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RESUMO

SOUZA, Viviane Fernandes de. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa.
Fevereiro de 2010. MICROSPOROGENESE EM MILHO FORRAGEIRO (Zea
mays L.). Orientadora: Professora Dra. Maria Suely Pagliarini; Co-orientador:
Professor Dr. Carlos Alberto Scapim.

Dentre as plantas cultivadas, o milho, por apresentar grande versatilidade de
uso €, sem duvida, a mais estudada. A utilizacdo do milho na forma de silagem é
relevante no desenvolvimento do rebanho bovino e na redugdo de custos da
producdo agropecuaria. Informacdes relacionadas a aspectos citogenéticos sao
inexistentes para milho forrageiro. Em programas de melhoramento, hibridos
comerciais sdo muito utilizados como populagbes-mées na obtencdo de linhagens
endogémicas para a formacdo de novos hibridos. Como o cultivo de milho é
dependente de sementes, a qual esta diretamente ligada a gametas viaveis, a selecéo
de populacdes-maes para a extracdo de linhagens endogamicas de alta qualidade a
partir da estabilidade meidtica podera contribuir sobremaneira para o programa de
formacdo de novos hibridos de milho forrageiro. Neste trabalho foi avaliada a
estabilidade meiotica de seis hibridos comerciais de milho forrageiro cultivados no
Estado do Parand, obtidos por quatro diferentes empresas de melhoramento. Todos
apresentaram anormalidades meidticas, porem em diferentes frequéncias. Algumas
anormalidades foram comuns a todos os gendtipos, enquanto outras afetaram apenas
alguns genotipos ou algumas plantas dentro de genotipo. Anormalidades
relacionadas a segregacao irregular de cromossomos e auséncia de citocinese foram
observadas em todos os hibridos, enquanto citomixia e anormalidades na formacao
de fuso foram observadas em apenas algumas plantas de alguns gendtipos. O
hibrido SG 6010 foi o que apresentou a menor frequéncia média de células
anormais (21,27%), enquanto a maior frequéncia foi observada no hibrido P 30K64
(44,43%). Todavia, quando se compara apenas a frequéncia de produtos meiéticos
anormais, esta cai drasticamente para a maioria dos gendtipos analisados, passando
a variar 7,36% no hibrido CD 304 a 43,86% no hibrido Garra. Levando-se em
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consideracdo a percentagem de produtos meidticos anormais e, por conseguinte, a
estabilidade meidtica, recomenda-se que apenas o0s hibridos CD 304, P 30K64, SG
6010 e P 30F53 permanecam no programa de melhoramento para obtengdo de

linhagens endogamicas.

Palavras-chave: milho forrageiro, microsporogénese, anormalidades meidticas.



ABSTRACT

SOUZA, Viviane Fernandes de. M. Sc. State University of Maringa.
February, 2010. Microsporogenesis in corn silage (Zea mays L.). Adviser: Dr.
Maria Suely Pagliarini; Co-adviser: Dr. Carlos Alberto Scapim.

Among cultivated plants, the maize is the most studied one because its versatility of
use. The utilization of maize as silage drastically reduces the costs of cattle
production. Data related to cytogenetics aspects were not found for this culture. In
breeding programs, commercial hybrids are frequently used as the source of inbred
lines to obtain new hybrids. Considering that the maize cultivation is dependent on
healthy seeds that, in turn, are dependent on viable gametes, the selection of
populations to obtain inbred lines with high meiotic stability could contribute to the
formation of new corn silage hybrids adapted to the South Region of Brazil. The
meiotic stability of six commercial hybrids of corn silage was evaluated by
conventional methods. All of them presented meiotic abnormalities, however in
different amounts. Some abnormalities, such as abnormal chromosome segregation
and absence of cytokinesis, occurred in all the genotypes, while others, including
cytomixis and abnormal spindle orientation or absence of spindles, were found only
in some genotypes. The hybrid SG 6010 presented the lower mean frequency of
abnormal cells (21.27%), however the higher frequency was found in the hybrid P
30K64 (44.43%). But, when only the frequency of abnormal meiotic products was
compared, it drastically decreased for the majority of genotypes, ranging from
7,36% in the hybrid CD 304 to 43,86% in GARRA. Taking into account the
percentagem of abnormal meiotic products and, hence, the meiotic stability, only
the hybrids CD 304, P 30K64, SG 6010, and P30F53 are recommended to remain in

the breeding program to obtain inbred lines to create new hybrids.

Key-words: corn silage, microsporogenesis, meiotic abnormalities.



1. INTRODUCAO

Dentre as espécies cultivadas, o milho apresenta grande versatilidade de
uso. O milho forrageiro, em especial, tem contribuido de forma relevante no
desenvolvimento do rebanho bovino e na reducdo de custos de producdo
agropecudria por sua facilidade de cultivo, altos rendimentos e, principalmente, pela
qualidade da silagem produzida (Zago, 1991). A silagem é usada como alternativa
na manutencdo e incremento da producdo animal, principalmente em periodos de
menor producéo de pastagem natural (McDonald, 1981).

As cultivares de milho encontradas no mercado possuem caracteristicas
diferenciadas de adaptacdo ao ambiente e podem mostrar qualidades variaveis
quando empregadas na producdo de silagem. Este € um fator que oportuniza o
melhoramento e permite a exploracdo do seu potencial genético.

Nos programas de melhoramento é comum a utilizacdo de hibridos, quer
seja para a obtencdo de linhagens ou para formacdo de novas populagdes. Os
hibridos, por serem heterozig6ticos, apresentam alta estabilidade meidtica (Rees e
Thompson, 1956; Pagliarini, 1983; Pagliarini et al., 2002; Defani-Scoarize et al.,
1995). Todavia, quando plantas alégamas sdo autofecundadas sucessivamente,
colocam em homozigose 0s genes que controlam o processo meioGtico e uma série
de anormalidades surgem nas plantas endogamicas (Rees e Thompson, 1956;
Pagliarini, 1980; Pagliarini et al., 2002; Defani-Scoarize et al., 1995, 1996). Estas
anormalidades comprometem a producdo de graos de polen viaveis.

Como o cultivo de milho é dependente de sementes e a producdo de
sementes esta diretamente ligada a gametas viaveis, a selecdo de populagdes-mées
para a extracdo de linhagens endogamicas de alta qualidade a partir da estabilidade
meiotica poderd contribuir sobremaneira para o programa de formacdo de novos
hibridos de milho forrageiro. Assim, a regularidade da meiose é imprescindivel para
a obtencéo de sementes.

