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RESUMO

Duplo-haploides (DH) s&o gendtipos resultantes de inducdo a haploidia e posterior
duplicacdo genémica. Essa técnica é de grande interesse agronémico, pois permite a
reducado do tempo de obtencdo de endogamicos e o alcance de 100% da homozigosidade
dos genotipos, o que aprimora e agiliza o processo de obtencdo de linhagens e hibridos.
Entretanto, as metodologias de obtencédo e identificacdo dos haploides (H) e DH nem
sempre séao eficientes. Deste modo, este estudo examinou 8 possiveis genétipos de milho
H e DH: 1700345, 1700346, 1700347, 1700348, 1700349, 1700350, 1700351, 1700352,
com o intuito de confirmar os seus niveis de ploidia, validando a metodologia de obtenc¢éo
e identificacdo dos H e DH, e verificar a estabilidade meiotica do possivel material DH.
Para a contagem do namero cromossdmico dos H, laminas foram preparadas utilizando
pontas de raizes com bloqueio mitético feito pela solu¢éo 19:1 de 8-hidroxilina 300ppm e
cicloheximida 23ppm e coloracdo via método de Feulgen. Para verificar a ploidia, a
regularidade das fases meidticas, o indice de recombinacéo (IR), o indice meiético (IM)
e a viabilidade dos pdlens (VP) dos DH, laminas foram preparadas utilizando a técnica
squash, com coloracgdo via carmim acético 2% para as andlises meibticas e solugéo de
Alexander para VP. Dos 8 H analisados, 7 apresentaram 100% das metafases com 20
cromossomos, configurando-se como diploides e 1, H1700349, apresentou 10% das
metafases com 10 cromossomos e 90% com 20, configurando-se como H e diploides. As
analises meibticas mostraram que todos os 8 DH apresentaram 10 bivalentes, provando
que continuam diploides e que a duplicacdo cromossdémica falhou em todos os genétipos.
As médias dos valores obtidos em IR, IM e VP, para todos os gendtipos, foram,
respectivamente, 28,39, 95,62% e 76,05%. As anormalidades meidticas se encontram
nos padroes para o milho. Esses resultados revelam que apenas em H1700349 a
obtencao de H mostrou eficiéncia, que a duplicacao dos genétipos nao foi eficiente e que
todos os gendtipos apresentam indices meédios e altos de regularidade meidtica, IM, IR e
VP. Logo, o protocolo de obtencao de H e DH nao foi eficiente e o estresse causado pelo

mesmo nao afeitou significativamente a regularidade meidtica dos gendétipos analisados.

Palavras-chave: Zea mays L., Meiose, Mitose, Cromossémos.
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ABSTRACT

Double haploids (DH) are genotypes resulting from haploid induction and subsequent
genomic duplication. This technique is of great agronomic interest, as it allows for a
reduction in the time to obtain inbreds and the achievement of 100% of the homozygosity
of the genotypes, which improves and speeds up the process of obtaining inbred lines
and hybrids. However, the methodologies for obtaining and identifying haploids (H) and
DH are not always efficient. Thus, this study examined 8 possible genotypes of corn H
and DH: 1700345, 1700346, 1700347, 1700348, 1700349, 1700350, 1700351, 1700352,
in order to confirm their ploidy levels, validating the methodology for obtaining and
identifying the H and DH, and verify the meiotic stability of the possible DH material. To
count the chromosome number of H, slides were prepared using root tips with mitotic
blockage made by a 19:1 solution of 8-hydroxyline 300ppm and cycloheximide 23ppm
and staining via the Feulgen method. To verify ploidy, meiotic phase regularity,
recombination index (RI), meiotic index (MI) and pollen viability (VP) of DH, slides were
prepared using the squash technique, stained using acetic carmine 2 % for meiotic
analysis and Alexander's solution for VP. Of the 8 H analyzed, 7 presented 100% of the
metaphases with 20 chromosomes, configuring themselves as diploids and 1, H1700349,
presented 10% of the metaphases with 10 chromosomes and 90% with 20, configuring
themselves as H and diploids. Meiotic analyzes showed that all 8 DH had 10 bivalents,
proving that they remain diploid and that chromosome duplication failed in all genotypes.
The averages of the values obtained in IR, IM and VP, for all genotypes, were,
respectively, 28.39, 95.62% and 76.05%. Meiotic abnormalities meet the standards for
corn. These results reveal that only in H1700349 the obtaining of H showed efficiency,
that the duplication of genotypes was not efficient and that all genotypes had medium and
high indices of meiotic regularity, IM, IR and VP. Therefore, the protocol for obtaining H
and DH was not efficient and the stress caused by it did not significantly affect the meiotic

regularity of the analyzed genotypes.

Keywords: Zea mays L., Meiosis, Mitosis, Chromosomes.



1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos citogenéticos do milho

O milho (Zea mays ssp. Mays) é tradicionalmente caracterizado como uma planta
diploide, 2n=2x=20 cromossomos (McClintock, 1929; McClintock, 1933). Entretanto,
evidéncias citomoleculares e mapeamentos das uUltimas décadas sugerem que 0 mesmo
se originou de um evento alotetraploide segmentar 4x=5 cromossomos (Gaut e Doebley,
1997; Gaut et al., 2000; Wei et al., 2007; Schnable, 2015). A hipotese diz que o milho 2x
€ um produto da hibridacdo de progenitores diploides com cromossomos parcialmente
diferenciados, no qual, a prole sofreu um evento tetraploide e posteriormente uma
diploidizacdo através de numerosas quebras e fusfes cromossdmicas. Portanto,
constituindo-se como uma planta alotetraploide, porém de comportamento gendémico

diploide e nimero gamético: n=10 cromossomos.

Os cromossomos haploides do milho sdo todos morfologicamente distinguiveis
(McClintock, 1933), com 0 cromossomo um apresentando 0 maior comprimento
cromossOdmico e o dez o menor (Rhoades, 1950; Rosado et al., 2009; Mondin et al.,
2014). A maior disparidade na proporcéo de comprimento do brago longo para o curto
esta presente no cromossomo oito, com 3.2:1.0 ym, € a menor N0 cromossomo Cinco,
com 1.1:1.0 ym. No caridétipo do milho, em relacdo a posi¢cdo dos centrbmeros, o0s
cromossomos sao classificados da seguinte forma: trés pares metacéntricos (1, 2 e 5),
seis submetacéntricos (3, 4, 6, 7, 9 e 10) e apenas um acrocéntrico (8) (Sadder e Weber,
2001; Rosado et al., 2009).

Todo conjunto haploide possui pelo menos um cromossomo satélite, ao qual se
localizam as regifes organizadoras do nucléolo (RON) que possuem genes com DNA
ribossomal repetitivo e altamente reativo a nitrato de prata, devido a sua continua
associacdo a fatores de transcricdo que se conserva até o final da metafase (Guerra,
1988). No milho, o cromossomo satélite € o 6 e a sua RON esta localizada na extremidade
do seu brago curto (6s) (Mondin et al., 2014; Braz et al., 2020). Durante uma meiose

regular, o mesmo permanece ligado ao nucléolo até o final da profase |, quando o



nucléolo comeca a se tornar menos evidente, desaparecendo ao longo da subfase

diacinese a fase metafase (Rhoades, 1950).

A meiose € uma divisdo celular especializada de alta estabilidade evolutiva e
necessaria para produzir gametas com um conteudo cromossémico haploide em todos
0S eucariotos com reproducdo sexual (Cande et al., 2009) e a sua estabilidade,
determinada pelo indice de anomalias, é diretamente proporcional a fertilidade ou total
esterilidade dos gendtipos (Kaur e Singhal, 2019). Os microsporocitos (meiécitos
masculinos) do milho, geralmente utilizados para anélises meidticas devido a facil
obtencéo, se desenvolvem nas anteras e resultam na formacéao de quatro gréos de poélen
apoés a meiose, cada um contendo um nucleo vegetativo e dois reprodutivos

(espermaticos) (Cande et al., 2009).

No milho, as anomalias mais recorrentes durante a microsporogénese masculina
Sa0: Ccromossomos univalentes, cromossomos pegajosos, pontes cromossdmicas,
assincronia em microspordcitos, polaridade perturbada, micronucleos, produtos pos
meioticos desbalanceados e migracao precoce e retardataria de cromossomos para 0s
polos (Pagliarini et al., 2002; Utsunomiya et al., 2002; Ricci et al., 2007; Khah et al., 2018;
Kaur e Singhal, 2019). Essas anormalidades tendem a diminuir a viabilidade do gr&o de

polen de milho, que se caracteriza como uma cultura de altos niveis de germinagéo.

1.2. O potencial de uso datecnologia duplo-haploide no melhoramento de milho

O milho é o cereal mais importante do mundo, com um volume médio de producéo
mundial entre os anos de 2017 a 2019 superior a 1,12 bilhdo de toneladas e uma
estimativa de crescimento linear a cada novo ano (OCDE / FAO 2020). No Brasil, terceiro
maior produtor mundial de milho, cultivaram-se 17,6 milhdes de hectares de milho no ano
agricola 2016/2017, com a producao de gréos atingindo 97,8 mil toneladas e a estimativa
da receita bruta total de 28,96 bilhdes de reais (CONAB, 2018). Dentre os métodos de
melhoramento aplicados a esse milho comercial, o principal € a obtencao de hibridos por
cruzamento de linhagens contrastantes e complementares, pois este método permite

maior vantagem no aumento de caracteres de interesse agronémico e no aumento da



produtividade e do vigor. No entanto, o processo classico de obtencédo de linhagens
endogamicas é demorado, levando de seis a oito ciclos de autofecundacao para obter
até 99% de homozigose (Pierre et al., 2011; Prigge e Melchinger, 2012, Chaikam et al.,
2019; Magbool et al., 2020).

Diante desse cenario, uma alternativa que vem ganhando espa¢co como uma das
metodologias para obtencéo de linhagens endogamicas e posterior producéo de hibridos
€ a tecnologia de linhagens duplo-haploides (DH) (Trindade et al., 2017), que apresentou
uma baixa representatividade de 6,2% no mercado brasileiro de cultivares de milho nos
anos de 2017 e 2018 (CONAB, 2018), porém possui um grande potencial para os
proximos anos (Trindade et al., 2015; Trindade et al., 2017; Trindade et al., 2019). Este
potencial esta relacionado a possibilidade de aumentar a eficiéncia e velocidade na
obtencéo de linhagens 100% homozigotas, garantindo total uniformidade e estabilidade
genética das linhagens produzidas, para a obtencdo de novas cultivares de milho hibrido
(Pierre et al., 2011; Magbool et al., 2020). A partir desta técnica, a obtencdo de
endogamicos, de F1, é realizada em apenas duas geracdes (Mayor e Bernardo, 2009;
Melchinger et al., 2011; Pierre et al., 2011; Magbool et al., 2020), reduzindo custos no
plantio e acelerando a hibridagéo.

