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RESUMO

SILVA, Maria Fernanda Piffer Tomasi Baldez da. M. Sc. Universidade Estadual
de Maring4, fevereiro de 2006. Efeitos da endogamia sobre a microsporogénese
em milho-pipoca (Zea mays L.) Professora orientadora: Maria Suely Pagliarini.

Professores conselheiros: Carlos Alberto Scapim e Ronald José Barth Pinto.

O milho-pipoca vem ganhando importancia na area agrondémica, sendo,
portanto, objeto de melhoramento genético. Para a formacado de hibridos de
milho-pipoca € necessaria a obtencdo de linhagens endogamicas. A endogamia
coloca em homozigose genes para varias caracteristicas e, dentre elas, aquelas
relacionadas ao processo meidtico, causando inumeras anormalidades que
podem afetar a viabilidade dos gametas. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi fornecer informagbes sobre a estabilidade meidtica de linhagens
endogamicas de milho-pipoca originadas a partir de um hibrido triplo a fim de
subsidiar um programa de producédo de hibridos altamente produtivos. Foram
analisadas a populacao-base (Sp) e sete geracbes de autofecundacao (S¢ a S7)
obtidas anualmente. Para cada gendtipo (Sp a S7), foram analisadas nove plantas
por meio da metodologia convencional para estudos meioticos. Os resultados
foram comparados estatisticamente através de regressao polinomial. Analises da
freqiéncia de quiasmas total e terminal revelaram queda progressiva destas ao
longo das sucessivas geragdes endogamicas, enquanto a frequéncia de quiasmas
intersticiais ndo foi afetada. O numero de células com anormalidades meidticas
também cresceu com a endogamia, todavia nao foi elevado. Considerando que a
frequéncia de anormalidades foi baixa e nao afetou drasticamente o produto final
da meiose, as linhagens extraidas do hibrido em estudo podem constituir-se em
linhagens com potencial para a produgdo de novos hibridos de milho-pipoca

adaptados ao Estado do Parana.
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ABSTRACT

SILVA, Maria Fernanda Piffer Tomasi Baldez da. M. Sc. State University of
Maringa. Effects of endogamy on the microsporogenesis of popcorn (Zea mays
L.). Adviser: Maria Suely Pagliarini. Co-advisers: Carlos Alberto Scapim and
Ronald José Barth Pinto

The greatly appreciated popular popcorn has recently acquired great
importance in the agronomic field and has been subjected to genetic improvement.
Inbred lines are necessary for the formation of popcorn hybrids. Endogamy places
genes for several characteristics in homozygosis, among which those related to
the meiotic process. It may also cause several abnormalities that may affect the
gametes’ viability. Current research aims at giving information on the meiotic
stability of inbred lines of popcorn produced from a triple hybrid. It will be a
contribution in the program on the production of highly productive hybrids. Original
population (Sp) and seven yearly self-fecundation generations (S to S7) were
analyzed. Nine plants were analyzed for each genotype (So to S;) by the
conventional meiotic studies methodology. Results were statistically compared by
linear regression. The frequency of total and terminal chiasmata showed a
progressive fall throughout endogamy whereas the frequency of interstitial
chiasmata was not affected (p>0.05). Due to endogamy cells with meiotic
abnormalities increased although their number was not very high. Since frequency
of abnormalities was low and did not affect drastically the meiosis’s final result,
inbred lines from the hybrid under analysis may present a high potential for the
production of new popcorn hybrids which should be adapted to the state of

Parana, Brazil.
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1. INTRODUCAO

O milho-pipoca vem sendo utilizado ha muito tempo pelos indigenas como
fonte de alimento. Esse tipo de milho desperta hoje a atengédo dos melhoristas,
que visam ao desenvolvimento de variedades e hibridos de linhagens que
atendam a demanda e as exigéncias em qualidade por parte do mercado
consumidor (Zinsly e Machado, 1987). O numero reduzido de cultivares de milho-
pipoca € limitante para a expansado da sua cultura no Brasil. As empresas
empacotadoras desse produto ndo trabalham com variedades nacionais devido a
pouca oferta no mercado decorrente da falta de sementes (Scapim et al., 2002).

Um programa de melhoramento de milho pode ter como objetivo a
obtencdo de variedades ou de hibridos de linhagens. Para a obtencédo de
hibridos, é importante a avaliagdo da populagao-base como fonte de linhagens
endogamicas, bem como das proprias linhagens. Essa avaliagdo pode ser feita
por intermédio da variabilidade entre as linhagens e pela depressao por
endogamia. A depressdo por endogamia representa o0 decréscimo do
comportamento da populagdo quando nas condigcdes de maior grau de
homozigose (Kassout e Miranda Filho, 1986). Assim, o valor de uma linhagem no
processo comercial de obtencdo do hibrido depende das caracteristicas da
prépria linhagem e do seu comportamento em combinagdes hibridas (Ferrao et
al., 1986).

As sucessivas autofecundagdes podem produzir depressao por endogamia
para diferentes caracteres. Entre os efeitos decorrentes da endogamia estdo a

reducao de vigor e produtividade das plantas, ocasionando a fixagdo de alguns



caracteres, a diminuicdo da variabilidade dentro das linhagens e,
consequentemente, o aumento da diferenca entre as linhagens (Hallauer e
Miranda Filho, 1981). Esses efeitos sdo interpretados com base na genética
mendeliana. A depressao por endogamia tem sido observada em varias ragas de
milho e também tem sido muito estudada (Hallauer e Miranda Filho, 1981). Muitos
trabalhos demonstram que a depressdo por endogamia acarreta efeitos tao
drasticos que impede a utilizagcdo de certas linhagens em programas de
melhoramento.

Dentre outras caracteristicas, a endogamia coloca em homozigose os
genes que controlam os diferentes passos do processo meidtico. Assim, a taxa de
anormalidades meidticas aumenta consideravelmente em linhagens
endogamicas. Diferentes tipos de anormalidades meidticas decorrentes de
endogamia tém sido descritas em milho (Villamizar, 1976; Pagliarini, 1980, 1983;
Pagliarini et al.; 1986a,b; Pagliarini, 1989; Defani-Scoarize et al., 1995, 1996;
Caetano-Pereira e Pagliarini, 1996, 1997, Caetano-Pereira et al., 1998, 1999).
Essas anormalidades, de um modo geral, comprometeram o produto final da
meiose e a fertilidade dos graos de pdlen, afetando a produtividade das plantas.
Correlagao negativa entre anormalidades meidticas e capacidade de combinagao
tém sido demonstradas em milho por Pagliarini (1989) e Pagliarini et al. (1986b).

