#siaas plantas que
sobreviveram a duplicacdo cromossOmica. Os autamficaram plantas anas
entre as sobreviventes, como também crescimergxmagto no primeiro estadio
de desenvolvimento e folhas retorcidas.

No campo as plantas de milho submetidas aos mlowde duplicagcéo
cromossdmica ndo apresentaram desenvolvimentoorirado. Os individuos
haploides, identificados pela técnica de citometi@a fluxo, apresentaram
crescimento lento e desenvolvimento atrasado quemihparado com os outros
individuos. No entanto, muitas plantas diploideses@gntaram tamanho e
desenvolvimento semelhantes aos individuos hapoide

Além disso, foram observadas anormalidades em agystantas, tais
como desenvolvimento de estilo-estigma no pendigui® 2) e até mesmo

mutacdo, tal como manchas amarelas em todas aasfala planta. Essas
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manchas foram observadas em apenas duas plantasladeaquelas que foram
submetidas aos protocolos de duplicacdo. Estasctedsticas que surgem
devido a atuacdo da colchicina nas plantas permifgenseja realizada uma
selecdo visual no campo, descartando as anormaisexigerimentos. Esta
selecdo facilitada indica ao pesquisador quaidgdasievem ser autofecundadas,

e ainda, quais poderdo formar sementes.

Figura 2 Formacao de estilo-estigma no
pendéo

Esses resultados corroboram com os obtidos parsoatrtores. Couto et
al. (2012) observaram que plantas haploides, @etastem citometria de fluxo,
apresentaram porte pequeno, folhas frageis e glichsano campo, além de
disposicao diferente das folhas, quando comparedesas plantas diploides.
Battistelli (2012) observou que plantas haploidesgoides/diploides possuiam
menor vigor e auséncia de pigmenta¢do de antoeiarircampo. Diferencas no

vigor das plantas também foram relatadas por Rutaré2000), que constatou
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que plantas haploides tém menor vigor, quando cradpa com plantas

diploides.

3.2 Citometria de fluxo na identificacdo e caractéracdo de plantas

duplicadas

Por meio das andlises realizadas pela técnicétataetria de fluxo foi
possivel verificar no primeiro protocolo plantasploe@de, haploide/diploide,
diploide e diploide/tetraploide e diploide/octoplei JA no segundo protocolo,
foram verificadas plantas haploide, haploide/didoi haploide/tetraploide,
haploide/octoploide, diploide, diploide/tetraploidigploide/octoploide (Tabela 3
e Figura 3). Os histogramas caracteristicos de olitgd e diploides
correspondem as plantas que nao foram duplicadaglafitas que apresentaram
mais de uma ploidia nos histogramas (mais de um @it) sdo aquelas que
foram duplicadas pela colchicina. Os duplo-hapkidibtidos sdo aquelas

plantas que apresentaram ploidias do tipo hapltijpleide.

Tabela 3 Ploidias detectadas nas plantas submedidsisdois protocolos de
duplicac@o cromossdmica e porcentagens de plantas