Duplo-haploides caracterizam-se por serem produzidos através de genotipos
originalmente diploides “2x” induzidos a haploidia “n” e posteriormente duplicados, assim,
restabelecendo o nivel “2x” do genoma diploide (Said et al., 2018) (Figura 1). Existem
trés metodologias para a obtencdo de linhagens duplo-haploides: partenogénese
espontanea, inducao in vitro e inducéo in vivo. A partenogénese espontanea implica o
desenvolvimento de uma célula-ovo em um esporofito haploide naturalmente (Chang e
Coe, 2009; Pierre et al., 2011). A inducdo in vitro pode ser feita por meio de hibridizagéo
interespecifica com subsequente eliminacdo cromossomica (Ishii et al., 2016) e cultura
de anteras, de micrésporos (Germana, 2011) e de évulos nao fertilizados (Tang et al.,
2006). Dentre essas trés, a metodologia in vivo é a mais utilizada para a producdo de DH
de milho em escala comercial, devido a sua eficiéncia e simplicidade de aplicacdo em

comparacao aos outros métodos (Prigge e Melchinger, 2012; Prassana et al., 2012), uma



vez que, ndo sao necessarios laboratorios muito equipados e desenvolvimento de
metodologias especificas. Essa modalidade exige apenas o uso de linhas indutoras de
haploidia; um sistema de identificagdo haploide e um protocolo de duplicagédo
cromossdmica (Chase, 1952; Belicuas et al., 2007; Geiger, 2009; Meng et al., 2021).

INDUCAO A HAPLOIDIA

PARTENOGENESE ESPONTANEA

INDUCAO IN VITRO

(Hibridizagado interespecifica com subsequente eliminagdo cromossémica)

(cultura de anteras, de micrésporos e de ovos nao fertilizados) c
INDUCAO IN VIVO

(Linhagens indutoras)

DUPLICACAO CROMOSSOMICA ARTIFICIAL

INTERFASE — CICLO CELULAR DA MITOSE BLOQUEADO
| 1

INIBIDORES MITOTICOS METAFASE — ANAFASE TELOFASE

G2 G2

* Colchicina.
« 8-Hidroxiquinolina (8HQ).
+ Cicloheximida.

Figura 1 — Producdo de Duplo-haploides. Na indugdo a haploidia, uma célula diploide é levada a
haploidia por metodologias in vitro, in vivo e por partenogénese espontanea, reduzindo o contetdo de DNA
de 2C para C. O uso de agentes antimitticos nas sementes desestabilizam o funcionamento do fuso celular
e das proteinas envolvidas na segregacao cromossémica, desta forma uma célula com quantidade C de
DNA na G1, quando tratada com os agentes quimicos durante a meiose, ndo forma a placa metafésica, e
em consequéncia, ndo entra em anafase. Logo, a célula se torna duplo-haploide com quantidade de DNA

2C, visto que o material duplicado na fase S néo € levado para a célula filha. Fonte: o autor.



O uso de duplo-haploides néo se limita a obtencao de linhagens para substituirem
endogamicos, 0 mesmo se aplica a uma série de outras atividades no melhoramento
genético do milho como: introgressdo de novos caracteres por métodos convencionais
ou transgenia, geracdo de populacbes para selecéo assistida por marcadores e para
mapeamento genético, obtencdo de populacbes de treinamento e validacdo e selecéo
gendmica ampla para o uso em programas de selecéo recorrente, permitindo a obtencéo
direta de novas variedades e hibridos nos ciclos de selecédo (Gordillo e Geiger, 2008;
Chang e Coe, 2009; Mayor e Bernardo, 2009; Strigens et al., 2013). Logo, caracterizam-

se por uma tecnologia com grande potencial no melhoramento do milho.

1.3. Obtencéo de haploides de milho in vivo e suas complexidades

A obtencao de genotipos haploides (H) de milho pelo método in vivo, é baseada
principalmente a partir de cruzamentos de linhagens indutoras, gendtipos com a
capacidade de induzir, em certa proporcdo, a formacado de sementes com embrides
haploides, com um gendtipo de interesse, chamado populagédo-fonte ou gendtipo-fonte,
as quais, originam sementes H androgenéticas e gimnogenéticas (Chaikam et al., 2019;
Meng et al., 2021).

Os H androgenéticos, s@o resultantes do desenvolvimento mit6tico a partir do
nacleo reprodutivo do grdo de pdlen da planta de milho de interesse e degeneracao e
eliminacdo cromossdmica na oosfera ndo fecundada da linhagem indutora durante o
cruzamento (Pierre et al., 2011; Maqgbool et al., 2020; Meng et al., 2021) (Figura 2). Logo,
em H androgenéticos, as sementes sdo constituidas por células com DNA de origem
paterna e citoplasmas de origem materna. A principal linhagem indutora de H
androgenéticos € a Wisconsin 23 (W23) (Pierre et al., 2011; Weber, 2014), que atraves
do alelo mutante recessivo igl (gametdfito indeterminado 1) do gene IG, presente no
brago longo do cromossomo trés (Kermicle, 1994), prolonga as divisdes nucleares livres
do gametdfito feminino, levando a uma variedade de anormalidades embrionérias, que

afetam a integridade da oosfera (Kermicle, 1994; Evans, 2007). A linhagem W23 possui



uma taxa de aproximadamente 1-3% de inducao de genétipos haploides (Kermicle, 1994;
Silva et al., 2009).

GENOTIPO-FONTE
(GENITOR MASCULINO)

EMBRIAO
HAPLOIDE
ANDROGENETICO

@ER

LINHAGEM W23
(GENITOR FEMININO)

Legendas:

GP — Grao de pdlen NV — Nucleo reprodutivo NV — Nucleo vegetativo

TP — Tubo polinico NE1 — Nucleo espermatico 1 NE2 — Nucleo espermatico 2
S — Sinérgidas A — Antipodas NP — Nducleos polares

OD — Oosfera degenerada E3X — Endosperma triploide = ER — Endosperma roxo

Figura 2 — Inducéo de haploides androgenéticos a partir da linhagem indutora W23. (1) Cruzamento
utilizando gréos de pdlen de um gendtipo-fonte de interesse e ovéarios da linhagem indutora de haploidia
W23; (2-3) Sobre o estigma, o grdo de podlen inicia a germinacao, com a formacéo do tubo polinico (TP) e
viagem do nucleo vegetativo (NV) (a frente) e dos ndcleos esperméticos (NE) pelo tubo polinico; (4) O TP
penetra o saco embrionario e o NV se funde ao nucleo de uma das células sinérgidas degenerando-se,
enquanto os NE séao liberados no citoplasma do SE; (5) No saco embrionario, um dos NE se funde aos dois
ndcleos polares, formando o endosperma triploide e o outro permanece haploide (H) sem a fuséo com a
oosfera que se degenerou, dando origem ao embrido H; (6) Ocorre a formacdo da semente H
androgenética, com coloragdo roxa no endosperma devido ao gene R1-Navajo. Fonte: o autor.



Os H gimnogeneticos, sdo resultantes do desenvolvimento mitdtico a partir da
oosfera ndo fecundada da planta de milho de interesse e degeneracéo de um dos nucleos
espermaticos do grédo de pélen da linhagem indutora durante o cruzamento (Pierre et al.,
2011; Magbool et al., 2020). A principal linhagem indutora de Hs gimnogeneticos é a
Stock6, linhagem primogénita em milho que originou as demais linhagens indutoras e que
induz a formacdo de haploides gimnogenéticos com 3% de frequéncia (Coe, 1959;
Kermicle, 1994; Silva et al., 2009; Meng et al., 2021).

Entretanto, essas principais linhagens indutoras de H em milho, W23 e Stock®,
foram obtidas, selecionadas e melhoradas em locais de clima temperado, logo
apresentam dificuldades de adaptacdo em ambientes tropicais, consequentemente
demonstrando caracteristicas como baixo vigor, baixa producdo polinica e alta
suscetibilidade a doencas quando expostos a condigdes tropicais (Couto, 2017; Trindade
et al., 2017). Desta maneira, os programas de melhoramento brasileiro, tem buscado
adaptar essas linhagens indutoras, atraveés de retrocruzamentos com genotipos tropicais
de milho, para assim, obter linhas indutoras mais eficientes em clima tropical (Prasana et
al., 2012; Trindade et al., 2015). Umas das mais recentes descricbes dessas tentativas
de obter linhagens indutoras tropicalizadas em programas brasileiros, foi com a utilizacéo
do hibrido simples BRS 1010 retrocruzado com uma linha indutora e posteriormente
usado como linha indutora (Rabel et al., 2008; Prasana et al., 2012). Como resultado,
foram obtidas 64 espigas, das quais, apenas trés espigas produziram sementes H: a
espiga 1 com inducédo de 0,6% e as espigas 15 e 17 com inducéo de 0,4% (Rabel et al.,
2008).

Além disso, o Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT) e
a Universidade de Hohenhein iniciaram uma parceria para adaptacéo dos indutores de
ambiente temperado, para ambientes tropicalizados, através do mesmo método que 0s
programas de melhoramento brasileiro utilizam, gerando os chamados indutores TAILs
(Tropically Adapted Inducer Lines), que expressaram taxas de inducdo de haploidia de 9
a 14% (Kebede et al., 2011). Recentemente, no ano de 2013, a empresa Embrapa Milho

e Sorgo adquiriu a licenca para uso destes indutores e iniciou os testes do desempenho



agrondmico destes materiais em condic¢des brasileiras (Trindade et al., 2015; Trindade et
al., 2017; Trindade et al., 2019). Estes indutores possuem 75% de genoma tropical,
apresentam os mesmos sistemas de genes de identificacdo de haploides via antocianina
que os indutores originais possuem, o R1-nj, e sdo codificadas como Tail P1, Tail P2 e
Tail P1 x Tail P2 (Trindade et al., 2017). Mesmo com a obtencdo dessas linhagens
tropicalizadas, a obtencéo de haploides e 0 uso dos genotipos duplo-haploides em milho

tropical encontra-se atrasada em relacao ao clima temperado (Chaikam et al., 2019).

1.4 Identificagcdo de haploides de milho via sistema R1-navajo e metodologias

complementares

O método de obtencao de haploides de milho in vivo produz simultaneamente
nacleos diploides e haploides (Meng et al.,, 2021), logo € necessario diferenciar os
haploides dos diploides em suas fases de sementes para o prosseguimento da obtencao
de DH com menores perdas. Desta forma, o uso de marcadores genéticos € uma das

maneiras mais rapidas de realizar essa selecao.