A literatura nao registra nenhum estudo relacionando anormalidades
meidticas e produtividade em milho-pipoca. Neste sentido, o objetivo do presente
trabalho é fornecer informagdes acerca da estabilidade meidtica de linhagens
endogamicas de milho-pipoca, subsidiando um programa de produg¢ao de hibridos

altamente produtivos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Caracterizagao e produ¢ao do milho-pipoca

O milho-pipoca caracteriza-se por apresentar sementes duras e pequenas
as quais, sob a acdo do calor, tem o amido expandido o que aumenta
gradualmente a pressao interna do grao até que ocorra a exploséao (Silva, 1993).

As variedades de milho-pipoca caracterizam-se geralmente por
apresentar plantas delicadas em relagao ao milho comum. Sao plantas menores,
de colmo mais fino, e apresentam menor numero de folhas; sdo prolificas;
apresentando maior susceptibilidade a pragas e doengas (Ziegler e Ashman,
1994).

Comparagdes de variedades brasileiras com as norte-americanas
mostraram que a qualidade da pipoca brasileira era muito inferior. No primeiro
Ensaio Nacional de Milho Pipoca, desenvolvido no ano agricola 1991/92, a
capacidade de expansdo (CE) média foi de 17,5 mL.mL" e a média da melhor
cultivar foi de 20,8 mL.mL™. Na década de 40 do século XX, a CE de hibridos e
variedades comerciais nos Estados Unidos ja variava de 23,2 a 32,7 mL.g”
(Simon et al., 2004).

Mediante o melhoramento e o desenvolvimento de uma tecnologia de
producao especifica para o milho-pipoca, conseguiu-se um aumento significativo
na qualidade da pipoca nos Estados Unidos. Esse fato contribuiu para a ampla
aceitacado dos hibridos americanos no mercado nacional. O dominio da producéao

de milho-pipoca por grandes empresas detentoras dos cultivares e que apenas



comercializam os graos limita o acesso dos produtores a estes, bem como o da
tecnologia de produgdo, o que contribuiu para a aceitagcdo dos hibridos
americanos no mercado nacional, tornando o pais um importador de graos de
milho-pipoca (Sawazaki, 2001).

O uso de hibridos americanos ou geragbes avangadas é de alto risco e
necessita de orientacdo de técnicos experientes com a cultura. Em geral, a planta
do milho-pipoca é mais suscetivel a doengas e pragas, acamamento e
quebramento do colmo e podriddes de espigas e de graos, necessitando, ainda,
de um cuidado especial na colheita e secagem dos graos para evitar danos no
pericarpo e endosperma (Sawazaki, 2001).

O mercado nacional de milho-pipoca tem passado por varias mudancgas
nos ultimos cinco anos, principalmente no que diz respeito ao sistema de parceria
entre produtores e empacotadoras e a importacdo do produto. Até o inicio do ano
agricola 2003/04, o consumo nacional de milho-pipoca estava em torno de 80 mil
toneladas, sendo que 75% desse mercado correspondia ao milho-pipoca
americano, importado principalmente da Argentina. Essa dependéncia estava
baseada na baixa qualidade da pipoca disponivel no mercado brasileiro devido a
limitacdo de cultivares de alta qualidade e a tecnologia de produgao inadequada
(Galvao et al., 2000).

Na safra 2004/05, houve uma inversdo no panorama nacional, com a
entrada do hibrido simples modificado IAC-112 e a importacao brasileira foi de 20
mil toneladas, diminuindo a dependéncia das sementes importadas (Scapim et al.,
2006).

Nos programas de melhoramento visando a obtencédo de linhagens, uma

das alternativas é a utilizacdo de hibridos comerciais como fonte de novas



linhagens, denominadas linhagens de segundo ciclo, sendo essa pratica comum
entre os melhoristas (Hallauer, 1990; Lamkey et al., 1995). A utilizacdo de
hibridos é mais produtiva, gerando cultivares com qualidade melhor da pipoca,

além de serem mais uniformes e de melhor qualidade que as variedades.

2.2. Depressao por endogamia

Mettler e Gregg (1973) relataram que a autofecundacgédo é a forma mais
intensa de endogamia. A endogamia ndo € um processo de degeneragao, mas
consequéncia da segregacdao mendeliana (Allard, 1971). Os efeitos prejudiciais
nao sao produzidos pelo proprio processo da endogamia, mas s&o consequéncias
diretas do numero e tipos de -caracteres mendelianos encontrados em
heterozigose na populagao original. Falconer (1976) acrescenta que a depressao
por endogamia € a reducado do valor médio fenotipico mostrado por caracteres
associados a capacidade reprodutiva ou a eficiéncia fisioldgica da planta. A
depressao por endogamia nao ocorre de maneira similar entre os organismos. Em
milho, por exemplo, o resultado de algumas autofecundagdes & desastroso e
podem conduzir a extingdo da variedade (Paterniani, 1978).

A consequéncia genética preliminar da endogamia € o aumento da
homozigose. Frankham et al. (2002) formularam duas hipoteses para explicar a
base genética da endogamia: a hipétese da sobredominancia e a hipétese da
dominancia parcial. Na hipdtese da sobredominancia, a depressao por endogamia
€ atribuida a uma aptiddo mais elevada dos heterozigotos contra homozigotos
para os Jloci em questdo. Para a hipotese de dominancia parcial, as

consequéncias negativas da aptiddao para linhas autofecundadas séo devidas a



fixagdo dos alelos recessivos deletérios ou parcialmente recessivos. A maioria
dos pesquisadores posiciona-se a favor da ultima hipétese, em que a depressao
por endogamia é atribuida a muitos genes de efeito pequeno.

Hallauer e Miranda Filho (1981) pontuam que embora um numero imenso
de autofecundagdes tenha sido realizado em milho, estimativas de depressao por
endogamia para diferentes caracteres sao surpreendentemente poucas. Desde os
primeiros estudos realizados em milho, que datam do inicio do século XIV, os
efeitos da endogamia sao 6bvios: 1) o vigor e a produtividade sao reduzidos e
alguns dos caracteres tornam-se fixados; 2) as diferengas entre as linhagens
aumentam, enquanto a variabilidade dentro das linhagens decresce. Estes
autores apresentam uma boa revisao sobre os efeitos da endogamia para muitos
caracteres em milho.

