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RESUMO

A tecnologia de duplo-haploides é uma ferramenta importante para o
melhoramento de milho, pois permite acelerar a obtencdo de linhagens
endogamicas. Porém, a eficiéncia dos indutores de haploidia em regiGes
tropicais ainda € baixa. O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de inducgéo de
haploidia de trés indutores em diferentes popula¢es de milho provenientes da
empresa Syngenta Brasil. Este trabalho foi realizado durante o ano de 2015 na
Estacdo Experimental da Syngenta em Uberlandia — MG. Em marco de 2015,
foram semeados trés indutores de haploidia (A, B e C) para serem utilizados
como genitores masculinos, e seis populagbes (1, 2, 3, 4, 5 e 6) para serem
utilizadas como genitores femininos. As sementes colhidas foram classificadas
visualmente como haploides, utilizando-se 0 marcador morfoldgico R-Navajo.
As plantas originadas pelas sementes consideradas haploides foram tratadas com
colchicina para duplicacdo cromossdmica. Posteriormente, foram transplantadas
a campo, em outubro de 2015, e aquelas com reduzido vigor foram confirmadas
como duplo-haploides. A partir do nimero de sementes obtidas em cada
cruzamento e o nimero de plantas consideradas duplo-haploides no campo,
calculou-se a taxa de obtencdo de duplo-haploides (DH). Observaram-se taxas
de obtencdo de DH entre 0,18 e 5,6%. Verificou-se que tanto os indutores
quanto as populagfes influenciaram a taxa de obtencdo de DH. Além disso,
esses fatores interagiram entre si. O Indutor C proporciona as maiores taxas de
obtencdo de DH para a maioria das populacfes avaliadas. De modo geral, as
populagdes 2, 4 e 6 apresentam as maiores taxas de obtencdo de DH.

Palavras-chave: Zea mays L. Melhoramento de milho. Linhagem duplo-
haploides. Indutor de haploidia. Taxa de inducéo.



ABSTRACT

The technology of double-haploid is an important tool for corn breeding,
allowing the swift achievement of inbred lines. However, the efficiency of the
haploidy inducers in three tropical regions is still low. The objective of this work
was to evaluate the haploidy induction rate of three inducers in different corn
populations derived from the Syngenta Brasil company. This work was
conducted during the year of 2015 at the Syngenta Experimental Station in
Uberlandia, Minas Gerais, Brail. In March of 2015, three haploidy inducers (A,
B and C) were sown in order to be used as male genitors, and six populations (1,
2, 3, 4, 5 and 6), sown in order to be used as female genitors. The harvested
seeds were visually classified as haploids using the R-Navajo morphological
marker. The plants originated by the seeds considered haploid were treated with
colchicines for chromosome duplication. Subsequently, the plants were
transplanted to the field in October of 2015, and, those presenting reduced vigor
were confirmed as double-haploid. With the number of seeds obtained in each
cross, and the number of plants considered double-haploid in the field, we
calculated the double-haploid (DH) occurrence rates, verifying rates between
0.18 and 5.6%. We observed that both inducers and populations influenced the
DH occurrence rate. In addition, these factors interact between each other.
Inducer C provided the highest DH occurrence rate for most of the evaluated
populations. In general, populations 2, 4 and 6 presented the highest DH
occurrence rates.

Keywords: Zea mays. Corn breeding. Double-haploid lines. Haploidy inducer.
Inducing rate.
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1 INTRODUCAO

Os hibridos sdo as cultivares predominantes na cultura do milho no
Brasil, pois apresentam alto desempenho agronémico, uma vez que aproveitam a
heterose (vigor hibrido). Para obtencdo de hibridos de milho, é necessario o
cruzamento entre individuos contrastantes, normalmente duas linhagens elites
(BOREM; MIRANDA, 2013). Para tanto, a primeira etapa desse processo é a
obtengdo de linhagens endogamicas, seguida pelo teste de capacidade de
combinacdo das mesmas, identificando as melhores combinacbes e,
posteriormente, a producéo e comercializacdo das cultivares hibridas (PIERRE
etal., 2011).

Tradicionalmente as linhagens endogamicas sdo obtidas por sucessivas
autofecundacBes de diversas plantas da populacdo — geralmente seis a sete
geracOes de autofecundacdo (BATTISTELLI, 2012). Esse processo gasta,
normalmente, entre trés e quatros anos, ou seja, € um processo que demanda
muito tempo. No entanto, na cultura do milho, 0 uso da tecnologia de duplo-
haploide (DH) permite acelerar a obtengdo de linhagens endogamicas (PIERRE
et al., 2011). Com isso, o periodo pode ser reduzido para aproximadamente 18
meses (BATTISTELLI etal., 2013).

Essa tecnologia consiste em cruzar um genotipo, a partir do qual se
deseja obter uma linhagem, com um indutor de haploidia, obtendo assim
individuos haploides. Posteriormente, é realizada a duplicacdo cromossémica
desses individuos, utilizando-se geralmente a colchicina. Desse modo, obtém-se
um individuo diploide com todos os locos em homozigose (KEBEDE et al.,
2011). Essa é outra vantagem do uso de DH, pois utilizando autofecundac&o,
mesmo apds seis a oito geragdes ndo se obtém 100% de homozigose (PIERRE et
al., 2011).