Nas linhagens indutoras de milho, o sistema baseado em marcadores fenotipicos
expressos pelo gene R1-navajo (R1-nj), presente no locus R do cromossomo 10, codifica
a pigmentacgao do endosperma e do embrido de sementes de milho com antocianina (Coe
e Sarkar, 1964; Nanda e Chase, 1966; Sarkar e Coe, 1996) e € o método de selecéo
mais utilizado, devido ao baixo custo e facilidade na selecéo (Trindade et al., 2019; Meng
et al., 2021). Nesta selecéo visual, sementes com embrido branco e endosperma roxo
sdo selecionadas como haploides (Figura 3) e os desvios sdo descartados. A
pigmentacdo no endosperma, ocorre devido ao carater dominante do gene R1-nj, assim,
guando ocorre a juncdo dos nucleos polares com o nucleo espermatico (Figura 2), basta
que um dos parentais tenha o0 gene para que ocorra a expressado fenotipica da
caracteristica roxa. No embrido ocorre de maneira diferente, o parental linhagem indutora
com o gene R1-nj, degenera o nucleo reprodutivo e apenas os genes do gameta do

parental populacao-fonte sdo expressos. Logo, quando o embrido expressa a cor roxa,



significa que ndo houve degeneracao da oosfera ou do nucleo espermatico da linhagem

indutora e ocorreu a fertilizagcdo com formacéo do zigoto diploide.

Figura 3 — Padrdo de expressdo do marcador morfolégico controlado pelo sistema R1-nj para
haploides putativos. Semente com endosperma roxo e embrido branco, demonstrando um padréo de

possivel inducéo eficiente a haploidia pelo sistema R1-nj (haploide putativo). Fonte: o autor.

Embora o sistema R1-nj seja utilizado devido a simplicidade, a metodologia nao é
totalmente precisa, devido aos varios graus de expressividade do seu fenotipo (Geiger e
Gordillo, 2010; Chaikam et al., 2015) e dos problemas na degeneracdo dos nucleos
reprodutivos das linhagens indutoras de H (Kermicle, 1994; Evans, 2007), que podem
alterar a leitura dos resultados na sele¢do. Além disso, em gendtipos tropicais tem sido
descrita uma maior dificuldade na utilizacdo desse sistema quando comparados a
genotipos de clima temperado, uma vez que, a constituicdo genética dos genotipos
tropicais tendem a apresentar naturalmente alelos alterados dos genes C1 e C2 (Coe e
Sarkar, 1964), integrantes na rota metabdlica da antocianina, como os alelos C1-l e C2-
Idf que inibem a rota de biossintese da antocianina (Belicuas et al., 2007; Prasana et al.,
2012; Chaikam et al., 2015; Trindade et al., 2019). Desta forma, ocorre uma reduc¢ao ou

auséncia das taxas de sementes marcadas com antocianina, prejudicando a selecao de



haploides e a obtencdo dos DH. Assim, o sistema R1-nj constitui uma identificacao

primaria que requer um exame secundario mais preciso.

Na literatura existem diversas metodologias complementares ao sistema R1-nj,
que séo utilizadas para aprimorar a identificacdo da natureza H dos genétipos em milho
como, o0 numero de raizes seminais laterais, que costuma ser menor em H (Prassana et
al., 2012), a concentracdo do nivel de 6leo no embrido, que costuma ser baixa em H
(Rotarenco et al., 2007), o comprimento da célula de guarda presentes nas folhas, que
sdo menores em H (Silva et al., 2019), as caracteristicas morfoldgicas das mudas (Tang
et al., 2009) e a citometria de fluxo (Molenaar et al., 2019). Entretanto, algumas dessas
metodologias estdo associadas a analises ap0s o crescimento da planta de milho, o que
aumenta o custo e o tempo de espera da selecédo, pois é necessario que haja cultivo e
germinacao (Chaikam et al., 2017), em contrapartida, outras como a citometria de fluxo
requerem equipamentos de alto custo e mao de obra treinada. Desta forma, a maioria
dos autores sugeriram que novas formas de identificacdo de haploides devem ser
aplicadas, a fins de, acelerar o processo de obtencdo de DH e aumentar a taxa de

confiabilidade na identificacdo de haploides.
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2. JUSTIFICATIVA

Dentre os métodos de melhoramento aplicados as variedades de milho, o principal
€ a obtencdao de hibridos por cruzamento de linhagens contrastantes e complementares,
pois permite vantagem no aumento de caracteres de interesse agrondmico, da
produtividade e do vigor. No entanto, o processo classico de obtencédo de linhagens é
demorado, levando de 6 a 8 ciclos de autofecundacdo para obter até 99% de
homozigosidade. Uma alternativa € o uso de DH, pois o0 mesmo reduz o tempo de
obtencéo de linhagens para 2 ciclos, aumentando a eficiéncia e reduzindo o tempo de
producédo de novas cultivares de milho hibrido. Entretanto, um fator limitador da obtencéo
de DH, principalmente em gendtipos tropicais, € a identificacdo de sementes H. Pois,
essa etapa, geralmente, ndo apresenta uma metodologia com alta eficiéncia, o que
permite que falsos gendtipos H sejam levados a duplicagéo. Portanto, para o uso de DH
em escala comercial, € necesséaria uma triagem das sementes H apresentando alto nivel
de confiabilidade e que ndo seja preciso o uso de equipamentos de alto custo e o plantio
das sementes no campo. O uso de analises citogenéticas garante esses trés requisitos,
devido a confiabilidade da contagem cromossémica, pois a mesma mostra a real natureza
gendmica do genotipo, a dispensabilidade do cultivo e germinagdo das sementes no
campo e a facilidade de manipulacdo laboratorial, uma vez que, as metodologias
demandam apenas corantes e microscopia. Logo, trabalhos que auxiliem na reducédo do

tempo de espera comercial por novas cultivares de milho sdo de extrema importancia.
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3. OBJETIVOS

No contexto apresentado, os objetivos do presente trabalho concentraram-se em

trés blocos:

1. Verificar a eficiéncia da metodologia de obtencéo e selecdo primaria de haploides
putativos através do sistema R1-nj, por meio da contagem do numero

cromossOmico mitético dos haploides putativos.

2. Verificar a eficiéncia da metodologia de duplicagdo gendmica de haploides
putativos para a obtencdo de possiveis genétipos duplo-haploides, por meio da

determinacao da ploidia meidtica dos possiveis genotipos duplo-haploides.

3. Verificar a estabilidade meibtica dos possiveis gendtipos duplo-haploides, por
meio de analises citogenéticas via:

e Avaliagdo da estabilidade genética das fases da meiose um e dois;

e Calculo do indice de recombinacdo, por meio da quantificacdo e
classificac@o dos tipos de quiasmas na subfase da profase: diacinese;

e Estimativa do indice meidtico, por meio da analise da regularidade dos
produtos pés-meidticos;

e Estimativa da viabilidade polinica, por meio da analise da integridade do

protoplasto dos graos de polen.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

Foram utilizados no presente estudo, oito genoétipos haploides putativos e oito
possiveis genotipos duplo-haploides, desenvolvidos pela empresa Embrapa Milho e
Sorgo (Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil) (Tabela 1). Os genétipos H foram produzidos
através do cruzamento de popula¢Bes-fontes com o hibrido tropicalizado indutor de
haploidia gimnogenética Tail P1 x Tail P2 (TAILs - Tropically Adapted Inducer Lines), que
é descendente da linhagem indutora de haploidia Wisconsin-23 (W23) e possui 0

marcador fenotipico para identificacdo de gendtipos haploides, baseado na pigmentacao

por antocianina expressa pelo gene R1-n;.

Tabela 1. Geno6tipos haploides putativos e possiveis duplo-haploides de milho.

Cruzamentos H DH

BR 106 x (Tail P1 x Tail P2) H1700345 DH1700345

BR 106 x (Tail P1 x Tail P2) H1700346 DH1700346

BR 106 x (Tail P1 x Tail P2) H1700347 DH1700347

BRS Gorutuba x (Tail P1 x Tail P2) H1700348 DH1700348
BRS Sol da Manha x (Tail P1 x Tail P2) H1700349 DH1700349
BRS Sol da Manha x (Tail P1 x Tail P2) H1700350 DH1700350
BRS Saracura x (Tail P1 x Tail P2) H1700351 DH1700351
BRS Saracura x (Tail P1 x Tail P2) H1700352 DH1700352

Fonte: Embrapa milho e Sorgo.

As sementes H putativas, foram obtidas pelo cruzamento das populagcdes-fontes:
BR 106, BRS Gorutuba, BRS Sol da Manha e BRS Saracura com o indutor de H Tail P1
X Tail P2 e pela selecéo primaria de H a partir da expressao do sistema R1-nj, ou seja,

foram selecionadas semente com endosperma roxo e embridao branco (Figura 3). Ao



passo que, as possiveis sementes DH foram obtidas pela duplicagdo cromoss6émica
dessas sementes H putativas. Este material foi plantado na Escola Técnica Estadual
Agricola Anténio Sarlo, area de pesquisa agropecuaria da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, localizada na cidade de Campos dos
Goytacazes, no Estado do Rio de Janeiro. Para o presente estudo, a UENF participou
com o desenvolvimento da pesquisa e a empresa Embrapa Milho e Sorgo com o material

para a mesma.

4.2. Contagem do numero cromossémico mitdtico dos haploides putativos

Sementes de milho com auséncia de expressao fenotipica de antocianina (roxa)
no embrido e presenca de expressdo no endosperma, do marcador R1-nj, foram
germinadas em placas de petri fechadas na camara de germinacédo a 25°C. Entre quatro
e seis dias de germinacdo, pontas de raizes medindo aproximadamente 1,5 cm de
comprimento foram coletadas e bloqueadas em solug&o antimitética de 8-hidroxiquinolina
300 ppm, inibidor do fuso mitético, e cicloheximida 25ppm, inibidor da sintese de
proteinas, respectivamente na proporcao 19:1 por 2:30 horas a temperatura ambiente
(28°C). Posteriormente, essas pontas de raizes foram fixadas em solucdo de etanol e
acido acético respectivamente na propor¢cdo 3:1 e armazenados na geladeira a 4°C,
sendo realizada a troca deste fixador para alcool 70% apos 24h.

Para a coloracdo dos cromossomos dos meristemas das pontas de raizes, foi
utilizado o método de Feulgen, de acordo com Aguiar-Perecin e Vossa (1985). No qual,
as pontas de raizes foram submetidas a uma hidrolise acida em &cido cloridrico (HCI) 1N
a 60°C durante 8 minutos, lavadas em agua corrente, submersas em tubos de ensaio
contendo reativo de Schiff por 45 minutos em locais com auséncia de iluminagéo e
novamente lavadas em agua corrente. Ap6s o método € possivel identificar os

meristemas por uma coloracéo roxa (Figura 4).