Outros autores também apontaram as estimativas da depressao por
endogamia para varias caracteristicas empregando diferentes populagbes em
milho com endosperma comum (Good e Hallauer, 1977; Viana et al., 1982; Lima
et al., 1984; Nass e Miranda Filho, 1995; Vasal et al., 1995). No entanto, em
milho-pipoca apenas poucos estudos mostraram estimativas de depressao por
endogamia (Hallauer e Miranda Filho, 1981).

Um dos objetivos do programa de melhoramento genético de milho-pipoca
para a obtencédo de linhagens homozigdticas é a autofecundacéao artificial, tendo
como consequéncia principal a depressdo por endogamia. Simon et al. (2004)
afirmam que o valor de uma populagdo como fonte de linhagens é dependente da
depressao por endogamia em relagao as varias caracteristicas, principalmente
rendimento de graos, o que limita a obtengao de boas linhagens para a posterior

obtencgao de hibridos vigorosos.



2.3. Controle genético da meiose

A meiose é um evento evolutivo caracterizado por uma série de fendbmenos
mecanicos e bioquimicos complexos que culminam na reducdo do numero de
cromossomos. Isto promove um ajuste do numero dipléide de cromossomos de
geragcao em geragao (Golubovskaya, 1979). A reprodugcédo e meiose, por sua vez,
sao eventos complementares que ocorrem no ciclo de vida dos organismos
eucariotos (Anderson e Stack, 2002).

A microsporogénese e a megasporogénese compreendem trés estagios
sequenciais (pré-meiose, meiose e pos-meiose) que ocasionam a formacgado do
gameta. Os erros nesse processo podem levar ao aparecimento de
anormalidades no produto meidtico final (Kaul, 1988). Todas as etapas desses
trés estagios sao geneticamente controladas. Esse controle é geralmente
efetuado por um unico gene (heranga monogénica recessiva), o que facilita a
homozigose durante o processo de endogamia. O conhecimento do controle
genético da meiose talvez seja a chave para entender o complexo e importante
processo envolvido na reproducao sexuada (Golubovskaya, 1979).

As plantas tém contribuido muito para o entendimento sobre os
mecanismos da meiose, pois esse processo pode ser facilmente observado nas
anteras em que ha um grande numero de células em diferentes fases da meiose
(PMCs), facilitando a identificagdo de uma série de mutantes meidticos. As
mutagbes meidticas acarretam desorganizagdo ou interrupgdo dos eventos
sequenciais da meiose normal, resultando em desbalanceamento do numero de
Cromossomos nos microsporos e megasporos, ocasionando redugdo de

fertilidade.



Para que a meiose ocorra de maneira eficiente, é preciso que o0s
cromossomos homoélogos tenham perfeito pareamento ou sinapse (Hasenkampf,
1984). Todo esse processo esta sob controle genético e é indispensavel para a
producdo de gametas balanceados, em termos de numero cromossémico. O
pareamento dos cromossomos homaologos ou sinapse foi verificado pela primeira
vez formando uma estrutura conhecida como bivalente. O inicio do pareamento
tem lugar em varios "pontos de contato" ao longo do cromossomo e prossegue
até todos os segmentos homodlogos estarem em equilibrio de pareamento
(Maguire, 1997). Em geral, o pareamento dos cromossomos homodlogos é
notadamente preciso e altamente especifico, fazendo-se gene a gene (Schulz-
Schaeffer, 1980). O pareamento cromossémico € mantido através de uma
estrutura protéica conhecida como complexo sinaptonémico. Uma vez pareados,
0s cromossomos homologos trocam partes entre si em um processo conhecido
como permuta genética ou crossing-over. Em seguida, ocorre a degradagao do
complexo sinaptonémico e os locais em que houve permuta genética tornam-se
visiveis por meio dos quiasmas. Assim, os quiasmas, em geral, sdo considerados
como expressoes citologicas da permuta genética (Stebbins, 1971).

O primeiro mutante meidtico foi descrito em milho por Beadle e McClintock,
(1928). Eles assinalaram que a maioria das células em metafase | apresentava 20
univalentes e raramente 10 bivalentes. As plantas mutantes demonstravam aborto
de podlen e 6vulo variavel. Mutantes meidticos, dentre eles os mutantes sinapticos,
sdo muito comuns no reino vegetal e estao distribuidos em um grande numero de
espécies cultivadas, abrangendo uma ampla variedade de familias. Na literatura,
existem muitas descricbes de mutantes sinapticos, alguns deles causando

macho-esterilidade, enquanto que mutantes pré-meidticos e para disjungdo sao



relativamente raros. Desde entdo, a ocorréncia de tais mutagdes tem sido
registrada em um grande numero de espécies. De acordo com Singh (1993), a
familia Poaceae é a que possui maior numero de espécies com mutantes
sinapticos descritos. As correlacdes entre sinapse e formagao de quiasmas foram
observadas em mutantes meidticos de muitas espécies (Zickler et al., 1992;
Herickhoff et al., 1993).

Além de mutantes sinapticos, existem diversos outros tipos de mutantes
relacionados aos processos da meiose, que culminam em macho-esterilidade
total ou parcial, caracterizada, entre outros fatores, pela auséncia completa ou
nao da produgéo de grao de pdlen, sendo muito comum em diversas espécies. Os
estudos realizados em diferentes espécies tém demonstrado que a macho-
esterilidade pode ser causada por diferentes tipos de anormalidades, desde as
funcionais até as cromossbmicas, sendo que estas Ultimas podem ser
visualizadas desde a diacinese, quando muitos univalentes estido presentes,
acompanhados de segregacdes irregulares posteriores (Tara e Namboodiri, 1974;
Carapetian e Rupert, 1977; Albertsen e Palmer, 1979; Skorupska e Nawaracala,

1980; Takahashi, 1986; Kaul e Nirmala, 1993, 1994a,b).