Informacdes diretamente relacionadas com aspectos citogenéticos e

fertilidade do pdlen sdo inexistentes para esta cultura. Neste sentido, o presente
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estudo teve o objetivo de analisar a microsporogénese de hibridos simples e triplos
de milho forrageiro disponiveis no mercado de sementes. Os hibridos selecionados
foram obtidos por diferentes empresas de melhoramento e estdo sendo avaliados
como populacbes-mées para a obtencédo de linhagens endogamicas e formacédo de

novos hibridos adaptados as condi¢6es edafoclimaticas do Estado do Parana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e domesticacdo do milho

O milho é um cereal essencialmente americano, pois € nesse continente que
se encontram 0s seus parentes selvagens mais proximos: o teosinto e o Tripsacum.
Fora das Américas, ndo existem fosseis nem evidéncias linguisticas, historicas ou
pictéricas de milho. Desde o inicio da agricultura nas Américas, o milho tem sido
submetido & pressdo seletiva pelo homem. E a planta cultivada que atingiu o mais
elevado estagio de domesticacdo, uma vez que perdeu a caracteristica de

sobrevivéncia sem a intervencdo do homem.

Paterniani e Goodman (1977) salientam que a grande diversidade genética
encontrada na espécie Zea mays L., sem duvida, pode ser considerada um exemplo
de evolucdo que corresponde a mudancgas nas frequéncias génicas ao longo das
geracOes. Os fatores que contribuem para essas mudancas séo selecdo, mutacéo,
oscilacdo genética, migracdo e hibridacdo. Provavelmente, todos esses fatores
desempenharam papel maior ou menor no desenvolvimento das racas de milho.
Entretanto, os dois fatores de maior importancia sdo hibridacdo e selecdo (Borém,
2005).

O milho, dentre as espécies originarias das Ameéricas €, certamente, o de
maior importancia econdmica e social em nivel mundial, em termos de é&rea
semeada e de producao de graos. No Brasil, o milho é cultivado em todos os estados
da Federagdo e na maioria das propriedades agricolas (Vilarinho, 2006). Desde as
viagens de Colombo ao Novo Mundo, em 1492, ja havia interesse por essa espécie.
Embora possam ter ocorrido contatos anteriores de europeus com as Americas e
provavelmente o milho tenha alcancado o Velho Mundo em época anterior, foi
Colombo que, possivelmente, levou grdos de milho ao regressar a Espanha
(Goodman, 1987).



Atualmente, a agricultura levou os pesquisadores a criar cultivares mais
produtivas com caracteristicas especificas para atendimento do mercado
consumidor, da colheita mecénica, resisténcia a pragas e doencas, ciclo vegetativo,
etc. A selecdo intensiva por meio dos processos de melhoramento conduz
invariavelmente ao estreitamento da variabilidade genética adequada para ser usada
nos programas de melhoramento. No Brasil, o Banco Ativo de Germoplasma de
milho (BAG milho) foi criado com a finalidade de suprir os programas de
melhoramento com germoplasma que apresenta uma adequada diversidade e
variabilidade genética da cultura. Tem como atividades principais a conservacao da
colecdo a curto e médio prazo, além da caracterizacdo, avaliacdo, coleta,
intercambio e documentacdo do germoplasma. O BAG milho conta com 3767
acessos de Zea mays L. e sete acessos dos parentes préoximos do milho (Z.

diploperennis, Z. mexicana e Tripsacum dactyloides) (Andrade et al., 2010).

2.2.  Importancia do milho forrageiro

O sucesso dos sistemas de producdo da pecudria bovina esta relacionado ao
bom desempenho do potencial genético dos animais. Assim, para que ocorra 0
aproveitamento desse potencial genético ha necessidade de se utilizar alimentos de
elevada qualidade. A utilizacdo de silagem na dieta é uma tecnologia que tem
contribuido significativamente para incrementos nos indices produtivos do rebanho
bovino e na reducdo dos custos operacionais do setor agropecuéario. A silagem, no
Brasil, € utilizada tanto para fazer a suplementacdo das pastagens na estacdo seca,
bem como para ser o principal volumoso disponibilizado durante todo o ano para
animais criados em sistemas intensivos (Correa, 2001; Gomes et al., 2004; Oliveira
et al., 2004).

No sul do Brasil, durante os meses de abril a setembro, uma das maiores

dificuldades da producdo de leite é a escassez de alimentos. Neste periodo, as
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pastagens reduzem seu crescimento devido as baixas temperaturas. Da mesma
forma, nas areas onde isso ndo ocorre, as pastagens sao prejudicadas pela falta de
chuvas. Neste interim, a quantidade e a qualidade das pastagens diminuem
acentuadamente, reduzindo ou inviabilizando a producdo de leite em escala
comercial. Para amenizar esse problema, uma das alternativas apontadas para suprir
o deficit alimentar, nos rebanhos mantidos em campo, é a utilizagéo de silagem. Em
meio as opc¢bes de forrageiras para ensilagem, o milho é cada vez mais
recomendado (Oliveira, 2007), por apresentar grande produtividade de matéria seca,
alto rendimento de massa verde por hectare, boa qualidade, relativa facilidade de
fermentacdo no silo, aléem de bom valor nutritivo, boa aceitagdo por parte dos
bovinos devido a boa digestibilidade e ganhos de pesos satisfatorios em

confinamento (Gomes et al., 2002).

Em geral, a escolha de cultivares de milho para producéo de silagem é feita
observando as caracteristicas agrondmicas, como boa arquitetura foliar, alta
produtividade de gréos, alta producdo de matéria seca por hectare, alta relacéo
grdos/massa seca, resisténcia a pragas e doencas, adaptacdo a condicOes
edafoclimaticas, resisténcia ao acamamento, quebramento do colmo e ciclo

vegetativo (Gomes, 2003).

De acordo com o ultimo levantamento sobre a safra de grdos realizado
(setembro/2008), a producdo nacional de milho na safra 2008/09, foi estimada em
33,65 milhdes de toneladas. As condicBes climaticas favoraveis durante o ciclo da
cultura, aliadas a maior utilizacdo de tecnologias, sementes selecionadas, melhor
nivel de adubacdo, entre outros fatores, levaram a esse quadro positivo. Do total
produzido, a Regido Sul participou com 47,90% (19,12 milhdes de toneladas)
(Ferreira, et al., 2010).

Estima-se que a area semeada com milho no Brasil, visando a producédo de
silagem é de aproximadamente de 1,3 milhdes de hectares, o que equivale a
aproximadamente 10% da area total (Silva, 2002). Todavia, 0s rendimentos nem
sempre sdo satisfatorios, devido a escassez de cultivares especificas para essa

finalidade. Contudo, além de conhecer as caracteristicas agronémicas para se obter
5



melhor produtividade e extrair por meio da silagem a maximizacao da expressao do
potencial genético dos animais, é de suma importancia o conhecimento dos fatores

intrinsecos da espécie.

2.3. Melhoramento do milho forrageiro

Na safra 2009/10, foram disponibilizadas no mercado 325 cultivares de
milhos convencionais e transgénicos. Entre elas, 49 novas cultivares, entre
variedades e hibridos, substituiram 26 cultivares que deixaram de ser
comercializadas, confirmando a dindmica dos programas de melhoramento, a
confianca do setor na evolucdo da cultura e a importancia do uso da semente no
aumento da produtividade. Uma andlise critica mostrou que, como nas ultimas
safras, verificou-se uma consolidacdo da predominancia no nimero de hibridos
simples, que representam hoje 54,26% das op¢des de mercado. Os hibridos simples
e os triplos representam, atualmente, 78,74% das opcdes para 0s produtores,
mostrando uma tendéncia na agricultura para melhor explorar o potencial genético
desses milhos (Cruz e Pereira-Filho, 2010).