Para o preparo das laminas, os meristemas das pontas de raizes foram cortados
e macerados sobre uma lamina contendo aproximadamente uma gota de solugédo de

acido acético a 45%. Apos a retirada dos debris, foi acrescentado ao tecido macerado,
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aproximadamente uma gota do corante solucao de carmim acético a 2% e a lamina foi
coberta por uma laminula. O conjunto de lamina e laminula foi levemente aquecido sobre
as chamas de uma lamparina a alcool e em seguida observado ao microscopio 6ptico

nas objetivas de 60x e 100x.

Figura 4. Meristemas coloridos em roxo apds o método de Feulgen. Meristemas corados em roxo

(setas), e embebidos em reativo de Schiff apds 45 minutos. Fonte: o autor.

Foram preparadas dez laminas por gendtipo e para cada lamina foi contado o
namero de cromossomos de duas placas metafasicas, totalizando vinte placas

metafasicas por gendotipo.
4.3. Analises meioticas

Foram coletados diversos mixes de botdes florais masculinos em diferentes fases
de desenvolvimento, para cada um dos possiveis oito genétipos DH. Os botbes florais
foram fixados em solucao de etanol e acido acético respectivamente na proporcédo 3:1 e
armazenados na geladeira a 4°C, sendo realizada a troca deste fixador para alcool 70%
apos 24h.
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Para o preparo das laminas, as anteras foram cortadas transversalmente com o
auxilio de um bisturi e, em seguida, maceradas com um escalpelo, visando a liberacao
dos meiocitos sobre aproximadamente uma gota do corante solucdo de carmim acético
a 2% (Figura 5). Apos a retirada dos debris sobre a lamina, o material foi coberto com
uma laminula. O conjunto de lamina e laminula foi levemente aquecido sobre as chamas
de uma lamparina a alcool e em seguida observado ao microscépio optico nas objetivas
de 40x, 60x e 100x.

Sob observacdo microscopica, foram realizadas as seguintes analises meiéticas:
determinacao da ploidia meiotica, avaliacdo da estabilidade genética das fases da meiose

um e dois e estimativa do indice de recombinacao.

Figura 5. Meidcitos liberados durante o corte e maceragdo da antera corada com solugcdo de carmim
acético a 2%. Extremidade da antera que sofreu um corte transversal (seta) e meidcitos corados com
solucdo de carmim acético a 2%, liberados apés maceracdo, em diversas fases da meiose (cabecas de

setas). (20x) Fonte: o autor.
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4.3.1 Determinacao da ploidia meidtica dos possiveis duplo-haploides

Foram contabilizadas as frequéncias das valéncias em que 0S Cromossomos
homoélogos se encontravam pareados (univalentes, bivalentes, trivalente e polivalentes)
em 50 células da ultima subfase da préfase: a diacinese, por genétipo. Além disso, foram
contados quantos cromossomos homologos pareados haviam em cada uma das 50
células, por gendtipo, a fim de verificar a ocorréncia de desvios no numero de

cromossomos padrao da espécie, 10 bivalentes, ou seja, 20 cromossomos.

4.3.2 Avaliacéo da estabilidade genética da meiose dos possiveis duplo-haploides

Foram monitoradas as seguintes fases dos dois ciclos da meiose: profase |
(apenas a subfase diacinese), metafase I, anafase I, telofase I, metafase Il, anafase Il e
telofase 1, a fim de verificar a possivel ocorréncia de anormalidades presentes em cada
fase, para cada gendtipo, e assim quantificar através de porcentagens as frequéncias
das anormalidades.

4.3.3 indice de recombinac&o dos possiveis duplo-haploides

Foram classificadas as configuracdes dos quiasmas presentes em 50 células da
subfase da profase: diacinese, para cada genotipo. A classificacdo da configuracédo dos
quiasmas abrangeu duas variantes: configuragcdo em anel e em bastdo. Os quiasmas em
configuracéo anel foram identificados pela presenca de pontos de cruzamentos entre 0s
cromossomos homologos de forma intersticial e considerados como dois quiasmas, na
medida que, os quiasmas em configuracédo bastdo foram identificados pela presenca de
pontos de cruzamentos de forma terminal ou subterminal e considerados como um
quiasma. Ainda, foram contabilizadas as frequéncias das configuracdes que 0s quiasmas
se encontravam durante a diacinese e calculada a média de quiasmas em anel (MQA),
bastdo (MQB) e a média total de quiasmas (MTQ). Por fim, o indice de recombinacéo (IR)

foi estimado conforme a equacéo de Darlington (1958).

IR = [Z N° total de quiasmas + N° de células analisadas] + nimero haploide da espécie.
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4.4. indice meiotico dos possiveis duplo-haploides

Foi coletado um mix de cinco botdes florais masculinos na pré-antese (antes da
maturacdo) de plantas diferentes, para cada um dos oito genétipos. Os botdes florais
foram fixados em solucao de etanol e acido acético respectivamente na proporcao 3:1 e
armazenados na geladeira a 4°C, sendo realizada a troca deste fixador para alcool 70%

apos 24h.

O preparo das laminas seguiu 0 mesmo protocolo utilizado nas analises das fases
meidticas. O método de observacao das laminas foi o de varredura. Foram preparadas
cinco laminas para cada genoétipo. Em cada lamina foram contabilizados e classificados
100 produtos pos-meidticos, perfazendo um total de 500 produtos pos-meidticos por
gendtipo. A classificacdo dos produtos pés-meiéticos abrangeu duas variantes: produtos
pos-meibticos normais e anormais. Os produtos pos-meidticos normais foram
identificados pela presenca de uma tétrade completa (quatro células haploides, cada uma
com um nucléolo, juntas dentro do mesmo revestimento de parede celular composto de
calose), na medida que, os produtos pds-meiodticos anormais foram identificados pela
presenca de qualquer desvio das tétrades completas, como ménade, diade, triade e
tétrade com diversos micronudcleos. Por fim, o indice meiético (IM) foi estimado conforme

a equacao de Love (1951).

IM (%) = N° de tétrades normais x 100 + N° total de produtos pos-meioticos.

4.5. Viabilidade polinica dos possiveis duplo-haploides

Foi coletado um mix de cinco botbes florais masculinos na antese (durante a
maturacdo) de plantas diferentes, para cada um dos oito genadtipos. Os botdes florais
foram coletados por volta das 9:00 horas, fixados em solucédo de etanol e 4cido acético
respectivamente na propor¢ao 3:1 e armazenados na geladeira a 4°C, sendo realizada a

troca deste fixador para élcool 70% apoés 24h.
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Para o preparo das laminas, anteras foram cortadas transversalmente com o
auxilio de um bisturi e, em seguida, maceradas com um escalpelo, visando a liberacao
dos graos de polen sobre aproximadamente uma gota do corante solucédo de Alexander
(Alexander, 1969). Apos a retirada dos debris sobre a lamina, o material foi coberto com

uma laminula e observado ao microscopio Optico nas objetivas de 40x e 60x.

O método de observacgédo das laminas foi o de varredura. Foram preparadas cinco
laminas para cada gendtipo. Em cada lamina foram contabilizados e classificados 500
graos de polen, perfazendo um total de 2.500 gréaos de pdlen por gendtipo. A classificacao
polinica abrangeu duas variantes: gréos de poélen vidveis e inviaveis. Os graos de pdlen
viaveis foram detectados pela presenca da cor vermelha ou plrpura em seus
protoplastos, na medida que, os graos de pdlen inviaveis foram detectados pela auséncia
de citoplasma, contracdo ou enrugamento do protoplasto. Desta forma, a viabilidade
polinica foi estimada pela porcentagem de gréos de poélen viaveis em relagcédo ao total de

graos analisados.

4.6. Fotomicrografias

Todas as laminas do presente estudo foram examinadas com o microscopio optico
Olympus BX60 e as fotomicrografias capturadas com o software CellSens Standard
Image (versado 1.8). Para o preparo das figuras, foi utilizado o software Microsoft

PowerPoint, presente no pacote Microsoft Office Profissional Plus 2019.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Contagem do namero cromossdmico mitdtico dos haploides putativos

A utilizacdo do método de Feulgen, de acordo com o descrito por Aguiar-Perecin
e Vossa (1985), foi bem sucedido, sendo possivel visualizar cromossomos metafésicos
bem corados e assim realizar a contagem cromossémica para uma selecéo de haploides
100% confidvel. Conforme a tabela 2, apenas no gendtipo H1700349, advindo da
populacao-fonte BRS Sol da Manha, foi possivel visualizar células com ploidia “n”, ou
seja, 10 cromossomos (Figura 6-1), nos demais genétipos foram visualizadas, a uma taxa
de 100%, placas metafasicas com 20 cromossémos, ou seja, diploides (Figura 6). No
total, o gendtipo H1700349 apresentou 10% das placas metafasicas com 10

cromossomos e 90% com 20.

Tabela 2. Contagem do numero cromossdmico dos H putativos de milho via mitose.

N° de placas metafasicas

Genotipos Populacao-fonte on N
H1700345 BR 106 20 0
H1700346 BR 106 20 0
H1700347 BR 106 20 0
H1700348 BRS Gorutuba 20 0
H1700349 BRS Sol da Manha 18 2
H1700350 BRS Sol da Manha 20 0
H1700351 BRS Saracura 20 0
H1700352 BRS Saracura 20 0

Fonte: o autor.

Estes dados demostram que a inducdo a H para a obtencédo de gendtipos DH
falhou 100% em sete dos oito gendtipos. Desta forma o método de inducéo de H realizado
pela empresa Embrapa Milho e Sorgo mostrou eficiéncia de 10% no geno6tipo H1700349

e de 1,25% no total, quando analisados todos os genatipos juntos.
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Figura 6. Placas metafasicas revelando o nimero cromossdmico dos haploides putativos. A)
Genotipo DH1700345, com 20 cromossomos; B) Gendétipo DH1700346, com 20 cromossomos; C) Gendtipo
DH1700347, com 20 cromossomos; D) Genétipo DH1700348, com 20 cromossomos; E) Gendtipo
DH1700349, com 20 cromossomos; F) Gen6tipo DH1700350, com 20 cromossomos; G) Genotipo
DH1700351, com 20 cromossomos; H) Gendtipo DH1700352, com 20 cromossomaos (Com um cromossomo

em cima do nucléolo (seta)); I) Genotipo DH1700349, com 10 cromossomos. (60x) Fonte: o autor.
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Segundo os resultados de Prigge et al. (2012), linhas TAILs possuem taxas de
inducéo entre 8% e 10% de eficiéncia. Ainda, também utilizando TAILs, Prassanna et al.
(2012) e Kebede et al. (2011), obtiveram valores de inducdo H préximos de 8% a 14%.
Desta forma, os valores obtidos no gendtipo H1700349, foram correlacionados ao de
Prigge et al. (2011), Prassanna et al. (2012) e Kebede et al. (2011). Entretanto, quando
comparado aos resultados de Rabel et al. (2008), a induc¢éo foi maior, visto que este autor
descreveu resultados de indu¢do menor: em 64 espigas obtidas, apenas trés espigas
produziram sementes H: a espiga 1 com indugédo de 0,6% e as espigas 15 e 17 com
inducéo de 0,4%. Desta forma, observa-se que a aplicacéo do protocolo in vivo apresenta

bastante variacao.