2.4. Controle genético da freqiiéncia e localizagao de quiasmas

Por meio de estudos em centeio e milho (Lamm, 1936; Rees, 1955; Parker
1975; Pagliarini, 1980) ficou claro que existe controle genético responsavel pela
formacdo de quiasmas. A variabilidade na frequéncia de quiasmas entre
linhagens de uma mesma origem encontrada por esses e outros autores indicou

que deveria haver segregacao de genes envolvidos nessa caracteristica, sendo



esta de carater quantitativo. Entre os estudos mais detalhados para esse carater,
citam-se os de Zecevic (1960, 1962), que, ao comparar trés linhagens
autofecundadas, observou redug¢ao na frequiéncia de quiasmas com o aumento da
endogamia.

Existem dois sistemas genéticos independentes e diferentes envolvidos na
formacdo de quiasmas em centeio. Um deles conferiria condicbes para a
formagdo de quiasmas e outro distribuiria os quiasmas ao longo do bivalente
(Jones, 1967, 1974, Giraldez e Lacadena, 1978).

Quanto a sua posicao dentro do bivalente, os quiasmas podem ser
classificados em terminais, proximais e intersticiais. Essa classificacdo é feita de
acordo com a posicdo dos quiasmas em relacdo ao centrdbmero. Entretanto,
devido as dificuldades de visualizagdo do centrbmero e ao tamanho dos
cromossomos em muitas espécies, os quiasmas tém sido classificados apenas

em terminais e intersticiais.

2.5 Correlagao entre freqliéncia de quiasmas e cromossomos univalentes

Apds a degradacao do complexo sinaptonémico no inicio do dipléteno, os
locais em que houve permuta genética tornam-se visiveis através dos quiasmas.
Assim, os quiasmas, em geral, sao considerados como expressoes citoldgicas da
permuta genética, servindo, inclusive, como indice para estimar a taxa de
recombinagao genética em uma populagao (Stebbins, 1971).

Os quiasmas desempenham papel importante na regularidade meidtica,
porque mantém a associagao dos cromossomos homodlogos até a metafase |,

permitindo perfeita disjungdo cromossdmica e a formagdo de gametas
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geneticamente balanceados. Em decorréncia da homozigose génica para
formagao de quiasmas ao longo de sucessivas geragdes de autofecundagdes, ha
um aumento na frequéncia de cromossomos univalentes (Mintzing e Adik, 1948;
Smith e Murphy, 1986, Pagliarini, 1980, 1989). Cromossomos univalentes, em
geral, apresentam comportamento peculiar durante a meiose, migrando
precocemente para os polos, podendo formar micronucleos. Em decorréncia da
formagdo de gametas geneticamente desbalanceados, a fertilidade da planta é

reduzida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A fim de se avaliarem os efeitos da depressao por endogamia sobre o
comportamento meio6tico, um hibrido triplo de milho-pipoca (Sy) e sete geragdes
endogamicas (S¢1 — Sy) extraidas desse hibrido foram cultivados na Fazenda
Experimental da Universidade Estadual de Maringa, localizada na cidade de
Iguatemi, Parana (FEI), no ano agricola 2004/2005.

A populacdo de milho-pipoca em estudo tratava-se de um hibrido triplo
conhecido como Zélia, o qual foi produzido pela Pionner e esta disponivel a
qualquer produtor. Esse hibrido é suscetivel ao complexo de enfezamento, ataque
da lagarta do cartucho nas folhas e espiga, podriddes de espiga e graos;
apresenta graos laranja tipo pérola e tem boa qualidade de pipoca quando
devidamente produzido (Sawazaki, 2001). Em geral, € mais produtivo que os
demais tipos de variedades, apresentando uniformidade de plantas e espigas. A
semente tem maior custo de produgado porque é produzida a partir de linhagens
que, por serem endégamas, apresentam menor producédo (Cruz et al., 2004). A
populagdo foi autofecundada até o sétimo ciclo, sendo suas progénies
representadas por S1 a Sy.

Os tratamentos constituiram de oito geragdes (So a S;) e para cada
geragao foram analisadas nove plantas. O experimento foi delineado em blocos
ao acaso, com trés repeticoes. De cada bloco foram avaliadas trés plantas. Antes

de proceder a ANOVA, os erros foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk
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para normalidade e Levene para homogeneidade de variancias e € razoavel supor

que os erros atendem as pressuposicoes basicas para ANOVA.

3.2 Preparacgao citolégica dos microsporocitos

Para a analise meidtica, inflorescéncias masculinas foram coletadas ainda
enquanto envolvidas pela folha bandeira e fixadas em Carnoy (3 alcool etilico : 1
acido acético) por 24 horas. Apds esse periodo, o material foi lavado com alcool
70% e transferido para novo alcool 70%, sendo, em seguida, acondicionado sob
refrigeragdo até o momento de se iniciarem as analises meidticas. Os
microspordécitos foram preparados pela técnica de esmagamento e corados com

carmim propidnico a 1%.

3.3 Coleta de dados

A contagem de quiasmas foi feita imediatamente apdés o preparo das
laminas, sendo os quiasmas contados em 20 células em diacinese tardia por
planta. Essas células foram tomadas ao acaso em duas ou trés laminas
preparadas com uma das anteras da flor retirada de diferentes ramos laterais da
inflorescéncia. Foram feitas contagens dos quiasmas terminais e intersticiais, cuja
soma representa o numero de quiasma total. Os valores obtidos nas contagens
foram expressos como frequiéncia média de quiasmas por planta.

Para cada planta, foram avaliadas por volta de 550 células, sendo 50 para
cada fase meidtica, compreendida entre profase | e tétrade, as quais foram

amostradas de diferentes pontos da inflorescéncia. Todas as anormalidades
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foram consideradas. As anormalidades mais representativas foram fotografadas
em filme branco e preto Kodak Imagelink, ASA 50.

Os efeitos da endogamia sobre os caracteres citoldgicos avaliados durante
a microsporogénese foram analisados estatisticamente por meio de regressao

polinomial, em nivel de 5% de probabilidade.
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4.1 Frequéncia de quiasmas

As médias das variaveis frequéncia de quiasmas totais (FQT), frequéncia
de quiasmas terminais (FQt) e frequéncia de quiasmas intersticiais (FQi),
cromossomos univalentes e células anormais (CA) estdo apresentadas no Quadro
1. As analises de variancia para essas variaveis estdo apresentadas no Quadro 2.

Com base nos dados, pode-se concluir que houve diferengas significativas
(p<0,05) para frequéncia de quiasmas totais, terminais e intersticiais para as

geragbes da populagao Zélia, indicando que existem diferencas entre as geragdes

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

endogamicas, com excegao de células anormais.