Porcentagens de plantas

Ploidias detectadas

Protocolo 1 Protocolo 2

Haploides 33,64 12,06

Haploides/Diploides 41,97 20,63
Haploides/Tetraploides 0 5,39
Haploides/Octolploides 0 1,58
Diploides 10,49 13,65
Diploides/Tetraploides 13,58 6,66
Diploides/Octoploides 0,3 8,57
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No protocolo 2 observa-se que foram detectadasligso que néo
foram observadas no protocolo 1. Na Tabela 3 éymlsserificar que ambos os
protocolos foram eficientes na duplicacdo cromoss®mporém, com o
protocolo 1 foram obtidas 41,97% de plantas duploldides (haploide/
diploide), enquanto no protocolo 2 foram obtidperas 20,63%. E importante
discutir aqui as porcentagens de plantas haploaleduplo-haploides nos
protocolos 1 e 2. O maior valor observado de hdpkie duplo-haploides no
protocolo 1 é devido principalmente a amostrages stamentes selecionadas
inicialmente por meio do marcador R-navajo. Como sasnentes foram
divididas para serem submetidas aos protocolosigkce¢édo cromossémica, e
essa divisdo é apenas visual, o protocolo 1 apgmsemis sementes haploides
que o protocolo 2, apresentando dessa forma maimeptagem de plantas
haploides e duplo-haploides. Todas as ploidias cthetes, em ambos os
protocolos, foram caracterizadas por meio da coagdar;, nos histogramas, dos
picos das plantas duplicadas com os picos dosdbgrijenitores, diploides,
(GNS 3032, GNS 3225, GNS 3264 e DKB 393) que n&anfoduplicados, e
também pelo pico do padrédo externo utilizadicja faba(Figura 3A).

A técnica de citometria de fluxo tem sido utiliaagm diversas
pesquisas com inducdo de haploides, tantdtro quantoin vivo, como também
em experimentos envolvendo duplicagcdo cromossoéanitificial. Couto et al.
(2012) identificaram haploides androgenéticos peronde citdbmetro de fluxo.
Por meio do cruzamento da linhagem W23 e o hibR86F90, os autores
selecionaram 397 sementes haploides por meio dcad@r R-navajo, e
detectaram apenas quatro plantas haploides. Qmytastas desses individuos
haploides possuiam apenas um pico G1 seguido da3dcconforme detectado
neste trabalho (Figura 3B). Battistelli (2012)imtili a citometria de fluxo para
detectar haploides duplicados pelo protocolo demibdey, Rober e Geiger
(1997), e detectou niveis de ploidias tais comddidgs, haploides/diploides,
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diploides e diploides/tetraploides. Neste trabadlsoprotocolos de duplicacdo
cromossdmica utilizados interferiram mais nos ik ploidia das células que

0 protocolo proposto por Deimling, Rober e Geid@®9().

Peak Mean FL. DI cv 2) G1- Vicia faba
1 132,162 642 0,72

2 155,626 26,9 0,77 1) G1- GNZ 3225

Peak MeanFL. DI CV (%)
1 228,79 3.06 0.53

2 31815 608 051 2)Gl1
)Gl
Haploide/ Diploide
C
" Peak MeanFL DI CV(%)
1 16383 313 095
2 86,17 648 0,76
3 47,34 12,91 0,44
4 83,66 2509 0,70
DGL 361
2)Gl1
) 4) G1

Haploide/ Octoploide
E

1
Peak MeanFL DI CV (%) 2)Gl1

1 136,19 7.1 0,94
2 226,36 13.65 0,82

Diploide/ Tetraploide

Mean FL. DI CV (%) Gl
183,81 3.06 106

Haploide
B

Peak MeanFLL. DI CV (%)
1 150.88 3.28 LIs
2 198,18 6,73 0,98

2
3 13934 13,13 079 )61

1) Gl

3)G1
Haploide/ Tetraploide

Mean FL DI CV (%) Gl
183,17 6,72 09

Diploide
F
| Peak MeanFL DI CV (%)
1 82,17 655 09 2)G1
2 19533 12,6 092 |

3 12563 2433 083 3)G1

Diploide/ Octoploide 1) G1

Figura 3 Histogramas das ploidias detectadas eomeiria de fluxo em plantas de
milho submetidas aos protocolos de duplicagdo cssfmica. A) Histograma
do genitor GNS 3225 com o padrdo exte¥ioia faba B) Planta haploide
nado duplicada. C) Planta haploide/diploide. D) Bldraploide/tetraploide. E)

Planta haploide/octoploide.