Quando relacionamos esses resultados aos outros sete gendétipos deste estudo
que apresentaram 0% de induc&o H, temos uma discrepancia de valores enorme. Porém,
esta falta de inducado pode ter duas explicacdes: a primeira, onde pode ter ocorrido uma
falha durante os cruzamentos, com as popula¢gdes-fonte possuindo algum tipo de
resisténcia genética a inducédo (Coe e Sarkar, 1964; Belicuas et al., 2007; Chaikam e
Prassanna, 2012; Chaikam et al., 2015) e a segunda, onde fatores ambientais impediram
a inducao (Trindade et al., 2019).

O processo de obtencédo de haploides, sofre influencias de diversos fatores como:
caracteristicas agronémicas do indutor; sincronia de florescimento com as populacdes-
fonte; forma de polinizacdo (manual ou livre) e condi¢Bes climéaticas e de manejo do
campo (Trindade et al., 2019). Entretanto, mesmo com essa variagdo gerada atraves do
ambiente e da técnica de cultivo, as taxas de inducéo de haploidia desses sete genotipos
avaliados entdo bem abaixo dos valores relatado por Pierre et al. (2011) para gendtipos
descendentes do indutor haploide feminino Wisconsin-23, que € de 3% para cada
genotipo. Logo, sédo necessarias maiores analises dos indutores de H, como cruzamento
de Tail P1 x Tail P2 com outras populacdes-fonte ja estabelecidas na producdo de DH
para verificar a taxa de inducao de H, e das populaces-fonte utilizadas neste trabalho,

verificando se as mesmas possuem genes que reprimem a inducédo de H.
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Segundo Prassanna et al. (2012), uma taxa de inducdo de H maior que 6% é
esperada para que a metodologia seja considerada vantajosa para a implementacao em
um programa de desenvolvimento de linhagens duplo-haploides. Desta forma, apenas o
gendtipo H1700349 estaria apto para continuar neste processo, a fim de aprimorar a
obtencao de H. Além disso, foi constatado que nesse estudo, o sistema de identificacdo
de H via R1-nj mostrou sementes com endosperma roxo e embrido branco que ndo eram
haploides verdadeiros. Entretanto, na literatura alguns autores relatam que mesmo que
o sistema R1-nj ofereca uma maneira eficiente de identificar H, a sua expressao pode ser
altamente influenciada pelo historico genético do parental populacdo-fonte (Chaikam e
Prassanna, 2012; Chaikam et al., 2015). Desta forma, atribui-se uma possivel influéncia
dos gendtipos das populagdes-fonte tropicais a falha do sistema R1-nj e a outros fatores
desconhecidos. A producdo de haploides utilizando linhagens indutoras tropicalizadas
ainda ndo se encontra em um estagio de desenvolvimento aprimorado, sendo

necessarios mais estudos na area para melhores conclusoes.

5.2. Andlises meidticas

5.2.1. Determinacao da ploidia meiotica dos possiveis duplo-haploides

Por meio da analise da subfase diacinese, observou-se que todos os genotipos
apresentaram, predominantemente, dez bivalentes (Figura 7). Esses dados corroboram
com os resultados encontrados para milho na literatura, referentes ao nimero de valéncia
cromossémica regular da espécie, relatados por Rhoades (1950) e Chang e Neuffer
(1989). Desta forma, o numero cromossémico dos genotipos é equivalente a 2n=2x=20,
demonstrando que o nivel de ploidia se configura como diploide e que a metodologia de
duplicacdo cromossomica falhou, visto que ndo foi encontrada nenhuma célula com
valéncia de tetraploides, poliploides ou desvios de bivalentes para o conjunto
cromossOmico como um todo. Desta forma, dentro do banco de sementes primariamente
classificadas como DH, apenas dentro do genotipo DH1700349 existem possibilidades
de se encontrar DH. Entretanto, mesmo em DH1700349 néo foram encontradas células

com conjunto cromossémico univalente.
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Figura 7. Diacineses. A) Gen6tipo DH1700345, com dez bivalentes e oito quiasmas em configuragdo anel
(preto) e dois em bastao (branco); B) Genétipo DH1700346, com dez bivalentes e sete quiasmas em
configuracdo anel (preto) e trés em bastéo (branco); C) Geno6tipo DH1700347, com dez bivalentes e dez
quiasmas em configuracéo anel (preto); D) Genodtipo DH1700348, com dez bivalentes e nove quiasmas
em configuracdo anel (preto) e um em bastao (branco); E) Gen6tipo DH1700349, com dez bivalentes e oito
guiasmas em configuragdo anel (preto) e dois em bastdo (branco); F) Geno6tipo DH1700350, com dez
bivalentes e sete quiasmas configuragdo em anel (preto) e trés em bastdo (branco); G) Gendtipo
DH1700351, com dez bivalentes e nove quiasmas em configuracdo anel (preto) e um em bastéo (branco);
H) Gendtipo DH1700352, com dez bivalentes e dez quiasmas em configuragdo anel (preto); 1) Genotipo
DH1700345, com 9 bivalentes e dois univalentes apontados em 2 e 9 (seta). (60x) Fonte: o autor.
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5.2.2. Anormalidades meio6ticas

O numero de células analisadas durante a meiose variou de 702 a 1.258 por
gendtipo, com um total de 7.020 meidcitos analisados (Tabela 3). Os tipos de
anormalidades meidticas encontradas foram: Cromossomos univalentes na subfase
diacinese (CUD) (Figura 7), polaridade do fuso perturbada na metafase 1 (PFPML1),
cromossomos retardatarios na metafase 1 (CRM1), cromossomos adiantados na anafase
1 (CAA1l) (segregacdo precoce), cromossomos retardatarios na anafase 1 (CRA1),
pontes de cromatina na anafase 1 (PCALl), assincronia durante a metafase e a anafase 2
(ADMNZ2), cromossomos adiantados na anafase 2 (CAA2), cromossomos retardatarios
na anafase 2 (CRA2), pontes de cromatina na anafase 2 (PCA2) e microndcleos nas
tétrades dos produtos pés-meidticos (MNT) (Figura 8). Todas as anormalidades relatadas
no presente estudo estdo de acordo com as anormalidades mais frequentes em milho
encontradas na literatura e ja foram analisadas por diversos autores (Pagliarini et al.,
2002; Utsunomiya et al., 2002; Ricci et al., 2007; Khah et al., 2018; Kaur e Singhal, 2019).

As maiores frequéncias de anormalidades referentes a cromossomos e ao material
genético (RCMG) foram encontradas na anafase 1, com o genétipo DH1700345
apresentando o maior pico de anormalidade, com indice de 37% de CAAL (Gréafico 1). Ao
passo que, as menores frequéncias, dentro do espaco amostral que apresentou
anormalidades, foram encontradas em MNT, com os genotipos DH1700345, DH1700346
e DH1700347 (os trés oriundos da mesma populacdo-fonte BR 106) apresentando
frequéncia menor que 1% da anormalidade, e os demais apresentando frequéncia de
0%. Algumas dessas anormalidades descritas, como PFPM1, CRM1 e CAAl, foram
encontradas em todos 0s genotipos, enquanto outras, como CUD, CRAL, PCA1, CAA2,
CRA2, PCA2 e MNT, foram encontradas apenas em alguns genotipos (Grafico 1). Essa
elevada porcentagem de anormalidades relacionadas a movimentos precoces ou
retardatarios nos cromossomos também foi observada nos trabalhos de diversos autores
(Pagliarini, 2000; Pagliarini et al., 2002; Ricci et al., 2007; Kaur e Singhal, 2019).
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Tabela 3 — Frequéncias das anormalidades RCMG meidticas encontradas nos genotipos de milho.

Genotipos

Anormalidades RCMG

(Células afetadas) % (Total de células analisadas)

CuD

PFPM1

CRM1

CAA1l CRA1 PCA1 CAA2 CRA2 PCA2 MNT

DH1700345

DH1700346

DH1700347

DH1700348

DH1700349

DH1700350

DH1700351

DH1700352

(2) 4% (50)

(2) 4% (50)

(2) 4% (50)

(0) 0% (50)

(2) 4% (50)

(0) 0% (50)

(1) 2% (50)

(0) 0% (50)

(8) 1,9% (423)

(1) 1,25% (80)

(3) 5,3% (56)

(1) 0,8% (125)

(4) 2,2% (180)

(7) 1,9% (367)

(2) 2% (100)

(3) 3% (100)

(41) 9,6% (423)

(6) 7,5% (80)

(3) 5,3% (56)

(11) 8,8% (125)

(8) 4,4% (180)

(33) 8,9% (367)

(5) 5% (100)

(5) 5% (100)

(78) 37% (212) (46) 22% (212) (44) 21% (212) (21) 29% (73) (6) 8% (73) (19) 14% (73) (4) 0,8% (500)

(3)4,4% (68) (2)2,9% (68)  (0) 0% (68)  (3)8,5% (35) (0)0% (35) (0) 0% (35) (1) 0,2% (500)

(2) 4,3% (46)  (3)6,5% (46)  (0) 0% (46) (4) 8% (50)  (1)2% (50)  (0) 0% (50)  (3) 0,6% (500)

(5)4,1% (120) (2) 1,6% (120)  (0) 0% (120)  (0) 0% (28) (0) 0% (28)  (0) 0% (28)  (0) 0% (500)

(7)10% (70)  (3)4,2% (70)  (0)0% (70)  (0)0% (32) (0)0% (32) (0) 0% (32)  (0) 0% (500)

(12) 6% (196)  (9) 4,5% (196)  (0) 0% (196)  (2) 2,9% (68) (0) 0% (68)  (0) 0% (68)  (0) 0% (500)

(4)6,6% (60) (4) 6,6% (60)  (0) 0% (60) (3)6% (50)  (1)2% (50)  (0) 0% (50)  (0) 0% (500)

(2) 4,3% (46)  (0) 0% (46) (0) 0% (46) (0)0% (35) (0)0% (35) (0) 0% (35)  (0) 0% (500)

CUD = Cromossomos univalentes na subfase diacinese. PFPM1 = Polaridade do fuso perturbada na metafase 1. CRM 1 = Cromossomos

retardatarios na metafase 1. CAA1 = Cromossomos adiantados na anafase 1. CRA1 = Cromossomos retardatarios na anafase 1. PCAl =

Pontes cromossdmicas na anafase 1. CAA2 = Cromossomos adiantados na anafase 2. CRA2 = Cromossomos retardatarios na anafase 2.