A eficiéncia do uso da silagem de milho na nutricdo de ruminantes depende
diretamente da qualidade da silagem, e esta, por sua vez, depende diretamente de
atributos como qualidade da planta de milho, da contribuicdo das porcGes
vegetativas e de gréos, do estadio de maturidade na colheita, da altura de colheita e
principalmente das cultivares usadas (Deminicis et al., 2009).

Durante muito tempo, melhoristas e agricultores, com o objetivo de produzir
silagem de qualidade, consideraram que uma boa cultivar de milho para producéo
de grdos era também adequada para a producdo de silagem, devido a maior
degradabilidade do grédo em relacdo ao restante da planta. Entretanto, Coors et al.
(1994) e Oliveira (1997) mostraram ndo haver correlacdo entre a porcentagem de
gréos e a degradabilidade da parte vegetativa (haste com mais folhas) da silagem de

milho. Para uma producdo adequada de silagem é fundamental a recomendacéao de
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cultivares com melhor qualidade e potencial produtivo para determinada regiéo.
Deve-se considerar, para producdo de silagem de milho de boa qualidade, néo
somente o percentual de grdos na massa ensilada, mas também os demais
componentes da planta como um todo. A selecdo de hibridos para producdo de
silagem de milho vinha sendo baseada na producdo de grdos, sendo que outros
componentes importantes da planta como sabugo, colmo, folhas e palhas, ndo eram
devidamente avaliados (Beleze et al, 2003).

Nos programas que visam a obtencdo de milho forrageiro, a énfase esté no
desenvolvimento de cultivares com maior produtividade de matéria seca e
digestibilidade da silagem. Um dos metodos utilizados na avaliagdo da
digestibilidade da silagem é a degradabilidade in situ da matéria seca, que avalia a
degradacdo potencial e efetiva da forragem (Oliveira et al., 1999). Aplicacdes das
informacGes diretamente relacionadas com o genoétipo da cultivar séo, atualmente,
pouco utilizadas em relacdo a escolha do hibrido a ser empregado no processo de
silagem. Porém, ressaltar essas informagdes no momento da selecdo do milho a ser
plantado podera render maior produtividade do produto de ensilamento e melhor
aproveitamento nutricional pelo rebanho.

Um objetivo importante nos programas de melhoramento de milho esta no
desenvolvimento de novas linhagens com alta capacidade de combinacdo para
excelente rendimento dos grdos e um superior desempenho agronémico na
producédo de hibridos. Assim, nestes programas, a escolha dos parentais € crucial,
pois € a origem quem determina a constituicdo genética da populacédo e possibilita a
selecdo de uma nova linhagem superior (Silva et al., 2007). Entretanto, a selecéo de
caracteristicas agronémicas superiores para 0 cruzamento, ndo deve ser o Unico
atributo observado. A fertilidade do vegetal também deve ser levada em
consideracdo, pois a producdo de sementes esta diretamente ligada aos gametas
viaveis produzidos a partir de meiose regular.

Nos programas de melhoramento do milho € comum a utilizacdo de hibridos
comerciais, quer seja para a obtengédo direta de linhagens ou para a formagdo de
novas populacdes, devido ao fato desses materiais e suas linhagens parentais ja

terem sido amplamente avaliados e selecionados (Souza Sobrinho, 2001). A
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producdo de hibridos depende de linhagens endogémicas estaveis e com boa
viabilidade de polen. A endogamia, por sua vez, coloca em homozigose genes que
controlam o processo meiotico e anormalidades cromossdémicas tendem a aparecer

nas plantas autofecundadas.

Para o cultivo de milho é indispensavel o uso de sementes e a producéo
destas esta diretamente ligada a formacdo de gametas viaveis. A selecdo de
populacbes-mées para a extracdo de linhagens endogamicas de alta qualidade a
partir da estabilidade meidtica poderd influenciar sobremaneira um programa de
formacdo de novos hibridos. Avaliacdes citogenéticas contribuem com subsidios
sobre a divisdo meidtica, fenbmeno altamente integrado caracterizado pela
ocorréncia de acontecimentos peculiares, tais como a duplicacdo de cromossomos,
pareamento de cromossomos homoélogos, permuta genética, formacdo de quiasmas e
disjuncdo cromossdémica na primeira e segunda divisdo meidtica, que precisam
acontecer de forma precisa a fim de originar produto meiotico viavel (Pagliarini,
1989). A regularidade de todos estes eventos é de suma importancia, pois a
viabilidade dos gametas e a fertilidade do individuo dependem da eficiéncia deste

processo.

2.4. Controle genético da meiose e producdo de gametas viaveis

A meiose, tipo de divisdo celular que leva a reducdo do ndmero de
cromossomos durante o ciclo de vida de uma espécie, é controlada por um grande
nimero de genes, geralmente dominantes, que se expressam em estagio, local e
tempo especificos (Gottschalk e Kaul, 1974, 1980a, b; Baker et al., 1976;
Golubovskaya, 1979, 1989).

Em milho sdo conhecidos inimeros genes que afetam o curso normal da
meiose (Golubovskaya, 1979, 1989; Golubovskaya et al., 1993). A acdo de cada

mutante ocorre sobre um ponto especifico podendo envolver desde os estagios da
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prée-meiose até a formacdo de grdos de polen, causando muitos tipos de
anormalidades meidticas. Muitos mutantes causam reducdo da fertilidade ou total
esterilidade nas plantas afetadas. Todavia, certos mutantes meioticos apresentam
caracteristicas que podem ser usadas com sucesso em programas de melhoramento.
Com particular importancia, estdo aqueles que induzem a formacao de gametas nao
reduzidos, gametas aneupldides, gametas sem recombinacao genética, entre outros

caracteres.

Muitas irregularidades meidticas tém sido observadas em milho,
principalmente em linhagens autofecundadas. Cromossomos univalentes, por
exemplo, sdo oriundos de segregacdo génica para a frequéncia de quiasmas
(Pagliarini, 1980, 1983; Pagliarini et al., 1986a, b; Pagliarini, 1989). Estudos
demostraram que a frequéncia de quiasmas esta sob acdo de um controle poligénico
(Rees e Thompson, 1958; Pagliarini, 1980; Lein e Lelley, 1987). Assim, a
autofecundacdo em plantas alégamas conduziria a segregacdo de genes e diferentes
frequéncias de quiasmas poderiam aparecer em linhagens de mesma origem. A
correlacédo entre a baixa frequéncia de quiasmas e a alta frequéncia de cromossomos
univalentes foi descrita em linhagens de milho (Pagliarini, 1980, 1983; Pagliarini et
al., 19864, b; Pagliarini, 1989). A segregacao irregular de cromossomos univalentes

pode levar a formacéo de micrésporos aneuploides.