Quadro 1 Médias para as variaveis CA (células anormais - %), FQT (frequéncia
de quiasmas totais - %), FQt (frequéncia de quiasmas terminais - %),
FQi (frequéncia de quiasmas intersticiais - %) e univalentes, ao longo
das geragdes Spa Sy para o hibrido triplo Zélia
Geracgoes CA FQT FQt FQi Univalentes
So 0,96 18,66 16,03 2,75 2,88
S 1,69 17,36 15,02 2,33 1,00
Sy 2,73 18,07 14,50 3,57 1,77
S3 1,32 18,05 14,86 3,18 2,33
S4 2,49 16,81 14,65 2,16 3,22
Ss 2,46 16,60 13,86 2,73 4,66
Se 2,91 16,13 12,30 3,83 4,11
S7 2,36 15,57 11,78 3,78 4,00
Média geral 2,12 17,16 14,13 3,04 3,00
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Quadro 2 Analise de variancia para as variaveis CA (células anormais), FQT
(freqUéncia de quiasma total), FQt (frequéncia de quiasma terminal),
FQi (frequéncia de quiasma intersticial) e univalentes, para as
geragdes Spa S7 para o hibrido triplo Zélia

FV GL CA FQT QI\IéIQt FQi Univalentes
Geracdes 7 4,4634"° 10,1645* 18,3661* 3,7750*  14,1587*
Residuo 64 3,2784  0,6136  0,8033  0,2120 2,7326
CV (%) - 85,48 4,56 6,34 15,11 55,10
Média - 2,11 17,16 14,13 3,04 3,00

NS: nao significativo (p>0,05); * : significativo (p<0,05).

E possivel visualizar, nas Figuras 1 e 2, que a freqiiéncia de quiasmas
totais (FQT) e terminais (FQt) apresentaram tendéncia linear decrescente
(p<0,05) em funcédo das geracdes de autofecundagcdo. Em cada geragédo de

autofecundacéao, a FQT e FQt diminuiram 0,398% e 0,542%, respectivamente.
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Figura1  Frequéncia de quiasmas totais (FQT - %) em fung&o das geracgdes de
autofecundacéao do hibrido triplo Zélia
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Figura2  Frequéncia de quiasmas terminais (FQt - %) em fungdo das geracgdes
de autofecundagéao do hibrido triplo Zélia.

Pelos resultados obtidos, fica claro que, assim como comprova a literatura
(Lamm, 1936; Rees e Thompson, 1955, 1958; Pagliarini, 1980, 1983, 1989; Karp
e Jones, 1983; Lein e Lelley, 1987), a depressao por endogamia tende a interferir
nos genes que controlam os quiasmas, colocando-os em homozigose, fazendo
com que o aumento das autofecundagdes provoque diminuicao na freqiéncia
total de quiasmas. Assim, linhagens extraidas de uma mesma populagédo, quando
submetidas a alguns ciclos de autofecundagdo, podem apresentar diferengas
drasticas na frequéncia de quiasmas dependendo do balango de genes
dominantes e recessivos recebidos por cada uma delas. A frequéncia de
quiasmas tem heranga poligénica, apresentando dominancia completa (Pagliarini
et al., 1986a).

Contrariando os resultados das frequéncias de quiasmas totais e terminais,

verifica-se que a frequéncia de quiasmas intersticiais (FQi - %) ndo demonstrou
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tendéncia linear significativa (p>0,05) em fungao das geracgdes de autofecundagao

(Figura 3).
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Figura3 FreqUéncia de quiasmas intersticiais (FQI - %) em fungcdo das
geracgdes de autofecundacgéo do hibrido triplo Zélia.

Correlacao entre frequéncia total de quiasmas e frequéncia de quiasmas
intersticiais ndo foi encontrada em estudos realizados em centeio (Lelley, 1978;
Lein e Lelley, 1987), em Lolium perenne (Karp e Jones, 1983) e em milho
(Pagliarini, 1989). Esse resultado pode ser explicado a partir do controle genético
da localizagdo de quiasmas. Estudos tém demonstrado que o controle genético
para a frequéncia de quiasmas totais € independente do controle genético para a
localizacdo dos quiasmas (Jones e Rees, 1964; Jones, 1967; Karp e Jones,
1983). Tal controle foi considerado como sendo poligénico por Lein e Lelley
(1987). Assim, uma diminuicdo da frequéncia de quiasmas totais nao
necessariamente implica em uma diminuicdo da freqliéncia de quiasmas

intersticiais, como foi observado neste e nos experimentos citado acima.
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4.2 Ocorréncia de cromossomos univalentes

A percentagem de células com cromossomos univalentes em cada geragao
da populagao Zélia esta apresentada no Quadro 1. Observa-se, na Figura 4, que
houve uma tendéncia gradual crescente de univalentes em fungdo das geragdes
de autofecundagao, com aumento de 0,392% em cada geragéo. Esse resultado
esta relacionado com as Figuras 1 e 2, ou seja, ha correlagdo negativa entre

frequéncia de quiasmas e numero de univalentes.
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Figura4  Numero de univalentes em fungdo das geragdes de autofecundagao
do hibrido triplo Zélia.

Durante a microsporogénese, eventos ordenados e sequenciais, como
pareamento de cromossomos homologos, permuta genética, formacdo de
quiasmas e correta disjungdo cromossdmica culminam na redu¢do do numero de
cromossomos nos gametas. Todos esses eventos s&o controlados geneticamente
por genes maiores ou poligenes, sendo, portanto, mutaveis (Gottschalk e Kaul,
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1974, Koduru e Rao, 1981; Golubovskaya, 1979, 1989). Quando um desses
eventos € alterado, as etapas subsequentes do processo meidtico tendem a
apresentar irregularidades que afetam a formagdo de gametas geneticamente
balanceados. Sendo assim, os quiasmas desempenham a importante funcido de
manter a estrutura do bivalente até a metafase | para que haja perfeita
segregacao dos homologos.

Plantas aldgamas como o milho-pipoca, quando submetidas a sucessivos
ciclos de autofecundacédo, perdem o grau de heterozigose responsavel pela
manutencdo de um numero de quiasmas necessarios para assegurar a
segregacao normal dos cromossomos. Em decorréncia do baixo numero de
quiasmas, surgem 0s cromossomos univalentes. A Figura 6 ilustra meidcitos com
cromossomos univalentes nas geragdes segregantes da populacao Zélia.