PCA2 = Pontes cromossdmicas na anafase 2. MNT = MicronUcleos nas tétrades dos produtos pés-meibéticos. Fonte: o autor.
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Figura 8. Anormalidades meidticas. A-C) Migracao cromossOmica retardataria para a placa metafasica
e polaridade perturbada; D-F) Pontes cromossdmicas simples e duplas durante a anafase; G-l) Segregacéo
cromossdmica assincrona e migracao cromossémica precoce para os polos; J-L) Assincronia das fases do

segundo ciclo meiético em microspordécitos. (60x) Fonte: o autor.
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Grafico 1 — Frequéncias das anormalidades meidticas encontradas nos gendtipos de milho em barras.
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Pontes cromossdmicas na anafase 1. CAA2 = Cromossomos adiantados na anafase 2. CRA2 = Cromossomos retardatarios na anafase 2.

PCAZ2 = Pontes cromossémicas na anafase 2. MNT= Micron(cleos nas tétrades dos produtos pds-meiéticos. Fonte: o autor.
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Segundo Ricci et al. (2007), em geral, estes tipos de anormalidades sao formados
a partir de cromossomos univalentes, pois existe uma certa tendencia de cromossomos
univalentes apresentam migracao precoce ou retardataria para os polos. Uma vez que,
cromossomos univalentes ndo se encontram pareados, eles podem se perder do seu
conjunto cromossdmico e migrarem para o polo onde ja se encontra o seu homologo,

desta forma, criando duas células com aneuploidias.

Além disso, esse movimento anormal dos cromossomos ndo é uma exclusividade
dos cromossomos univalentes, como observado na figura 8-C, no qual, visualiza-se um
bivalente retardatario, mas também de fatores relacionados a perturbacdo do fuso
meidtico. Gulfishan et al. (2012), verificaram e relacionaram as anormalidades CRM1,
CAAl, CRA1, CAA2 e CRA2 como, também, uma consequéncia da perturbacdo no fuso
meidtico. Desta forma, esse material que ndo consegue chegar até os polos forma
micronucleos. Cromossomos que ndo conseguem se reunir nas fibras do fuso durante a
metafase, que é uma propriedade essencial para sua segregacao sincrona, se reanem
em microndcleos de cromatina de tamanho diferentes durante e apds a tel6fase
(Pagliarini et al., 2002; Ricci et al., 2007; Pozzobon et al., 2011; Kaur e Singhal, 2019).

Entretanto, essa consequéncia pode nao se aplicar tdo efetivamente a
anormalidades como CAA1 e CAA2, visto que 0s mesmos ja se encontram a caminho do
polo correto. Segundo Kaur e Singhal (2019), a disjuncdo precoce de bivalentes
normalmente néo afeta a distribuicdo normal de cromossomos. Logo, esta anormalidade
ndo é tao prejudicial para o gameta final e, desta forma, o pico de CAA 1 do genotipo
DH1700345 no grafico 1, pode n&o afetar de maneira efetiva a sua viabilidade polinica.

As anormalidades PCA1 e PCA2, s6 foram encontradas no genétipo DH1700345,
com uma taxa de 21% para PCAL e 14% para PCA2. Segundo Saylor e Smith (1996), a
formacéao de pontes de cromatina podem ser consequéncia decorrente da nao terminacéo
dos quiasmas dos bivalentes na diacinese e até na metafase, visto que alguns quiasmas
s6 sao desfeitos na metafase (Guerra, 1988), desta forma, durante a anafase ocorre a
formacdo de pontes, pois 0os cromossomos ainda estdo ligados. Assim como o0s

cromossomos retardatarios, a consequéncia dessas anormalidades € a formacao de
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micronucleos durante e apos a telofase (Pagliarini et al., 2002; Ricci et al., 2007; Kaur e
Singhal, 2019). Entretanto, se para cromossomos retardatarios ocorrem aneuploidias,
para as pontes de cromatina podem ocorrer delecées de partes importantes do genoma
e consequentemente abortos ou infertilidades dos graos de polen (Pagliarini, 2000), uma
vez que o material € distendido entre os polos ao longo da anafase, como pode ser visto
na figura 8 D, E e F. Logo, as duas anormalidades diminuem a fertilidade de uma

populacao, quando encontradas em indices elevados.

As fases profase 2 e telofase 1 e 2 ndo apresentaram nenhum indice de
anormalidades. A anormalidade ADMAZ2 (Figura 8 J, K e L), representa uma possibilidade
de formacéo de produtos pés-meidticos desbalanceados temporariamente, como triades,
pois, ao passo que um dos microsporocitos passou pela tel6fase 2 e atingiu a maturidade
gerando dois gametas, 0 outro que nao passou pela telé6fase 2 se encontra em seu
estagio sem citocinese. Kaur e Singhal (2010), correlacionaram a anormalidade ADMA2
a formacéo de podlen estéril em Vicia rigidula Royle, entretanto, ndo mostraram de fato
provas concretas para esta associacdo. Segundo Carrizo Garcia et al. (2017), nédo
existem provas de que ADMAZ2 reduz a viabilidade polinica de maneira efetiva, porém, o
assincronismo meidtico promoveria diferencas metabdlicas entre micrésporos em
desenvolvimento e, portanto, grdos de poélen fisiologicamente heterogéneos dentro de um
Gnico microsporangium. Logo, este fato segundo os autores, estd ligado a
competitividade dos graos de polens pelos recursos e pela fertilizacdo e ndo diretamente

a germinacao.

Em uma andlise geral do Grafico 1, é possivel notar que o genétipo DH1700345
foi 0 Unico que apresentou taxas de anormalidades RCMG maiores que 10%, ao longo
de toda a meiose. Os demais genotipos, apresentaram meiose regular (Figura 9) com
poucas anormalidades RCMG pontuais durante todo o processo de divisdo celular. Logo
sugere-se, 0 que 0s processos de inducdo a H por linagens indutora e duplicacao

cromossOmica, ndo possuem muita relevancia na regulacédo da meiose.
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Figura 9. Meiose Regular. A-E) Profase |; A) Leptoteno; B) Zigéteno; C) Paquiteno; D) Diploteno; E)
Diacinese; F) Metafase |; G) Anéafase |; H) Teldfase [; I) Profase Il; J) Metafase II; K) Anafase Il; L) Tel6fase
Il. (60x) Fonte: o autor.
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5.2.3. indice de recombinacéo

A analise da terminacdo do crossing-over durante a diacinese na forma de
guiasmas (Figura 7), permitiu caracterizar a integridade do pareamento cromossdémico e
assim estimar a frequéncia de bivalentes e univalentes (Tabela 4), observar as

configuracdes de quiasmas mais frequentes nos genotipos e estimar os IR (Tabela 5).

Tabela 4. Frequéncia do numero de cromossomos pareados em bivalentes durante

a diacinese.

Genatipos 10 Bivalentes 9 Bivalentes 8 Bivalentes
DH1700345 48 células (96%) 2 células (4%) O células (0%)
DH1700346 48 células (96%) 1 ceélula (2%) 1 célula (2%)
DH1700347 48 células (96%) 2 células (4%) O células (0%)
DH1700348 50 células (100%) O células (0%) O células (0%)
DH1700349 48 células (96%) 2 células (4%) O células (0%)
DH1700350 50 células (100%) O células (0%) O células (0%)
DH1700351 49 células (98%) 1 célula (2%) 0 células (0%)
DH1700352 50 células (100%) O células (0%) 0 células (0%)

9 bivalentes demonstra a presenc¢a de 2 cromossomos univalentes. 8 bivalentes demonstra a presenca de

4 cromossomos univalentes. Fonte: o autor.

Como observado na Figura 7-1 e na Tabela 4, foram observadas pequenas taxas
de cromossomos univalentes durante a diacinese, com uma frequéncia de 4% nos
genétipos DH1700345, DH1700346, DH1700347 e DH1700349 e 2% no gendtipo
DH1700351. Os demais genoétipos ndo apresentaram univalentes. Pagliarini (1980; 1983;
1989), demonstrou em milho que a frequéncia de cromossomos univalentes esta
diretamente relacionada a frequéncia de quiasmas, visto que, quanto maior o valor de IR,

menor a taxa de cromossomos univalentes.
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Tabela 5 — Quiasmas e indice de recombinacéo.

9anéis 8anéis 7anéis 6anéis 5anéis
Gendtipos 10 anéis e e e e e MQA MQB MTQ IR TAU
1 bastdo 2 bastdo 3bastdao 4 bastdao 5 bastdo
DH1700345 9 (18%) 18 (36%) 13 (26%) 6(12%) 1(2%) 1(2%) 85 15 185 27.78 48
DH1700346 16 (32%) 23 (46%) 5 (10%) 4(8%) 0(0%) 0 (0%) 9 1 19 283 48
DH1700347 10 (20%) 19 (38%) 16 (32%) 2(4%) 0(0%) 1(2%) 87 1.3 187 27.96 48
DH1700348 15 (30%) 20 (40%) 9 (18%) 2(4%) 4(8%) 0(0%) 88 1.2 188 288 50
DH1700349 14 (28%) 24 (48%) 6 (12%) 3 (6%) 1(2%) 0 (0%) 9 1 19 28.22 48
DH1700350 12 (24%) 21 (42%) 13 (26%) 2(4%) 2(4%) 0(0%) 88 1.2 188 2878 50
DH1700351 12 (24%) 26 (52%) 9 (18%) 2(4%) 0(0%) 0 (0%) 9 1 19 286 49
DH1700352 13 (26%) 19 (38%) 12 (24%) 4(8%) 2(4%) 0(0%) 8.7 1.3 187 2874 50

MQA = Média de quiasmas em anel. MQB = Média de quiasmas em Bastdo. MTQ = Média total de quiasmas. IR = indice de recombinacao.

TAU = Total de células analisadas nao incluindo células anormais, como células com univalentes. Fonte: o autor.
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Deste modo, a quantificagcdo do niumero de quiasma é uma estimativa que auxilia
inferir sob a estabilidade mei6tica, uma vez que, sao eles que previnem os univalentes e
asseguram que os bivalentes sejam orientados para polos opostos (Defani-Scoarize et
al., 1996; Senda et al., 2005).