Correlagdo negativa entre alta frequéncia de anormalidades meiéticas e
baixa capacidade de combinacéo foi observada em linhagens endogamicas de milho
(Pagliarini, 1989). Embora o milho forrageiro ndo seja selecionado para alta
producdo de grdos, é desejavel que os grdos formados na polinizacdo gerem plantas

saudaveis.

Apesar dos inumeros estudos citogenéticos ja realizados em milho,
informacdes diretamente relacionadas aos aspectos citogenéticos e fertilidade do
polen séo inexistentes para milho forrageiro. Inimeros hibridos desta cultura estéo
sendo avaliados em programa de melhoramento para a producdo de linhagens
endogadmicas para a formacdo de novos hibridos adaptados as condicdes

edafocliméaticas do Estado do Parana. Neste sentido, o presente estudo teve o
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objetivo de analisar a microsporogénese de hibridos simples e triplos de milho
forrageiro disponiveis no mercado de sementes, obtidos por diferentes empresas de
melhoramento a fim de selecionar aqueles com maior estabilidade meiotica para

comporem populacGes-maes como fonte de linhagens endogamicas.

10



3. MATERIAIS E METODOS

Foram analisados seis hibridos comerciais de milho forrageiro sintetizados
por diferentes empresas de melhoramento e comercializacdo de sementes. S&o eles:
Garra (hibrido triplo - Syngenta Seeds Ltda); CD 304 (hibrido triplo — Coodetec,
PR); SG 6010 (hibrido simples modificado - Sementes Guerra); P 30K64 (hibrido
simples — DuPont do Brasil S.A.); P 30F53 (hibrido simples — DuPont do Brasil
S.A.) e P 30R50 (hibrido simples — DuPont do Brasil S.A.). Estes hibridos vém
sendo empregados em programas de avaliacdo de cultivares de milho para silagem
na regido sul do Brasil e apresentam um bom desempenho para producdo de gréaos.
Todos os gendtipos estdo disponiveis na colecdo de germoplasma da Universidade

Estadual de Maringa, Departamento de Agronomia, Maringa, Parana.

O material para analise meidtica foi plantado em dezembro de 2008 na
Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Maringa, localizada no distrito
de Iguatemi, Maringé/PR.

As inflorescéncias masculinas foram coletadas na fase de embuchamento,
ainda envolvidas pela folha bandeira, e fixadas em Carnoy (3 alcool etilico : 1 acido
acetico) por 24 horas. Apés esse periodo, o material foi lavado com alcool 70% e
transferido para novo alcool 70%, sendo, em seguida, acondicionado sob
refrigeracdo até o0 momento de se iniciar as analises meidticas. Os microsporocitos
foram preparados pela técnica de esmagamento e corados com carmim propidnico a
1,0%.

Os dados foram analisados por meio da Estatistica Descritiva. Para cada
planta, foi analisado um namero superior a 50 células para cada fase meidtica,
compreendidas entre a préfase | e tétrade de micrésporos, amostradas em diferentes
pontos da inflorescéncia. O nimero de células avaliadas entre os genotipos variou
de 4.631 a 12.418. Todas as irregularidades foram consideradas. As anormalidades
mais representativas foram fotografadas em filme branco e preto Kodak Imagelink,
ASA 50.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da microsporogénese dos seis hibridos de milho forrageiro, dentre
eles quatro hibridos simples e dois hibridos triplos, mostrou algumas anormalidades
cromossémicas durante a divisdo. Algumas das anormalidades encontradas foram
comuns a todos os gendtipos, enquanto outras afetaram apenas alguns gendtipos ou
algumas plantas dentro de gendétipo.

A meiose consiste em um conjunto de processos nucleares e citoplasmaticos
que resultam na formacdo de gametas geneticamente viaveis. Todos 0S processos
sdo diretamente controlados por um sistema de controle genético. Este sistema
reduz a margem de erros durante a segregacdo meidtica de cromossomos por volta
de 10° a cada geracdo (Hawley, 1988). Porém, fatores ambientais e/ou genéticos
podem determinar anormalidades que afetam a viabilidade do produto meidtico,
resultando em baixa produtividade (Foy, 1974; Bodanese-Zanettini et al., 1983;
Golubovskaya, 1989; Pagliarini et al., 2002).

4.1. Tipos e frequéncias das anormalidades meidticas

Durante a andlise da microsporogénese de milho forrageiro foram
encontradas anormalidades relacionadas a segregacao irregular de cromossomos e
auséncia de citocinese em todos os hibridos. Citomixia e anormalidades na
formacdo de fuso foram observadas em apenas algumas plantas de alguns
genotipos. A Tabela 1 mostra o nimero de meiocitos analisados e afetados por
anormalidades em cada gendtipo. A Tabela também apresenta os tipos de
anormalidades e a frequéncia em que ocorreram em cada genoétipo analisado. O
hibrido SG 6010 foi o que apresentou a menor freqiéncia média de células
anormais (21,27%), enquanto a maior frequéncia foi observada no hibrido P 30K64
(44,43%).
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Tabelal: Numero de células analisadas, niUmero e percentagem de células anormais e tipos de anormalidades observadas em cada
hibrido de milho forrageiro.