Estudos realizados em diferentes espécies tém demonstrado uma
correlagdo negativa entre univalentes e fertilidade (Moraes-Fernandes, 1982;
Moraes-Fernandes et al., 1984; Smith e Murphy, 1986, Pagliarini; 1983, 1989;
Pagliarini et al., 1986b). A correlagao entre univalentes e fertilidade ocorre devido
ao fato dos cromossomos nao sofrem disjungdo regular na meiose. Como
consequéncia, sdo formados microsporos com um numero nao balanceado de
cromossomos, resultando em aborto de podlen. O comportamento dos
cromossomos univalentes em milho-pipoca é exemplificado na Figura 6.

Quando comparado com resultados obtidos em outros estudos sobre
linhagens endogamicas de milho comum (Pagliarini, 1983, 1989; Pagliarini et al.,
1986b), o numero de univalentes encontrado nas linhagens endogamicas de
milho-pipoca sob analise foi muito baixo. Correlagdo negativa tem sido encontrada

entre frequéncia de univalentes e capacidade de combinagdo em linhagens
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endogamicas (Pagliarini, 1983, 1989; Pagliarini et al., 1986b), nas quais linhagens
com baixa capacidade de combinacdo apresentavam alta frequéncia de

univalentes.

4.3 Ocorréncia de anormalidades meiodticas

O Quadro 1 mostra um acréscimo na percentagem de células com
anormalidades meidticas no decorrer da endogamia. A porcentagem de células
anormais por planta e ao longo das geragbes de autofecundagdo apresentou
tendéncia linear crescente (Figura 5), sendo que em cada geragcdo de
aufecundacédo a frequéncia de células anormais aumentou 0,193% no hibrido

triplo Zélia.
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Figura5 Frequéncia de células anormais em fungcdo das geragdes de
autofecundacéao do hibrido triplo Zélia.
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A meiose € um processo geneticamente controlado e, portanto, sujeito a
mutagbes. Em plantas alégamas, quando a heterozigose € quebrada por
autofecundagdes forgadas, anormalidades meiodticas, além de univalentes, podem
surgir. Inumeros tipos de anormalidades meiéticas tém sido descritos em plantas
endogamicas de centeio (Rees, 1955; Rees e Thompson, 1955), rabanete (Dayal,
1979), milho (Pagliarini, 1980, 1983, 1989; Defani-Scoarize et al., 1995, 1996;
Caetano-Pereira et al., 1998, 1999).

No material em estudo, além da presenca de univalentes decorrentes da
baixa frequiéncia de quiasmas, outras anormalidades meioticas foram observadas
a partir da geracado S4. Assinapse parcial foi encontrada em alguns meidcitos
(Figuras 6a, b), células anucleadas (Figura 6i), auséncia de citocinese apds a
primeira e/ou a segunda divisdo meidtica (Figura 7), fusdes celulares envolvendo
duas ou mais células (Figura 8) e células com morfologia alterada (Figura 9).

A frequéncia de quiasmas depende ndo apenas dos poligenes envolvidos
na formagao de quiasmas, mas também de genes maiores que atuam no sentido
de promover o pareamento cromossémico (genes sinapticos), garantindo a
ocorréncia de permuta genética, bem como de genes que atuam apds a permuta
genética (genes dessinapticos), afetando a manutengéao dos quiasmas (Koduru e
Rao, 1981). Nos meidcitos de milho-pipoca, observou-se apenas assinapse
parcial (intersticial ou terminal) em alguns cromossomos (Figura 6a, b). Essa
assinapse impediu a ocorréncia de permuta genética nessa regiao, reduzindo, por

conseguinte, a formagao de quiasmas.
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Figura 6 Segregacgao irregular dos cromossomos no hibrido triplo Zélia.

Assinapse intersticial e terminal em paquiteno (a); asinapse
terminal e intersticial em paquiteno (b); diacinese com univalentes
(c); metafase | com cromossomos em ascensao precoce (d);
cromossomos retardatarios (e) e ponte (f) em anafase [; teléfase |
com micronucleo (g, h); profase Il com migragcao de nucleo e uma
célula anucleada (i); anafase Il com cromossomo retardatario (j);
telofase Il com micronucleo (k).
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Em algumas plantas, houve auséncia de citocinese apds a primeira e/ou a
segunda meiose. Quando a citocinese nao ocorreu apdés a primeira divisao e
ocorreu normalmente apdés a segunda divisdo, houve formacdo de diades;
guando a citocinese ocorreu apos a primeira divisdo e falhou na segunda divisdo
em ambas as células, também houve formacao de diades. No entanto, se na
segunda divisdo somente uma das células sofreu citocinese, o produto final foi
uma triade. Tanto em diades quanto em triades, os micrésporos podem ser
binucleados ou o0s nucleos podem sofrer fusdo, formando um nucleo de
restituicdo 2n. Micrésporos binucleados e micrésporos 2n foram observados nas
plantas de milho-pipoca com auséncia de citocinese. Auséncia de citocinese
também foi descrita em linhagens endogamicas de milho (Golubovskaya, 1989;
Caetano-Pereira, 1995; Defani-Scoarize et al., 1996).

Beadle (1932) foi o pioneiro a descrever um gene que afetava a citocinese.
O gene va (variable sterile) é responsavel pela formagao parcial ou pela nao
formacdo da membrana celular que separa as células durante a citocinese. O
alelo va1 causa disturbios de citocinese na meiose | e Il e o alelo va2 age
somente durante a meiose | (Caetano-Pereira et al., 1998). Rhoades e Dempsey
(1966) descreveram outro gene que afeta a citocinese, o gene el (elongate), o
qual promove desespiralizacdo cromossémica, causando defeitos na citocinese,
interrompendo a segunda divisdo. No caso da populacdo do milho-pipoca em
estudo, n&do se pode afirmar qual gene causou auséncia de citocinese, pois testes

de alelismo nao foram efetuados.
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Figura 7

Auséncia de citocinese no hibrido triplo Zélia. Auséncia de
citocinese em préofase Il (a,b); auséncia de citocinese e
cromossomo em ascensao em metéafase |l (c); metafase Il com
desorganizagao de fuso e conjuntos de cromossomos fora da
placa metafasica (d); triade (e); diade com um micrésporo
binucleado e outro com nucleo de restituicdo 2n (f); comparagao
de micrésporo normal com micrésporo binucleado (g); micrésporo
binucleado (h); micrésporo 2n (i).