A formacdo de univalentes esta associada, assim como a maioria das
anormalidades meibticas, a parametros genéticos e ambientais. Em milho, mais de 58
mutantes descritos ja foram relacionados a erros na formacdo de bivalentes
(Golubovskaya et al., 2011). Esses mutantes representam em torno de 35 genes e estao
relacionados a falhas no pareamento de homadlogos, na segregacao sincrona durante a
anafase, na sinapse, na permuta, no fuso e entre outros (Golubovskaya et al., 2011).
Além disso, Sybenga (1971), também descreveu que, apesar, da frequéncia de quiasmas
ser controlada geneticamente, estd também pode sofrer alteracbes em funcédo de
condicdes ambientais, como temperatura, idade da planta, disponibilidade hidrica e
exposicdo a agentes mutagénicos como a radiacao ionizante e produtos quimicos. A
principal consequéncia de cromossomos univalentes € a formacédo de micronucleos no
citoplasma ao final da meiose (Ricci et al., 2007; Pozzobon et al., 2011). Por se tratarem
de células com anormalidades, as diacineses com cromossomos univalentes ndo foram
incluidas nos célculos de IR. Todos o0s genotipos com cromossomos univalentes
(DH1700345, DH1700347, DH1700349 e DH1700351) apresentaram apenas um par de
Cromossomos sem pareamento, ou seja, 9 bivalentes e dois cromossomos univalentes,
0 genotipo DH1700346, foi 0 Unico que apresentou mais de um par de cromossomos
homodlogos sem pareamento, com uma ceélula apresentando apenas oito bivalentes e

guatro cromossomos univalentes.

Os dados obtidos na tabela de quiasmas e indice de recombinagéo (Tabela 5),
mostram que 0s genotipos analisados apresentam com maior frequéncia quiasmas na
conformacdo anel. Conforme Zarchi et al. (1972), quiasmas em bastdo (terminais)
possuem apenas uma funcdo, assegurar que a proxima fase do ciclo de divisédo celular
ocorra de maneira regular, ou seja, ocorre a uniao dos bivalentes em bastdo para que

nao haja problemas na segregacao cromossdmica, a medida que, quiasmas em anel
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(intersticiais) representam o verdadeiro crossing-over, gerando uma maior variabilidade
genética. Desta maneira, 0s o0ito gendtipos em questdo possuem altas taxas de
variabilidade na composicdo dos genes dos seus gametas, visto que, o IR esta perto do
seu limite madximo para o milho, 30, conforme a equacdo de Darlington (1958). Desta
forma, os altos valores de quiasmas em anel justificam as pequenas taxas de

cromossomos univalentes nas diacineses analisadas.

Entretanto, ndo necessariamente, altos valores de quiasma significam total
estabilidade genética, pois, durante o crossing-over podem ocorrer translocacfes
(Peterson et al., 2020) e caso o nivel de translocacdes esteja no limite (refere-se a taxa
do IR em seu limite) podem ocorrer dele¢bes (Liu et al., 2011), gerando segmentos de
cromossomos soltos, principalmente telocéntricos, ou forcando a célula a uma apoptose.
Ainda, delecdes envolvendo grandes segmentos do cromossomo geralmente sao
deletérias e ndo sao transmitidas através do gameta (Chang e Neuffer, 1989). Assim
como, um nivel muito baixo de crossing-over pode levar a cromossomos univalentes, a
decadéncia na heterozigosidade e prejudicar a fertilidade do pdlen (Aguiar-Perecin,
1985), segundo Darlington (1958), niveis baixos de crossing-over sao ruins, pois nao
abrem a possibilidade de se obter as melhores combinacbes de genes em um

cromossomo.

O maior IR, 28.8, foi encontrado no gendtipo DH1700348, ao passo que, 0 menor
IR, 27.78, foi encontrado no gendtipo DH1700345. Observa-se um intervalo minimo de
1.2 entre os valores do menor e maior IR. Segundo Neto (2010), espécies da mesma
familia ndo apresentam grandes variagcbes no IR calculado segundo a equacdo de
Darlington (1958), visto que, o calculo soma o numero haploide da espécie ao resultado
final da divisdo do niumero de quiasmas pelo numero de células analisadas, ou seja,
soma-se 0 mesmo valor para todos os genétipos analisados ap6s a divisdo, o que torna

os resultados semelhantes.

Para os oito genotipos, em média, a configuracdo mais frequente de quiasmas
observados na diacinese foi a de nove anéis e um bastdo e a menos frequente foi a de

cinco anéis e cinco bastdes, com apenas dois genotipos apresentando esse arranjo:
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DH1700345 e DH1700347. Nao foi encontrada nenhuma célula em que o numero de
guiasmas em configuracao anel fosse inferior aos quiasmas em configuracédo bastdo. Os
gendtipos que apresentaram a maior MQA foram DH1700346, DH1700349 e
DH1700351, os trés com MQA em 9, e 0 gendtipo que apresentou a menor foi
DH1700345, com MQA em 8.5. A média da MQA para todos os gendtipos foi de 8.81, ao
passo que, a média da MQB foi de 1.19. Ainda, a média da MTQ para os oito genotipos
foi igual a 18.81, resultado similar ao encontrado por Almeida (2003), no qual, a média
total de quiasmas para todos os gendtipos hibridos de milho foi de 18,73. Nao foram
encontrados na literatura dados de gendtipos de milho duplo-haploides que passaram

pela estimativa do IR segundo a equacéo de Darlington (1958).

Logo, o que se espera de bons resultados do IR € um equilibrio, com células com
ambas as configuragcbes de quiasmas, anel e bastdo. Desta maneira permitindo o
pareamento e a segregacdo cromossdmica e, portanto, assegurando as condicfes
essenciais de reproducao sexual (Darlington, 1958), evolucdo dos organismos (Guerra,
1988), e uma estabilidade que n&o cologque 0os cromossomos em riscos de delecdes.
Assim, ndo ocorrendo a monopolizagdo de uma configuragdo de quiasma, como
encontrado nos genotipos analisados neste trabalho, que apresentaram ¥4 (25,25%) das

suas células em média com dez bivalentes em configuracdo anel.

Como os valores do IR foram muito proximos para 0s oito genétipos, nao foi
possivel tracar uma relagdo entre as maiores taxas do IR com os menores indices de
anormalidades RCMG, relacionadas a cromossomos adiantados ou retardatarios durante
a meiose, de maneira que fosse possivel inferir que a alta taxa do IR possibilitou uma
meiose com menores anormalidades. Ao contrario, no presente estudo as taxas do IR
nao foram um fator com grande efetividade para inferir sobre as discrepancias dos valores
da regularidade meidtica dos oito gendtipos, principalmente quando comparados 0s
genotipos DH1700346, DH1700347, DH1700348, DH1700349, DH1700350, DH1700351
e DH1700352 ao gendtipo DH1700345 (gendtipo com maiores taxas de anormalidades).
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5.3. indice meiético

Todos os gendtipos avaliados mostraram, sob analise de microscopia Optica,
tétrades completas (Figura 10). Os IM apresentaram média de 95,62%, com variacdes de
valores entre 84,2% e 99,2% (Tabela 6). Dos oito genétipos avaliados, dois apresentaram
indices inferiores a média: DH1700345 e DH1700347 e seis apresentaram indices
superiores a média: DH1700346, DH1700348, DH1700349, DH1700350, DH1700351 e
DH1700352.

A analise do indice meidtico auxilia na verificacdo da estabilidade da meiose, dessa
forma, quanto maior a porcentagem encontrada de tétrades completas (corretamente
balanceadas), mais regular € o comportamento meio6tico da espécie (Love 1951; Frizon
et al., 2021). Entretanto, para Love (1951), apenas plantas com indices meidticos acima
de 90% s&o estaveis geneticamente, sendo as mais indicadas para programas de
melhoramento. O gendtipo DH1700345 foi o Unico que apresentou IM inferior a 90%, logo,
ndo se encontra em uma alta estabilidade meidtica, podendo vir a gerar dificuldades
durante cruzamentos. Pois, produtos pés-meiéticos formados a partir de células meiéticas
com irregularidades promovem um aumento da infertilidade da planta, uma vez que, as
principais mutacdes que causam a esterilidade polinica sdo as dos produtos pos-
meiodticos anormais (Pagliarini, 2000). Ainda, pode-se relacionar o IM do
genotipo DH1700345, inferior a 90%, ao indice de anormalidades meidticas acima de
10%, encontrado nas analises da estabilidade genética da meiose um e dois para o
mesmo. Desta forma, quanto maior o valor das taxas de anormalidades meiéticas, menor

o valor encontrado em IM.

Para os demais gendtipos, todos apresentaram IM maior que 90%, dessa forma,
enquadram-se no titulo de gendétipos com alta estabilidade meidtica e desejaveis em
programas de melhoramento. A estimativa do IM é de suma importancia, pois, a partir do
mesmo, é possivel reduzir o tempo necessario para a producdo de novas cultivares
hibridas, visto que, linhagens com baixos IM sdo descartadas, aprimorando a selecao de

genaotipos mais estaveis citologicamente.
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Figura 10. Produtos pos-meidticos. A) Tétrade completa com quatro micrésporos e cada micrésporos
com um nucléolo. B) Tétrade completa com quatro micrésporos, porém com um micrésporo sem nucléolo
(cabeca de seta) e outros dois com diversos micronuicleos (setas); C-E) Triades, com um gameta
(microspordcito) ndo reduzido e F) Aglomerado de tétrades completas visualizadas na objetiva de 20x.
(60x) Fonte: o autor.
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Tabela 6 — indice Meiético.

Tetrades

Tétrades

Genaotipos R Completas IM % Gendétipo R Completas IM %
1 88 1 98
2 72 2 99

DH1700345 3 99 84,2 DH1700349 3 100 98,6
4 83 4 96
5 79 5 100
1 100 1 100
2 100 2 100

DH1700346 3 94 97,4 DH1700350 3 100 99,6
4 93 4 100
5 100 5 98
1 95 1 99
2 94 2 97

DH1700347 3 87 90,4 DH1700351 3 100 99,2
4 85 4 100
5 91 5 100
1 98 1 100
2 100 2 100

DH1700348 3 100 96,4 DH1700352 3 96 99,2
4 92 4 100
5 92 5 100

R = Repeti¢des. IM = indice meidtico final em porcentagem. Fonte: o autor.



A irregularidade do IM com maior observacao dentro dos genotipos foi a triade. As
triades sdo formadas por uma célula 2n (diploide), na qual ndo ocorreu uma reducao do
namero cromossémico, e duas células n (haploides). Citologicamente, essa nao reducao
cromossOmica ocorre na meiose I, no qual, falhas na segregacao das cromatides irmas
por meio de problemas na orientagdo do eixo meidtico (ndo ocorre uma localizacdo da
placa metafasica ou dos polos), orientacées anormais de fuso, problemas na formacéao
da placa metafasica e falhas na citocinese (Brownfield e Kéhler, 2011) contribuem para a
restituicdo de nucleos diploides 2n, com formacao de diades quando a falha ocorre nos
dois microspordcitos ou triades quando a falha ocorre em apenas um dos
microsporécitos. Como consequéncia, a heterozigose do gameta néo reduzido da triade,
€ de zero, desde o centrébmero até o I6cus do primeiro sobrecruzamento e somente em
torno de 40-45% da heterozigose do progenitor é transmitida a progénie (Peloquin et al.,
2008). Todos esses efeitos podem ser amplificados em casos de estresse ambiental
(Mason e Piris, 2015).