Garra CD 304 SG 6010 P 30K64 P 30F53 P 30R50
FAses | ANORMALIDADES [—
’F\"Mcgs* No de No de No de No de No de No de No de No de No de No de No de
Analisada PMCS* % PMCs* PMCs* % PMCs* PMCs* % PMCs* PMCs* % PMCs* PMCs* % PMCs* PMCs* %
s anormais analisadas ~ anormais analisadas ~ anormais analisadas  anormais analisadas  anormais analisadas  anormais
Pl univalentes 685 62 9,05 450 - - 527 40 7,59 848 19 2,24 497 - - 1171 273 23,31
citomixia - - - - - - - - - - 27 3,18 - - - - - -
ascensdo precoce 604 54 8,94 1117 276 24,71 501 - - 622 - - 1028 72 7,00 751 16 2,13
MI bivalentes no orientados | - - - - - - - 16 3,19 - 26 4,18 - - - - - -
auséncia de fuso - - - - - - - - - - - - - - - - 296 39,41
Al cromossomos retardatarios | 425 - - 740 29 3,92 420 - - 469 - - 503 - - 341 - -
TI microntcleos 1022 - - 535 - - 438 - - 504 - - 570 56 9,82 498 158 31,73
Pl auséncia de citocinese 2553 1540 60,32 2765 1917 69,33 554 310 55,96 2443 1747 71,51 2946 1395 47,35 1279 408 31,90
ascenso precoce 1434 37 2,58 1715 182 10,61 590 14 2,37 1601 28 1,75 1046 67 6,41 776 27 3,48
MIl auséncia de citocinese - 473 32,98 - 638 37,20 - 238 40,34 - 862 53,84 - - - - 55 7,09
fuso tripolar - 29 2,02 - - - - - - - - - - - - - - -
nucleo de restituicao - 34 2,37 - - - - - - - - - - - - - - -
cromossomos retardatérios | 408 33 8,09 716 30 4,19 388 - - 710 - - 288 - - 277 - -
auséncia de citocinese - 44 10,78 - 326 45,53 - 73 18,81 - 314 44,23 - - - - 6 2,17
All fuso tripolar - 19 4,66 - 10 1,40 - - - - - - - - - - - -
fusos irregulares - 29 7,11 - - - - - - - - - - - - - - -
nicleo de restituicéo _ 11 270 _ _ _ - - - - - - - - - - - -
microntcleos 2944 33 1,12 2479 285 11,50 663 - - 4686 60 1,28 692 47 6,79 764 453 59,29
T auséncia de citocinese - 513 17,43 - 606 24,45 - 148 22,32 - 1525 32,54 - 36 5,20 - 10 1,31
ci’tocineses sir_nul_tépeas - - - - - - - 77 11,61 - - - - - - - - -
nicleo de restituigdo - 1189 4039 |- 312 1259 |- - - - 859 18,33 |- - - - - -
n’[ﬁﬂﬁdes_ 839 18 2,15 760 - - 550 - - 535 - - 600 - - 733 - -
diades binucleadas - 119 14,18 - 22 2,89 - 69 12,55 - 13 2,43 - 41 6,83 - - -
diades néo reduzidas (2n) | _ 23 274 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
triades :
PM tétrades com micronicleos | ~ 153 18,24 N 36 4,74 N - - N 37 6,92 - ; - - i -
poliades - - - - - - - - - - - - - 68 11,33 - 240 32,74
- 55 6,56 - - - - - - - - - - - - - - -
Média de PM anormal 839 368 43,86 | 760 58 7,63 550 69 12,55 535 50 9,35 600 109 18,17 733 240 32,74
Média geral de 10914 4468 4094 |11277 4669 4140 |4631 985 2127 | 12418 5517 4443 |8170 1782 2181 [6590 1942 2947
anormalidades

*PMCs: pollen mother cells; Pl: Profase I; MI: Metafase I; Al: Anafase I; TI: Telofase I; Pll: Profase I11; MII: Metéfase 11; All: Anafase 1I; TII: Teléfase I1; PM: Produto meidtico
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4.1.1. Segregacdo irregular dos cromossomos

Nos hibridos analisados foram observados alguns aspectos da segregacéo
irregular de cromossomos decorrentes da auséncia da formacdo de quiasmas,
levando a formacédo de cromossomos univalentes (Figura 1). Um (Fig. 1 a) ou dois
pares de cromossomos univalentes (Fig. 1 b) foram encontrados em algumas células
de quatro dos hibridos analisados, com frequéncia variando entre 2,24% a 23,31%.
A formacdo de quiasmas € uma caracteristica submetida a acdo de um controle
poligénico (Rees e Thompson, 1957; Pagliarini, 1980; Lein e Lelley, 1987).
Segundo Gottschalk (1987), outras duas categorias de genes podem causar falhas na
sinapse permitindo a ocorréncia de segregacdo irregular. Os genes as (assinapticos)
causam assinapse ou falha no pareamento, enquanto os genes ds (dessinapticos)
causam dessinapse, ou seja, separaram cromossomos homologos ja pareados. Estes
genes, quando presentes, afetam todos os bivalentes e ndo apenas alguns pares,
como observado nos hibridos em estudo. Assim, sugere-se que 0S Cromossomos
univalentes observados nos hibridos em analise resultaram da falta da formacdo de
quiasmas decorrente da auséncia de permuta genética entre Cromossomos
homdlogos.

Os quiasmas, além de representarem eventos de recombinagdo genética entre
0S cromossomos parentais, sdo fundamentais para garantir a estabilidade meiotica,
pois mantém os cromossomos homologos unidos até o inicio da anafase | para que
haja uma perfeita segregacdo para pélos opostos. Cromossomos univalentes tendem
a apresentar ascensao precoce para os pélos (Fig. 1c). Cromossomos retardatarios
em anéafase |, tambeém observados entre os hibridos analisados (Fig. 1 f), em geral
resultam de quiasmas intersticiais ou quiasmas que estiveram impedidos de
terminalizacdo por efeito, por exemplo, de blocos heterocromaticos. A frequéncia, a
localizacdo e a terminalizacdo de quiasmas sdo determinados por controles
genéticos distintos (Rees e Thompson, 1957; Pagliarini, 1989).

Outra forma de segregacdo irregular foi representada pela presenca de
bivalentes ndo orientados na placa metafasica (Fig. 1 d, €) em uma frequéncia

inferior a 5% afetando apenas os hibridos SG 6010 e P 30K64. No inicio de ambas
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as divisdes da meiose, um complexo especializado de proteinas em cada cromatide,
conhecido como cinetocoro, captura microtdbulos vindos dos dois pélos. Para que a
segregacdo seja regular, cada cromossomo homologo na meiose | e cada crométide
irmd na meiose Il devem ligar-se aos microtubulos dos po6los opostos (Sluder e
McCollum, 2000). Segundo Nicklas (1997), bivalentes ndo orientados resultam de
cinetdcoros parceiros que arrastam 0s Cromossomos ao mesmo polo.

Quando néo incluidos nos nucleos telofasicos, os bivalentes ndo orientados e
0S cromossomos em ascensdo precoce podem formar microndcleos na telofase |
(Fig. 1g), os quais podem permanecer na segunda divisdo. Cromossomos em
ascensao precoce (Fig. 1h) ou retardatarios (Fig. 1i) foram observados também na
segunda divisdo meiotica. Apenas os hibridos P 30F53 e P 30R50 apresentaram
tétrades com microndcleos, mostrando que nos demais hibridos 0os cromossomos
com segregacdo irregular foram incluidos nos nucleos telofasicos, tornando o

produto meiotico normal.

4.1.2. Auséncia de citocinese

Auséncia da primeira citocinese ap0s a telofase | (Figura 2), uma
anormalidade decorrente de falha na formacdo do fragmoplasto durante a diviséo,
foi observada em diferentes frequéncias entre os hibridos analisados (Tabela 1). No
processo normal da meiose, depois das duas segregacOes dos Cromossomos
(cariocinese) e duas divisGes do citoplasma (citocinese), aparecem as tétrades de
micrdsporos, células haploides revestidas pela parede de calose. O tempo da
citocinese varia entre as angiospermas. Na maioria das plantas monocotiledoneas, a
citocinese é sucessiva, ou seja, a primeira divisdo do citoplasma ocorre apos a
telofase | e a segunda apos a teldfase 11, enquanto nas dicotileddneas, é simultanea e

ocorre apos a telofase Il (Peirson et al., 1996).