As fusbes celulares encontradas em uma planta da populagao Zélia foram

observadas

apenas nas primeiras fases da meiose | (zigéteno, paquiteno e

diacinese), envolvendo duas ou mais células, porém sem fusdo dos nucleos.
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Fusdes celulares em microsporocitos de milho foram descritas por Defani-
Scoarize et al. (1996) e por Pagliarini (1989). Fusdes celulares em milho-pipoca
himalaio foram descritas por Peeters et al. (1985). De acordo com Nirmala e Rao
(1996), o sincicio formado por fusdes celulares € uma massa periplasmodial
contendo mais de um nucleo e os quiasmas podem ocorrer individualmente ou
unidos, formando nucleos poliploides.

Alguns genes tém sido descritos por atuarem na formagao de fusao celular
e degeneracgdo de cromatina. Sao eles: pam1, pam2 e pamA344 (Golubovskaya,
1989). Em muitas espécies, a formagao do sincicio € de carater monogénico.
Além desses genes, Robertson (1978) verificou relagdo entre a presenca do
transposon Mutator e essa anormalidade meidtica. Este transposon tem
preferéncia de atividade no final da mitose premeidtica e/ou durante o processo
meidtico. Fusdo celular, causada ou ndo em decorréncia de uma degeneragao
cromatinica, com formacgao de produto final anormal, afeta as plantas, causando
macho-esterilidade.

Fusdes celulares tém sido raramente descritas em meiose |l. Geralmente
os sincicios formados pela fusdo de muitas células ndo chegam a segunda
divisao, indicando que podem sofrer degeneragao ao final da meiose |I. O numero
de sincicios na populacdo em estudo foi baixo, dificultando a visualizagao de seu
comportamento na segunda divisdo. Em uma linhagem endogémica de milho
analisada por Caetano-Pereira et al. (1998), o numero de sincicios foi elevado e
seu comportamento pode ser observado também na segunda divisdo em algumas

células, nas quais graos de pélen gigantes foram observados.
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Figura 8 Fusao com diferentes numeros de células no hibrido triplo
Zélia. Fusdo com 2 zigoétenos (a); fusdo de 2 (b) e 3 (c)
paquitenos; fusdo de 6 diacineses (d).

Alteragbes na morfologia do meidcito sdo demonstradas na Figura 9.
Alteracbes de morfologia celular sdo comumente observadas em diversos
protistas. Em células de plantas, a ocorréncia de alteragdo morfolégica € mais
rara devido a presencga da parede celular. Nao obstante, essas anormalidades ja
foram verificadas em hibridos entre Elymus scribniri x P. juncea (Dewey, 1967) e
em Agropyron cristatum (Chen, 1978). Altera¢des idénticas as observadas no
presente estudo foram descritas em uma linhagem endogamica de milho
(Caetano-Pereira e Pagliarini, 1996). Como a alteragdo da morfologia celular ndo

afeta a microsporogénese, o produto meiotico resultante dessas células é normal.
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Figura 9 Alteracdo de morfologia no hibrido triplo Zélia. Alteracao
de morfologia em proéfase Il (a,b) e micrésporo (c).

Os resultados obtidos na anélise da microsporogénese na populagédo-mae
Zélia e nas linhagens endogémicas delas extraidas apontam que a endogamia
colocou em homozigose ndo somente genes maiores que controlam passos
importantes do processo meidtico, como também os genes que controlam a
citocinese, afetando inclusive a heterozigose génica responsavel pela
manutencido de uma alta freqléncia de quiasmas.

A frequéncia de anormalidade meidticas, incluindo a frequéncia de
univalentes decorrentes da reducao da frequéncia de quiasmas ao longo das
geragbes de endogamia, foi bastante baixa quando comparada com linhagens
endogamicas previamente analisadas por Pagliarini (1980, 1983, 1989) e
Pagliarini et al. (1986b), Defani-Scoarize et al. (1995, 1996), Caetano-Pereira et
al. (1998, 1999). Na maioria desses casos, as linhagens eram derivadas de

populagdes oriundas do Centro Nacional de Milho e Sorgo. As linhagens com
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baixa capacidade de combinagdo sempre apresentaram menor frequéncia de
quiasmas e maior frequéncia de cromossomos univalentes, além de outras
anormalidades meidticas. Embora as linhagens em estudo ndo tenham sido
testadas para sua capacidade de combinacdo, sua regularidade meiética pode
assegurar, pelo menos em parte, que estas possam apresentar um bom

desempenho na formagao de hibridos.
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5. CONCLUSOES

As analises citolégicas efetuadas na populagdo Zélia e suas geragdes

endogamicas revelaram que:

- As frequéncias de quiasmas totais e terminais diminuiram com o
avancgo das geracdes de autofecundacéo.

- A frequéncia de quiasmas intersticiais manteve-se constante

()A’ - Y =3,04) ao longo das geracdes de autofecundacéo.

- O numero de cromossomos univalentes aumentou em fungcédo das
geracgoes de autofecundacdes.

- O numero de células anormais também aumentou pouco com o

aumento de aufecundacgoes.

Esses resultados sugerem que alguns genes maiores e poligenes
responsaveis por diferentes controles da microsporogénese foram colocados em
homozigose durante a obtencdo de endogamia, levando ao aparecimento de

algumas anormalidades meiéticas em baixa frequéncia.
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7. APENDICE

Genétipo | Planta | Quiasmas Sy S S, S3 Sy Ss Se S,

01 FQT | 389(19,45) | 319(15,95) | 379(18,95) | 358(17,90) | 334(16,70) | 331(16,55) | 320(16,00) | 327(16,35)

Zélia FQt 328(16,40) | 268(13,40) | 329(16,45) | 281(14,05) | 290(14,50) | 287(14,35) | 260(13,00) | 237(11,85)
FQi 613,65 | 51(2,55) | 50(2,50) | 77(3.85) | 44(220) | 44(2,20) | 60(3,00) | 90(4,50)

02 FQT | 351(17,55) | 314(15,70) | 343(17,15) | 388(19,40) | 357(17,85) | 339(16,95) | 328(16,40) | 303(15,15)

FQt 296(14,80) | 259(12,95) | 295(14,75) | 313(15,65) | 322(16,10) | 298(14,90) | 262(13,10) | 236(11,80)