F) Planta diploide rifigplicada. G) Planta
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diploide/tetraploide. H) Planta diploide/octoploidgixo vertical = nimero de
nucleos lidos; eixo horizontal = intensidade deflscéncia relativa

Dang et al. (2012) também utilizaram a citomett@ fluxo para
detectarem falsos haploides doalks de sementes haploides selecionadas,
conforme o marcador R-navajporam encontradas sementes haploides numa
taxa que variou de 2,8 a 5,5%. Choe et al. (20ha)isaram taxas de falsos
positivos por meio de citbmeto de fluxo em semeihtggloides de milho e
obtiveramvalores de 89,3% a 22,2%os hibridos cruzados com a linhagem
indutora UH400. Como se pode perceber, a citometeafluxo tem sido
utilizada em muitos trabalhos, $s0 se deve a facilidade e rapidez da técnica em
obter resultados. Além disso, outra vantagem éagamostra ndo é degradada,
uma vez que apenas um pedaco da folha é suficieata as analises
(LOUREIRO; SANTOS, 2004).

Neste trabalho a técnica de citometria de fluxomiteu analisar as
plantas duplicadas em menos de uma semana. |skEvee pouca quantidade
de amostra exigida pela técnica e também pela eapgetn que o citbmetro
captura os resultados. Os histogramas obtidostémeiro de fluxo mostraram
que no protocolo 2 foram encontradas ploidias e foram observadas no
protocolo 1. As ploidias do protocolo 2 produziramais pélen no campo e
além disso, também foram colhidas mais sementeagjpidias observadas no
protocolo 1. Provavelmente, as ploidias que forastectadas apenas no
protocolo 2 foram responsaveis pelo sucesso doogolmt na duplicacdo
cromossbmica, no desenvolvimento das plantas nop@am também na

producéo de sementes.
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3.3 Marcador molecular SSR na caracterizacao de hégide duplicado

Os individuos haploides, haploides/diploides owplahknaploides e
diploides, identificados anteriormente por meiocitemetria de fluxo, foram
submetidos a analises moleculares com marcadoresossatélites. Dois
primers polimérficos, BNLG238 e BNLG 1233, foram usados maogénies
para detectar os haploides gimnogenéticos e caamfiras duplo-haploides
detectados na citometria de fluxo.

Osprimerspolimarficos permitiram distinguir os individuoapioides,
homozigotos, dos diploides, heterozigotos, comd&amos haploides/diploides
(Figuras 4 e 5). Por meio das andlises moleculimiepossivel confirmar a
heranca gimnogenética da linhagem KEMS, j& que apoldes, por serem
homozigotos, apresentaram apenas uma banda naugelé proveniente do
genitor hibrido. Os duplo-haploides, por terem tdmtheranca gimnogenética,
apresentaram apenas uma banda no gel. Esse resatiafirma as andlises
realizadas em citometria de fluxo, entretanto, satemem uma préxima etapa
esses resultados serdo de fato confirmados. Psoa @& sementes duplo-
haploides obtidas neste trabalho serdo semeadascampo e apos
desenvolvimento dos mesmos, serdo analisadas regaedes das linhagens, e

entdo sera realizada uma nova selecao.

Figura 4Padrédo eletroforético dos produtos de amplificagégprimer polimérfico
BNLG 238. 1) Genitor KEMS. 2) Genitor GNS 3032. 3)eDiploides néo
duplicados. 4 e 6) Haploides nao duplicados. 7)|didgs/diploides, ou
duplo-haploides



96

Figura 5 Padréo eletroforético dos produtos de dicgatdo doprimer polimérfico BNLG
1233. 1) Genitor KEMS. 2) Genitor GNS 3032. 3 édaploides ndo duplicados .
4) Diploides nédo duplicados. 6)Haploides/diploidas duplo-haploides

Osprimersutilizados possibilitaram distinguir as plantagloides das
plantas haploides. Os hibridos diploides apresamtaduas bandas nos géis,
sendo uma proveniente da linhagem KEMS e a outraepiente do hibrido
GNS 3032. Ja as plantas haploides apresentararasapera banda, proveniente
do hibrido GNS 3032. E possivel verificar na FigGrajue algumas plantas
haploide/diploides possuem bandas mais claras, lquem o analista a
classificA-las como plantas diploides. Entretamt@esmo assim ambos 0s
primers foram utilizados na genotipagem, e de acordo camaplificacdo das
bandas dos diferentes genoétipogrimner BNLG 238 pode ser selecionado para
ser usado em outros trabalhos. Essas mesmas plapésde/diploides, na
Figura 4, apresentaram bandas fortes no gel, awefido a ploidia detectada na
citometria de fluxo.