A auséncia de citocinese é geneticamente controlada. O gene va (variable

sterile), descrito por Beadle (1932), provoca citocinese parcial ou ausente. Na
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Figura 1. Aspectos da segregacdo irregular de cromossomos nos hibridos
analisados. a, b) Microsporécitos com um (a) e dois (b) pares de cromossomos
univalentes. c) Metafase | com cromossomos em ascensdo precoce. d, e) Metafases
I com bivalentes ndo orientados. f) Anafase | com cromossomos retardatarios. g)
Tel6fase 1 com micronucleo. h) Metafase Il com cromossomos em ascensdo
precoce. i) Anafase Il com cromossomos retardatarios.
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presenca do alelo val, ocorre disturbio da primeira e segunda citocinese, resultando
em quatro ndcleos n em um Unico citoplasma, enquanto o alelo va2 promove
citocinese anormal somente durante a meiose I. O gene el (elongate), descrito por
Rhoades e Dempsey (1966), por outro lado, induz a desespiralizacdo cromossémica,
provoca citocinese imperfeita, interrompendo a segunda divisdo. Auséncia de

citocinese total ou parcial em milho foi também descrita por Miller (1963).

Nos hibridos em estudo, embora a auséncia de citocinese tenha sido mais
frequente apds a primeira divisdo (Fig. 2 a-e), houve falha também apds a segunda
divisdo (Fig. 2 j-I). Quando ha falha apenas da primeira citocinese, e a segunda
ocorre normalmente (Fig. 2 f), ha formagdo de microsporo binucleados (Fig. 2 g),
que dardo origem a graos de pélen binucleados. Entretanto, quando ha auséncia de
ambas as citocineses, monades tetranucleadas sdo formadas (Fig. 2 j). Triades com
um microsporo binucleado também foram observadas (Fig. 2 I) e sdo decorrentes da

auséncia da segunda citocinese em apenas um dos micrésporos.

A frequéncia de produtos meidticos anormais derivados de auséncia de
citocinese foi bem inferior aquela esperada, pois um grande nimero de meidcitos
sofreu citocinese simultanea apds a tel6fase 1l (Fig. 2 h, i), gerando tétrades
normais. Especialmente no hibrido SG 6010, este fendmeno ocorreu em 11,61% das
células. As analises citogenéticas realizadas nos seis hibridos comerciais de milho
forrageiro mostraram que a auséncia da primeira citocinese, se corrigida durante as
fases posteriores, ndo interfere no produto final e as anormalidades decorrentes da

divisdo irregular ndo causariam prejuizo na fertilidade da planta.

Auséncia de citocinese e citocinese anormal tém sido amplamente descritas
em gramineas dos géneros Brachiaria (Risso-Pascotto et al., 2003; Utsunomiya et
al., 2005, Boldrini et al., 2006, Adamowski et al., 2007; Calisto et al., 2008) e
Paspalum (Pagliarini et al., 1999) e responsabilizadas pela alta frequéncia de

individuos poliploides.
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Figura 2. Aspectos da auséncia de citocinese nos hibridos analisados. a, b, c)
Metéafases Il com auséncia de citocinese e segregacdo irregular de cromossomos (b,
c). d, ) Anéafase Il (d) e teléfase 1l (e) com auséncia de citocinese. f) Telofase Il
exibindo apenas uma citocinese. g) Micrdsporo binucleado com micronucleo. h, i)
Telofase Il exibindo citocinese simultanea. j) M6nade resultante de auséncia total
de citocinese. k) Microsporo binucleado resultante de auséncia de uma citocinese e
formacéo de nacleo de restituicdo. I) Triade resultante da auséncia de citocinese em

uma das células em tel6fase 1.
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4.1.3. Nucleos de restituicao

A auséncia da primeira citocinese pode facilitar o aparecimento de outras
anormalidades durante a segunda divisdo. No hibrido Garra, a auséncia da primeira
citocinese predispds a formacdo de nucleos de restituicdo na segunda diviséo,
causada pela reunido dos dois conjuntos cromossémicos j& segregados (Figura 3).
Metéafases 1l com 20 cromossomos na placa metafésica (Fig. 3 b, c), anafases 1l
(Fig. 3 d) e telofases Il (Fig. 3 €) com 20 crométides segregadas foram observadas.
Outra comprovacdo de que houve formacdo de nucleos de restituicdo foi dada pela
presenca de dois nucléolos nos nucleos de teléfase 11 (Fig. 3 f, g). Estes meidcitos,
apos sofrerem citocinese ao término da tel6fase 11, deram origem a dois micrésporos
ndo reduzidos (Fig. 3h), que se transformaram em grdos de polen 2n (Fig. 3 i),
facilmente visualizados pela presenca de dois nucléolos.

A auséncia de citocinese levando a formacéo de gametas 2n tem sido descrita
em inumeras espécies vegetais (Veillux, 1985; Ferris et al., 1992; Bretagnolle e
Thompson, 1995; Pagliarini et al, 1999). Gametas ndo reduzidos tém sido descritos
como 0s principais responsaveis pelos eventos de poliploidizacdo amplamente
observados em plantas superiores.

4.1.4 . Fuso tripolar

Como visto anteriormente, a auséncia da primeira citocinese pode facilitar o
aparecimento de outras anormalidades durante a segunda divisdo. Nos hibridos
Garra e CD 304, a auséncia da primeira citocinese predispds meidcitos a formacao
de fuso tripolar na metafase Il (Fig. 4 a). A convergéncia de fusos para um unico
polo retne cromossomos ja segregados na primeira divisdo, formando ndcleos de
restituicdo (2n). Telofases trinucleadas (Fig. 4 b, c) e triades com um ndcleo de
restituicdo foram observadas. A comprovacao de que houve formacédo de ndcleos de
restituicdo foi dada pela presenca de dois nucléolos nestes nucleos de telofase Il

(Fig. 4 c¢). Estes meidcitos, apds sofrerem citocinese ao término da telofase I,
19



Figura 3. Aspectos da formacdo de nucleos de restituicdo no hibrido Garra. a)
Profase 11 com nucleo de restituicdo. b) Metafase 11 com 20 cromossomos na placa
metafasica. ¢) Anafase Il inicial. d) Anafase Il com 20 cromatides. e) Tel6fase 11
com 20 cromossomos em cada pélo. f) Telofase 11 com nicleo de restituicdo
(observe a presenca de dois nucléolos em cada nicleo) e inicio de citocinese. g)
Teldfase Il com ndcleo de restituicdo e uma citocinese completa. h) Microsporo 2n
resultante da formacgédo de nucleo de restituigdo. i) Grao de pdlen 2n.
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deram origem a trés microsporos, sendo um n&o reduzido (2n) e dois reduzidos (n),
que se transformaram em grdos de pdlen 2n e n, respectivamente, facilmente
diferenciados pela presenca de dois ou um nucléolo. Um total de 18,24% dos
produtos meidticos foi caracterizado pelas triades no hibrido Garra.

Fusos tripolares durante a segunda divisdo meidtica da microsporogénese
tém sido descritos em indmeras espécies e sdo responsaveis pela formacdo de
gametas 2n (Tavoletti et al., 1991; Caetano-Pereira et al., 1998; Utsunomiya et al.,
2005; Gallo et al., 2007). Gametas ndo reduzidos (2n) tém papel importante em

programas de melhoramento quando individuos polipléides sdo desejados.