O resultado abaixo de 90% do IM encontrado para o genétipo DH1700345 foi
similar aos descritos por Santos et al. (2019), que mostrou IM de 85% para um hibrido
simples de milho. E os resultados encontrados acima de 90% do IM encontrados nos
demais genotipos, sédo similares aos descritos por Almeida (2013) e Terra (2004) em
cultivares de milho. Logo, o estresse quimico sofrido pelos gendtipos ndo afetou de

maneira efetiva os seus IM e consequentemente a estabilidade meidtica dos mesmos.
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5.4. Viabilidade polinica

Todos os gendtipos avaliados mostraram, sob analise de microscopia 6ptica, graos

de pdlen viaveis (Figura 11).

Primeiramente, ao relacionar os dados do IM aos da VP, observa-se que a taxa do
IM foi maior do que a da VP em todos genétipos examinados (Tabela 6 e 7). Uma vez
observado que a frequéncia de produtos pdés-meidticos irregulares € menor que a de
polens inviaveis, supbe-se gue mesmo em tétrades completas, 0s microsporos ndo sejam
balanceados (Medina, 1969), como na figura 10-b. Assim, por mais que os resultados do
IM sejam altos a garantia de altos indices de fertilidade polinica ndo est4 assegurada,
pois células com anomalias também podem gerar graos de polen com protoplasto ativo.
Na literatura ndo existe um método universal de determinacéo da viabilidade utilizando
um corante especifico, entretanto dentre os corantes mais utilizados para milho destaca-
se: a coloragéo tripla de Alexander (Gonzalez-Sanchez et al., 2004; Davide et al., 2009;
Santos et al., 2019).

Entretanto, este mecanismo nao fornece informacdes sobre a capacidade
germinativa do grao de pdélen e sim sobre a sua integridade citolégica, quanto ao seu
ndcleo, citoplasma e membrana plasmatica (Alexander, 1969; Baez et al., 2002). Por
estes motivos, sdo encontrados maiores valores no IM quando relacionado a VP (Grafico
2), utilizando testes colorimétricos. Logo, a relevancia do uso desses métodos na
literatura esta associada a rapidez, simplicidade e baixo custo pra implementacdo que a
técnica demanda, além da possibilidade de determinar se o protoplasto celular encontra-
se em condi¢des favoraveis para uma futura germinacao, ou seja, ativo com um potencial
de fertilizacao (Béez et al., 2002; Techio et al., 2006).

Os indices de viabilidade polinica apresentaram média de 76,04%, com variacfes
de valores entre 63,84% e 86,16% (Tabela 7). Dos oito genétipos avaliados, trés
apresentaram indices inferiores a média: DH1700345, DH1700347 e DH1700349 e cinco
apresentaram indices superiores a media: DH1700346, DH1700348, DH1700350,
DH1700351 e DH1700352.
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Figura 11. Graos de pélen. A) Geno6tipo DH1700345, com dois grdos de pélen viaveis (seta) e um grao
de polen em estagio unicelular tardio com um grande vacuolo central comprimindo o citoplasma (cabeca
de seta); B) Gendtipo DH1700346, com um gréo de poélen viavel (seta) e dois graos de pélen inviaveis com
protoplasto totalmente enrugado e contraido (cabeca de seta); C) Gendtipo DH1700348, com gréo de polen
viavel visualizado em lamina sem cobertura da laminula, mostrando a abertura germinativa (Seta; D)
Genotipo DH1700347, com um gréo de pdélen apresentando um nudcleo espermatico (seta) e um poro
germinativo (cabeca de seta); E) Gendtipo DH1700351, com um gréo de pdélen binucleado apresentando
um nucleo espermatico (2) préximo ao poro germinativo (1) e um nucleo vegetativo (3) no pélo oposto ao
do poro germinativo; F) Gendtipo DH1700349, com um grao de pélen viavel (seta) e com um grao de pdlen

invidvel com citoplasma protoplasto retraido (cabeca de seta); (60x) Fonte: o autor.
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Tabela 7 — Viabilidade polinica.

Gendétipos R Viaveis Inviaveis VR% VP % Genotipo R Viaveis Inviaveis VR% VP %

1 279 221 54,6 1 475 25 95

2 340 160 68 2 420 80 84
DH1700345 3 474 26 94,8 63,84 DH1700349 3 208 293 41,6 71,64

4 180 320 36 4 485 15 97

5 323 177 64,6 5 203 297 40,6

1 355 145 71 1 462 38 92,4

2 455 45 91 2 482 18 96,4
DH1700346 3 318 182 63,6 77,52 DH1700350 3 241 258 48,2 85,68

4 354 246 70,8 4 476 24 95,2

5 456 44 91,2 5 481 19 96,2

1 352 148 70,4 1 450 50 90

2 327 173 65,4 2 409 91 81,8
DH1700347 3 300 200 60 64,72 DH1700351 3 444 56 88,8 86,16

4 270 230 54 4 458 42 91,6

5 369 131 73,8 5 393 107 78,6

1 340 160 68 1 449 51 89,8

2 385 115 77 2 332 168 66,4
DH1700348 3 325 175 65 78,8 DH1700352 3 363 137 72,6 79,92

4 454 46 90,8 4 383 117 76,6

5 466 34 93,2 5 471 29 94,2

*R = Repeti¢cdes. *VR = Viabilidade de cada repeticdo em porcentagem. *VP = Viabilidade polinica final em porcentagem. Fonte: o autor.
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Grafico 2 — Correlacéo dos valores de VP e IM através de um radar com marcadores em percentual.
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*VP = Viabilidade polinica; IM = indice meiético. Fonte: o autor.
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Bénard e Noiret (1970) descreveram que genotipos que apresentam taxas de VP
maiores ou iguais a 60% séo classificados como preservados, podendo ser armazenados
e manter o seu poder de fertilizacdo por um longo tempo a temperatura ambiente.
Entretanto, Arnaud (1979), afirmou que os grdos de pdlen apenas podem ser
considerados conservados para armazenamento, quando possuirem VP superior a 70%,
devendo sofrer descarte os que atingirem taxas de VP inferiores a 40%. Seguindo esta
I6gica, os percentuais obtidos na VP indicam que os genotipos DH1700346, DH1700348,
DH1700349, DH1700350, DH1700351 e DH1700352 sao considerados preservados e
podem ser armazenados sem grandes riscos de perda de viabilidade. Enquanto, os

genaotipos DH1700345 e DH1700347 séo apenas preservados.

Além disso, apesar de alguns gendtipos compartilharem os mesmos parentais,
populacdes-fonte e indutor (Tabela 1), como DH1700345, DH1700346 e DH1700347 que
compartilham BR 106 e Tail P1 x Tail P2, os mesmos ndo demonstraram indices de VP
semelhantes, com variacfes em seus resultados superiores a 10%. Este fato, entretanto,
ndo j& foi observado e estudado na literatura, visto que, conforme Loguercio e Battistin
(2004) e Techio et al. (2006), sao observadas diferengas na VP entre plantas da mesma
variedade ou cultivares, e, ainda, essas sao influenciadas principalmente por fatores
genéticos e climaticos (Ferreira et al.,, 2007; Franca, 2011). Entretanto, ndo apenas
fatores bidticos afetam a VP dos gendtipos, pois fatores abidticos como altas e baixas
temperatura, umidade relativa do ar, disponibilidade hidrica, nutricdo do solo e estacao
do ano, também, podem impactar a gametogénese masculina em diferentes estagios de
desenvolvimento, diminuindo a VP, mesmo em plantas irmas (Ferreira et al., 2007,
Franca, 2011).

Couto et al. (2015), utilizando a solucdo de Alexander, obteve VP de 0,4% em
genotipos DH e VP de 84% em genotipos que passaram por processos de duplicacdo
cromossOmica e permaneceram diploides, ou seja, falha na duplicagdo. Logo, os
resultados de VP obtidos no presente estudo, se assemelham em média, aos resultados
de Couto et al. (2015).
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Entretanto, os valeres encontrados na VP dos falsos DH (Tabela 7) podem néo ser
considerados tao altos, quando comparados a VP de cultivares diploides de milho que
nao passaram por processo de inducdo a H e duplicacdo cromossdmica, pois, segundo
os resultados descritos por Almeida (2013) e Terra (2004) utilizando o carmim propidnico
para VP, e David et al. (2009) e Santos et al. (2019) utilizando a solucdo de Alexander
para VP, o menor percentual obtido foi de 95%. Os resultados da VP possuem influéncia
direta sobre o sucesso na selecdo de gendtipos para a fertilizacdo (Dafni, 1992), logo,

bons indices asseguram a continuidade do genétipo no programa de melhoramento.

Love (1949) e Guerra (1988), descrevem que a analise de graos de pdlen é uma
das maneiras mais simples de determinar se 0 comportamento meidtico dos
cromossomos é regular. Desta forma, considerando que foram obtidos indices de VP em
gue os graos de polen sédo considerados conservados, segundo os parametros de Bénard
e Noiret (1970) e Arnaud (1979), € possivel afirmar que os genoétipos avaliados possuem
estabilidade meidtica regular. Desta forma, esses resultados demonstram que apesar do
estresse sofrido por esses gendtipos causados por uma inducdo a H e duplicacao
cromossOmica, esses processos nao afetaram diretamente a fertilidade do polen dos oito

genaotipos.
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6. CONCLUSOES

A identificacdo de haploides putativos através do sistema R1-nj mostrou pouca
eficacia neste estudo, pois, dos 8 presentes genotipos analisados, 7: H1700345,
H1700346, H1700347, H1700348, H1700350, H1700351 e H1700351 nao séo haploides
verdadeiros, uma vez que, pela contagem cromossOmica, mostraram 20 cromossomos
em suas placas metafasicas (diploides). Logo, nestes gendtipos, a metodologia de
inducéo a haploidia via linhagem indutora tropicalizada Tail P1 x Tail P2 falhou. Apenas
0 genotipo H1700349 apresentou 10% das suas placas metafasicas com 10
Cromossomos, ou seja, haploides. Desta forma, dos 8 genotipos haploides putativos com
genoma tropical analisados, apenas um obteve sucesso na inducédo a haploidia. Desta
maneira, apenas o genotipo H1700349, é recomendado a continuar em programas de
melhoramento que visem obter DH.

A duplicacado cromossémica falhou em todos os falsos genétipos duplo-haploides
analisados. Ainda, foi constatado que os processos de obtencdo de DH (inducdo a
haploidia e duplicacdo cromossdmica), pelo qual, as plantas de milho foram submetidas,
nao influenciaram diretamente de forma significativa as suas regularidades meioéticas e
conseqguentemente a viabilidade polinica dos gendtipos.

Todos os falsos genoétipos DH apresentaram altas taxas de IM e IR e baixas
anormalidade meibticas, exceto DH1700345, que apresentou anormalidades meiéticas

maiores a 10%, a menor viabilidade polinica e IM abaixo de 90%.
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