FQi 55(3,30) | 55(2,75) | 48(2,40) | 753,75 | 35(1,75) | 41(2,05) | 66(3,30) | 67(3,35)

03 FQT | 362(18,10) | 321(16,05) | 356(17,80) | 349(17.45) | 325(16,25) | 334(16,70) | 332(16,60) | 314(15,70)

FQt 308(15,40) | 274(13,70) | 282(14,10) | 282(14,10) | 282(14,10) | 280(14,00) | 251(12,55) | 147(12,35)

FQi 542,70) | 47(235) | 74(3,70) | 67(335) | 43(2,05) | 54(2,70) | 81(4,05) | 67(3.35)

04 FQT | 372(18,60) | 370(18,50) | 350(17,50) | 387(19,35) | 341(17,05) | 324(16,20) | 328(16,40) | 311(15,55)

FQt 329(16,45) | 325(16,25) | 270(13,50) | 319(15,95) | 297(14,85) | 281(14,05) | 258(12,90) | 232(11,60)

FQi 43(2,35) | 45(2,25) | 80(4,00) | 68(3,40) | 44(2,20) | 43(2,15) | 70(3,50) | 79(3,95)

05 FQT | 391(19,75) | 335(16,75) | 390(19,50) | 390(19,50) | 356(17,80) | 319(15,95) | 318(15,90) | 314(15,70)

FQt 340(17,00) | 288(14,40) | 305(15,25) | 335(16,75) | 314(15,70) | 262(13,10) | 250(12,50) | 241(12,05)

FQi 512,55) | 47(2,35) | 85(425) | 552,75 | 42(2,10) | 57(2,85) | 68(3,40) | 73(3,65)

06 FQT | 363(18,15) | 361(18,05) | 359(17,95) | 344(17,20) | 332(16,60) | 342(17,10) | 324(16,20) | 309(15,45)

FQt 309(15,45) | 320(16,00) | 288(14,40) | 278(13,90) | 285(14,25) | 287(14,35) | 230(11,50) | 231(11,55)

FQi 542,70) | 41(2,05) | 713,55 | 66(330) | 47(2,35) | 55(2,75) | 94(4,70) | 78(3.90)

07 FQT | 388(19,40) | 375(18,75) | 366(18,30) | 332(16,60) | 342(17,10) | 340(17,00) | 327(16,35) | 310(15,50)

FQt 342(17,10) | 330(16,5) | 286(14,30) | 274(13,70) | 299(14,95) | 273(13,65) | 240(12,00) | 241(12,05)

FQi 46(2,30) | 45(2,25) | 80(4,00) | 58(2,90) | 43(2,15) | 67335 | 87(4,35) | 69(3.45)

08 FQT | 357(17,85) | 352(17,60) | 351(17,55) | 351(17,55) | 331(16,55) | 329(16,45) | 312(15,60) | 304(15,20)

FQt 308(15,40) | 310(15,50) | 274(13,70) | 299(14,95) | 289(14,45) | 262(13,10) | 233(11,65) | 218(10,90)

FQi 49(2,45) | 422,100 | 77(3.85) | 52(2,60) | 42(2,10) | 67335 | 79(3.95) | 86(4,30)

09 FQT | 382(19,10) | 378(18,90) | 360(18,00) | 350(17,50) | 309(15,45) | 330(16,50) | 316(15,80) | 312(15,60)

FQt 326(16,30) | 331(16,55) | 282(14,10) | 295(14,75) | 259(12,95) | 265(13,25) | 230(11,50) | 239(11,95)

FQi 56(2,80) | 47(2,35) | 78(3,90) | 552,75 | 50(2,50) | 65(3,25) | 86(4,30) | 73(3,65)

Tabela 1 FreqlUéncia de quiasma total, quiasmas terminais e quiasmas intersticiais por

planta e por geragédo de autofecundacéo.
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Gen()tipo Planta So S] Sz S3 S4 Ss S6 S7
Zélia 01 5 0 0 1 1 5 5 4
02 1 3 2 0 2 5 5 3

03 5 1 0 3 2 3 5 4

04 5 0 1 1 3 2 4 4

05 0 2 0 1 4 4 3 4

06 5 0 4 4 4 4 3 4

07 3 0 4 3 2 10 5 5

08 2 3 2 3 5 4 4 2

09 0 0 3 5 6 5 3 6

Tabela 2 Numero de células com cromossomos univalentes observados

por planta e por geragao de autofecundacgao.
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Genotipo Planta Sy N S, S3 Sy Ss Se S;

01 538 393 449 1112 706 555 426 403

Zélia (7) 1,3% (2) 0,5% (4) 0,9% (157) 14% | (10) 1,4% | (11)2,0% |  (11)2,6% | (7) 1,7%
02 549 393 433 411 684 556 414 409

(4) 0,7% (3)0,8% | (17)3,9% (3)0,7% | (16)23% | (15)2,7% | (11)2,6% | (10)2,4%

03 562 430 445 440 736 412 409 412

(1) 1,2% | (20)4,7% (3)0,7% (7)1,6% | (40)53% | (92,3% | (12)2,9% | (10)2,4%

04 550 1822 411 1080 674 408 412 411

(5) 0,9% | (1301) 71% (3)0,7% | (259)23,0% | (20)3,0% |  (5)1.2% | (12)2,9% | (13)3,1%

05 551 541 457 513 487 436 413 413

() 02% | (19)3,5% (7) 1,5% (1)02% | (8)1,6% | (12)2,7% |  (10)2,4% | (11)2,6%

06 567 413 401 480 502 433 466 410

(9) 1,6% (3)0,7% (8) 2,0% (5)1,0% | (26)52% | (11)2,5% |  (27)58% | (9)2,2%

07 554 415 407 489 490 1118 407 420

(7) 1,3% (2) 0,5% (5) 1,2% (9 1,8% | (5)1,0% | (112)10% | (10)2,4% | (12)2,8%

08 394 467 405 663 424 438 409 405

(2) 0,5% (6) 1,5% (9)2,3% (17)2,6% | (171)04% | (17)3,9% | (10)2,4% | (5 1,2%

09 402 395 407 713 413 415 411 412

(4) 1,0% (5) 1,3% (7) 1,7% (10) 1,4% | (9)2.2% | (10)2,4% (9)22% | (12)2,9%

Tabela 3 Numero total de células, numero e porcentagem de células anormais por

planta e por geragédo de autofecundagéo.
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