4.1.5. Segregacao irregular decorrente de dessinapse

Uma forma especial de anormalidade meiotica foi observada em trés plantas
no hibrido P 30R50. Neste hibrido, a meiose foi normal até a diacinese,
apresentando quiasmas terminais e intersticiais. Entretanto, em muitas células foi
encontrado a presencga de inimeros cromossomos univalentes (Fig. 5 a). Apos esta
fase, os cromossomos homologos se separaram e 20 cromossomos podiam ser
contados dispersos pelo citoplasma, totalmente isolados ou formando grupos (Fig. 5
b, c). Estes cromossomos ndo demonstraram habilidade para se ligar as fibras do
fuso, de modo que cada um, isoladamente (Fig. 5 d), ou em grupos (Fig. 5e, f, g),
formou diferentes nimeros de ndcleos telofasicos com diferentes tamanhos. Apds
esta fase, os meidcitos multinucleados iniciaram o processo de citocinese Unica
(Fig. 51, J), a qual os dividiu em poliades com inumeros microcitos de diferentes
tamanhos e nimero de micronucleos (Fig. 5 k), gerando grdos de pélen anormais
com inimeros micronucleos (Fig. 5 I).

Além do controle poligénico que opera sobre a frequéncia de quiasmas,
outras duas categorias de genes podem causar falhas na sinapse permitindo a
ocorréncia de segregacdo irregular (Gottschalk, 1987). Os genes as (assinapticos)
causam assinapse ou falha no pareamento, enquanto os genes ds (dessinapticos)

causam dessinapse, ou seja, separaram cromossomos homologos ja pareados.
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Figura 4. Aspectos da formacédo de fuso tripolar no hibrido Garra. a) Metafase 1l
com fuso tripolar. b) Telofase Il trinucleada, sendo um dos ndcleos restituido (2n).
c) Telofase Il trinucleada com inicio de citocinese. Observe a presenga de dois

nucléolos no nucleo restituido.
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Em mutantes dessinapticos, a meiose geralmente é anormal pela falta de
quiasmas para assegurar a perfeita disjuncdo dos cromossomos, mas, em geral, estes
tém capacidade de ligar-se as fibras do fuso.

Relatos sobre distarbios nos fusos durante a meiose sdo apresentados por
varios pesquisadores (Baker et al., 1976; Golubovskaya, 1979, 1989; Gottschalk e
Kaul, 1980a, b; Koduru e Rao, 1981; Pagliarini, 1990; Pagliarini et al., 1992;
Taschetto e Pagliarini, 1993). A maior frequéncia de fusos anormais esta
relacionada a fusos multiplos. Outros genes, como o dv (divergent spindle) (Clark,
1940; Golubovskaya e Mashnenkov,1981; Pagliarini, 1989), o gene ms28, que
causa a despolimerizacdo das fibras do fuso (Golubovskaya e Distanova, 1986) e o
gene ms43 que promove distarbios no funcionamento e estrutura do fuso
(Golubovskaya e Sitnikova, 1980) tém sido descritos em milho. Uma mutagéo
muito semelhante a observada nestes hibridos foi descrita também em um hibrido
duplo de milho por Taschetto e Pagliarini (1993). Neste hibrido, a meiose também
foi normal até a diacinese, porém o0s cromossomos homdélogos permaneceram
pareados, ou seja, ndo houve dessinapse. Os bivalentes dispersaram-se pelo
citoplasma e ndo houve ligacdo dos mesmos com as fibras do fuso. Isolados ou em
grupos, os bivalentes formaram nicleos de diferentes tamanhos espalhados pelo
citoplasma. Em seguida, uma citocinese dividiu o meiocito em poliades com

microcitos de diferentes tamanhos.

4.1.6. Citomixia

Meidcitos com cromossomos adicionais (Fig. 6 a, b) ou com perda parcial

(Fig. 6 ¢, d) ou total de cromossomos (Fig. 6 f), resultantes de transferéncia de

cromossomos entre células vizinhas na meiose ou nas mitoses pré-meioticas foram

encontrados em poucas celulas (3,18%) de uma planta do hibrido P 30K64. A
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Figura 5. Aspectos da segregacéo irregular decorrente de dessinapse. a) Diacinese
normal com quiasmas terminais e intersticiais e presenca de um par de
cromossomos univalentes. b, ¢) Microspordcitos com 20 cromossomos alocados
aleatoriamente no citoplasma. Observe a intensa rede citoplasmatica de
microfilamentos. d, e, f, g) Tel6fases | com diferentes nimeros de nucleos. Em d,
20 nucleos podem ser visualizados. h, i, j) Teléfase | com citocinese completa (h, i)
e inicial (j). k) Produto final da meiose. I) Gréo de pdlen com microndcleos.
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transferéncia de cromossomos entre células vizinhas € conhecida como citomixia.
Embora a citomixia ndo tenha sido observada diretamente no presente hibrido, as
células com cromossomos extras ou perda de cromossomos deixam clara a sua
existéncia em alguma fase néo identificada. Para que ocorra a passagem do material
geneético entre as células adjacentes deve haver a formacdo de um canal visivel em
células em estagios da meiose. Este canal provavelmente é originado em forma de
pequenas projecdes que se alongam até entrar em contato com a célula vizinha. A
parede da célula permite dissolver alguns pontos de contato formando uma
passagem para a cromatina ou transferéncia de cromossomos (Caetano-Pereira e
Pagliarini, 1997).

Esse fendmeno pode ocorrer devido a diferentes fatores (Nirmala e Kaul,
1994). Sarvella (1958) expde que a migracdo do complemento genémico através da
citomixia causa a variagdo no numero de cromossomos originando plantas
aneupldides ou polipldides. A mixoploidia pode interferir negativamente no
potencial reprodutivo do vegetal e contribuir para reducao da viabilidade através da
inducdo de outras anormalidades, como degeneracdo dos meidcitos ou variacdo no
namero de cromossomos. Em microspordcitos de milho o fendmeno foi descrito por
McClintock (1929) e Caetano-Pereira et al. (1997).

4.2. Avaliacao geral dos resultados

Os processos de divisao celular obedecem a uma série de fatores intrinsecos
capazes de garantir sua normalidade. O curso normal e harmdnico da meiose,
controlado geneticamente, assegura a formacdo de gametas viaveis. Muitos
mutantes meioticos ja sdo conhecidos em diferentes espécies de plantas (Gottschalk
e Kaul, 1974, 19804, b; Baker et al. 1976; Golubovskaya, 1979, 1989, 1993).

Em milho sdo conhecidos inUmeros genes que afetam o curso normal da
meiose (Golubovskaya, 1979, 1989, 1993), sendo que a maioria deles pode afetar a
viabilidade do produto final da meiose, podendo, inclusive, causar total esterilidade.