Os resultados obtidos s&o coerentes com os obssrpar Couto et al.
(2012), que utilizaram marcadores microssatélit@sa gomprovar a heranca
androgenética de haploides provenientes do cruzangenum hibrido tropical
com a linhagem W23. Outros autores tém utilizado marcadores
microssatélites em pesquisas com plantas duplicddadiferentes espécies,
além do milho (BATTISTELLI, 2012; LI et al.,, 200ERERA et al., 2008;
RABEL, 2008).
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Belicuas et al. (2007) utilizaram marcadores misatdites para
detectar haploides androgenéticos em milho, premées do cruzamento do
hibrido BRS1010 com a linhagem W23. Por meio denité& utilizada,
identificaram quatro haploides entre 462 plantestificadas, utilizando-se dos
primers mmc0022 e mmc0081, que foram polimoérficos paragesitores.
Battistelli (2012) utilizou os marcadores molecataiISSR com o objetivo de
confirmar se as plantas que apresentaram picosétldas haploides nos
histogramas gerados pela citometria de fluxo eraalmente haploides. Os
individuos haploides identificados pelo autor naoroetria de fluxo
apresentaram bandas apenas dos hibridos doadmegéi® confirmando a
ploidia haploide.

Assim, os marcadores microssatélites, por seremoncmantes,
permitem a facil visualizacado e identificacdo duwtividuos homozigotos. Desse
modo, é possivel distinguir os diploides, que s@terozigotos, dos haploides e
duplo-haploides, que sdo homozigotos.

3.4 Viabilidade polinica

As ploidias avaliadas apresentaram diferencas fiigtivas para as
taxas de viabilidade polinica para os corantes aldgr e carmim propidnico
(Tabela 4 e Figura 6). Os individuos tetraploideesentaram as maiores taxas
de viabilidade, seguidos dos individuos haploides.individuos diploides e
duplo-haploides apresentaram as menores taxas. IAwe diferencas
significativas entre os dois corantes utilizadagjlidando boa precisdo nas
avaliacdes de viabilidade e maior confiabilidades desultados. Na literatura
ainda ndo ha relatos de um corante especifico fEmt®s de viabilidade
universal. Além disso, muitos autores tém destadaficiéncia nas analises de

viabilidade polinica devido aos corantes utilizadasdres, Rodriguez e Duran
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(1999), por exemplo, utilizaram carmim acético estudos de germinacan
vitro, para avaliar crescimento de tubo polinico, efiearam que os resultados
foram superestimados com a utilizacdo desses estaNeste trabalho, como
ndo foram observadas diferencas significativasesgrcorantes, as analises sédo
confiaveis, indicando que os corantes utilizadadepo ser utilizados em outras

analises envolvendo ploidias em milho duplicado.

Tabela 4 Viabilidade polinica utilizando testesocohétricos em ploidias de
milho submetido a duplicagdo cromossémica

Ploidias Carmim Propiénico Corante de Alexander
Haploide 8,42Ab 4,02Ab
Duplo-haploide 0,62Ac 0,4Ac
Diploide 0,55Ac 0,51Ac
Tetraploide 86,45Aa 84,07Aa

Letras minUsculas distintas na coluna: diferengmiicativa pelo teste de Scott e
Knott (p<0,05).

Letras mailsculas distintas na linha: diferencaiicgtiva pelo teste de Scott e Knott
(p<0,05).