Pesquisas realizadas em diferentes espécies vegetais tém demonstrado que a
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Figura 6. Microsporocitos resultantes de citomixia. a, b) Microsporocito em
paquiteno com cromossomos extras. ¢, d) Diplétenos com perda de cromossomos.
Observe a presenca de apenas um cromossomo e nucléolo em d. €) Microsporocito

com dois microndcleos. f) Microsporocito anucleado.
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producdo de sementes estd diretamente relacionada a regularidade meidtica
(Moraes-Fernandes et al., 1982; Bodanese-Zanettini et al., 1983; Pagliarini, 2002).
Love (1949, 1951), sugeriu que um programa de melhoramento em cereais deveria
sempre vir acompanhado de uma analise citogenética continua, a fim de se eliminar
plantas com meiose instavel e que pudessem comprometer a estabilidade da futura
cultivar.

Plantas alégamas ou hibridos, por serem heterozigoticas, em geral,
apresentam meiose estavel (Pagliarini, 1983, 1989; Pagliarini et al., 2002; Defani-
Scoarize et al., 1995, 1996). Quando autofecundadas, a homozigose génica tanto de
genes maiores como de poligenes, leva ao aparecimento de inimeras caracteristicas
que estavam ocultas, inclusive aquelas relacionadas ao comportamento meiotico, e
inimeras anormalidades comecam a aparecer, comprometendo o produto final da
meiose. Alta frequéncia de anormalidades meidticas tem sido descrita em linhagens
endogamicas de milho (Pagliarini, 1983, 1986 a, b; Pagliarini et al., 1989 e 2002;
Defani-Scoarize, 1995, 1996). Em milho, Pagliarini (1989) demonstrou que a
frequéncia de quiasmas é menor e a frequéncia de varios tipos de anormalidades
meidticas é maior nas linhagens com baixa capacidade de combinacéo.

Nos hibridos em estudo, a alta frequéncia de anormalidades mei6ticas foi, a
principio, surpreendente, pois em se tratando de gendtipos heterozigdticos,
anormalidades ndo eram esperadas. Auséncia de citocinese € uma anormalidade, de
longa data, ja descrita em milho (Beadle, 1932; Miller,1963; Rhoades e Dempsey,
1966). E surpreendente que todos os hibridos tenham apresentado esta
anormalidade, porém em diferentes frequéncias. Este fato nos leva a sugerir que
estes hibridos, embora obtidos por diferentes empresas de melhoramento, tenham
algum parental comum.

Embora a auséncia de citocinese tenha ocorrido em todos os hibridos,
podendo levar a formacao de diades binucleadas, e comprometendo o produto final
da meiose, este comprometimento foi amenizado pelo fato de uma segunda
citocinese tardia acontecer na maioria delas, levando a formacdo de tétrades
normais.

Segregacédo irregular de cromossomos, caracterizada pela presenca de
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Cromossomos em ascensdo precoce nas metafases e retardatarios nas anafases,
também pode se constituir em uma anormalidade sem muito comprometimento para
0 produto meidtico se, nas telofases, os cromossomos forem incluidos nos nucleos.

Citomixia, uma anormalidade que compromete sobremaneira 0 produto
final da meiose por formar gametas aneuploides, hiperploides ou polipldides,
ocorreu em apenas uma planta do hibrido P 30K64 em baixa frequéncia. Por outro
lado, as anormalidades encontradas nos hibridos P 30R50, relacionada a dessinapse,
CD 304 e Garra, ligada a falha de ligacdo dos cromossomos as fibras do fuso, pode
ser muito mais comprometedora por ter caracteristicas de ser geneticamente
controlada e afetar um grande nimero de células.

O hibrido SG 6010 foi o que apresentou a menor frequéncia média de células
anormais (21,27%), enquanto a maior frequéncia foi observada no hibrido P 30K64
(44,43%). Todavia, quando se compara apenas a frequéncia de produtos meidticos
anormais, esta cai drasticamente para a maioria dos gendtipos analisados, passando
a variar de 7,36% no hibrido CD 304 a 43,86% no hibrido Garra. Levando-se em
consideracdo a percentagem de produtos meidticos anormais e, por conseguinte, a
estabilidade meidtica, recomenda-se que apenas os hibridos CD 304, P 30K64, SG
6010 e P 30F53 permanecam no programa de melhoramento para obtengdo de

linhagens endogamicas.
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5. CONCLUSAO

. A andlise da microsporogénese dos seis hibridos comerciais de milho forrageiro,
obtidos por quatro empresas de melhoramento, revelou a presenca de diversos tipos

de anormalidades meidticas, porém em frequéncias variadas entre eles;

. segregacao irregular em ambas as divisdes, caracterizada pela migracéo precoce ou
tardia de cromossomos para os poélos, levando a formacdo de microndcleos, foi

observada em todos os hibridos;

. auséncia da primeira citocinese apés a tel6fase | também ocorreu em todos os
hibridos;

. nlcleos de restituicdo na metafase Il em meidcitos que ndo sofreram a primeira
citocinese, reunindo cromossomos segregados e levando a formacéo de diades ndo

reduzidas (2n), foram observados no hibrido Garra;

. fusos tripolares na segunda divisdo de meidcitos que ndo sofreram a primeira
citocinese, reunindo dois conjuntos cromossdmicos segregados e levando a
formacdo de um nucleo de restituicdo (2n), levando a formacédo de triades, também

foram observados no hibrido Garra.

. na maioria dos meidcitos, as diades resultantes da auséncia da primeira citocinese

sofreram uma segunda citocinese tardia levando a formacéo de tétrades normais;

. segregacdo irregular de cromossomos decorrente de dessinapse e falta de ligacéo

as fibras do fuso levando a formacé&o de poliades;

. presenca de material genético adicional ou perda total ou parcial do material
genético, resultante de citomixia, foi observada em poucos meidcitos de apenas uma

planta do hibrido P 30K64;
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. a percentagem média de meidcitos anormais entre os hibridos analisados variou de
21,27% no hibrido SG 6010 a 44, 43% no hibrido P 30K64. Todavia, quando se
comparou apenas a percentagem de produtos meidticos anormais, esta caiu
drasticamente para a maioria dos genoétipos analisados, passando de 7,63% no
hibrido CD 304 a 43,86% no hibrido Garra.

. a taxa de anormalidades encontrada foi muito superior a esperada para genotipos

heterozigotos quando comparada a dados da literatura.

. algumas anormalidades, como auséncia de citocinese, raramente descritas em
milho, foram observadas em todos os hibridos, sugerindo que 0s mesmos possam

ter algum parental comum.

Levando-se em consideracdo a percentagem de produtos meidticos anormais
e, por conseguinte, a estabilidade meidtica, para fins de inicio de obtencdo de
endogamia, os hibridos poderiam ficar assim escalonados: CD 304 (7,63%);
P 30K64 (9,35%); SG 6010 (12,55%) e P 30F53(18,17%). Os hibridos P 30R50
(32,74%) e Garra (43,86%) devem ser descartados do programa de melhoramento

para obtencdo de linhagens por apresentarem alta instabilidade meiotica.
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