& : J R
o ©

Figura 6 Grédos de pdélen de plantas de milho suldiset® duplicagdo cromossdmica,
corados com corante de Alexander (A) e carmim Propo (B). A seta
indica graos de pélen viaveis. Barra=5 uM
E interessante ressaltar que, mesmo padronizasdoolketas dos

penddes e das plantas no campo, os duplo-haplaidesiderados aqui como
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haploides duplicados, apresentaram taxas de dabé menores que 0s
haploides que ndo foram duplicados. Além dissandiiduos diploides, que
esperava-se que apresentassem altas taxas deda@ddil apresentaram taxas
menores que os haploides. Segundo Techio et aD6)2(as diferencas
encontradas podem ser explicadas devido a perd#@bididade do pélen, que
pode variar consideravelmente entre individuosrda espécie e entre amostras
de um mesmo individuo.

As maiores taxas de viabilidade observadas nogithdis haploides,
guando comparadas com os individuos diploides dochgploides pode ser
explicada devido as plantas em que se retirou astam@ara as andlises de
viabilidade. Neste trabalho as coletas das amdstras realizadas buscando-se
padronizar as plantas de onde foram retiradas #rasn No entanto, a
padronizagdo das coletas foi apenas visual e goqgde ter ocorrido, € que as
plantas que a citometria de fluxo identificou cohaploides, e foram coletadas
para analises de viabilidade polinica, tiveram so@lsilas precursoras dos
gametas duplicados, apods as analises de quantigad®&lA. Desse modo, elas
produziram pélen fértil. Além disso, na literatuvdrios autores destacam que
plantas haploides podem produzir penddo fértil.ildAssambém pode ter
ocorrido esse fato, e as plantas haploides colefaali@ as andlises e viabilidade
polinica eram plantas macho-férteis (CHASE, 197B!GER; SCHONLEBEN,
2011), produzindo também podlen fértil. Geiger e ddbkben (2011), ao
estudarem diferentes fontes de germoplasma, eacamirplantas haploides
produzindo pélen viavel. Os autores destacam a ri@pca disso para os
melhoristas, uma vez que em longo prazo, essasapléaploides podem ser
aperfeicoadas para produzirem pélens férteis, piedoi eliminar a duplicacao
cromossdmica artificial em laboratério. Como digdmtanteriormente, o uso de
corantes é uma técnica simples que apresentaadssirapidos. Entretanto,

Stanley e Linskens (1974) questionaram a validadsel método uma vez que
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podem ocorrer erros nos resultados, devido a cgiorale grdos de podlen
inviaveis ou graos de pélen imaturos abortados.

Varios sdo os trabalhos envolvendo viabilidade nocdi em milho,
porém até o momento nao foram relatados experirmenterca de viabilidade
em plantas submetidas a duplicacdo cromossémidiciakt Davide et al.
(2009), ao verificarem viabilidade de pélen armazien por meio de testés
vivo e in vitro, obtiveram valores superiores a 95% de viabikdadlinica
quando utilizado o corante Alexander. Esse valoindependente do material
genético utilizado, da taxa de germinagéwitro e da producdo de sementes por
espigas. Em outros trabalhos de viabilidade pdieim milho, autores discutem
a perda de viabilidade polinica a medida que ossgd& pélen séo dessecados
(ALMEIDA et al., 2011; FERREIRA et al., 2007; ALVIM2012).

As taxas de viabilidade entre as ploidias estudgolassuem um
potencial para a fertilizacéo, e isso foi observadocipalmente nos individuos

tetraploides.
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4 CONCLUSOES

A citometria de fluxo pode ser utilizada para stepmais informacdes
nas pesquisas, uma vez que permitiu que haploidggdicaldos fossem
identificados.

Os marcadores moleculares SSR podem ser utilizzaa®mprovacao
da heranc¢a gimnogenética da linhagem KEMS e tamiéndentificacdo das
plantas duplo-haploides de milho.

A viabilidade polinica é uma técnica complemerdacitometria de

fluxo, que permite analisar pélens viaveis.
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