Conforme relatado, o uso de DH depende de um indutor de haploidia,

que normalmente é também uma linhagem endogadmica. A maioria desses
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indutores foi desenvolvida para regiGes de clima temperado. Ha falta de
informacdo sobre a capacidade de inducdo de haploidia e o desempenho
agronbémico desses indutores em condi¢bes tropicais. Por isso, ©
desenvolvimento de linhagens de milho com a tecnologia de DH tem sido
limitado em regides tropicais (PRIGGE et al., 2011).

A avaliacdo da capacidade de inducdo dos indutores em condicdes
tropicais e sobre germoplasma tropical pode contribuir para o uso mais eficiente
da tecnologia de DH. Visto isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de
obtencdo de duplo-haploides de trés indutores em diferentes hibridos de milho

provenientes da empresa Syngenta Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Obtencdo de duplo-haploides

A obtencdo de linhagens duplo-haploides envolve quatro etapas
fundamentais. A primeira etapa consiste na inducdo de haploidia através da
polinizacdo com pdélen do indutor de haploidia; a segunda etapa corresponde a
identificacdo de sementes com embrido haploide utilizando marcador adequado;
a terceira etapa consiste na duplicacdo cromossdmica do suposto haploide com
inibidor mitético e a quarta etapa na autofecundacgéo das plantas duplo-haploides
para aumentar a quantidade de sementes das linhagens recém-geradas (PRIGGE
etal., 2011).

A utilizagdo de DH apresenta como principais vantagens: a maxima
variagdo genética entre as linhagens per se e desempenho de test cross da
primeira geracdo, a reducéo no tempo de obtengéo de linhagens, o cumprimento
dos critérios de protecdo de cultivares, o menor custo na producédo de linhagem,
a obtencdo de linhagens com 100% de homozigose e 0 aumento da eficiéncia na
selecdo assistida por marcadores moleculares (GEIGER; GORDILLO, 2009;
PIERRE et al., 2011). No entanto, existem algumas limitacGes nesse método
devido a baixa taxa de inducdo de haploides através de linhagens indutoras e aos
sistemas de marcador morfoldgico, que nem sempre sdo precisos e eficazes na
identificacdo de sementes haploides (COUTO, 2013).

No processo comum de autofecundacdo em espécies diploides,
considerando apenas dois pares de locos independentes segregando entre
genitores (AAbb) e (aaBB), o geno6tipo recessivo tem a probabilidade de ser
encontrado na proporcdo de 1/16 na populacdo F,. Porém, na inducdo de
haploidia, 0 mesmo gendtipo terd probabilidade de ocorréncia de 1/4 na

populacdo. Isso ocorre devido a auséncia dos heterozigotos, prevalecendo
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apenas quatro gendtipos homozigotos (AABB, AAbb, aaBB e aabb) (SILVA et
al., 2009).

Em linhagens haploides, a varidncia aditiva & maximizada, e as
vantagens na selecdo de caracteristicas quantitativas podem ser maiores, ndo
ocorrendo interferéncia do efeito de dominancia (SILVA et al., 2009).

Existem duas formas principais de gerar haploides, uma se baseia na
inducdo genética (in vivo) e os outros por meio de técnicas de cultura de tecidos
(in vitro), uma vez que a inducdo de haploides de ocorréncia natural apresenta
uma taxa extremamente baixa (BELICUAS et al., 2007). Para fins de producéo
em larga escala, é preciso fazer uso de linhagens indutoras de haploidia, sendo o
método de inducdo genética in vivo o preferido pelas empresas de melhoramento
genético de milho (BATTISTELLI, 2012; PIERRE et al., 2011).

O mecanismo de inducdo de haploidia pode apresentar origem paterna
ou materna (PIERRE et al., 2011). De acordo com o0s autores, quando o
crescimento esporofitico ocorre a partir da célula gamética masculina
(micrésporo) acontece a androgénese e o haploide produzido é considerado
androgenético. Na origem materna, hd o desenvolvimento esporofitico induzido
na célula-ovo nao fertilizada (gameta feminino), ocorre a gimnogénese, gerando
um haploide gimnogenético. Porém, o mecanismo de capacidade de inducéo de
haploide em milho ndo € bem compreendido até o momento (EDER; CHALYK,
2002).

As duas linhagens indutoras de haploidia que se destacaram inicialmente
foram a Stock6 e a Wisconsin 23, sendo que a primeira induz a producgdo de
haploide gimnogenético e a segunda a producdo de haploide androgenético
(COUTO, 2013). O autor comenta ainda que quando a linhagem Stock6 é
autofecundada produz uma frequéncia de haploides em torno de 3,2%.

A partir destas linhagens foram produzidas varias outras linhagens

indutoras com maiores taxas de indugdo de haploidia, em condigdes de clima



15

temperado (COUTO, 2013). Com a utilizagdo de linhagens indutoras de
haploidia é possivel produzir linhagens haploides, entretanto, é necessario

produzir mais indutores e conhecer as caracteristicas agronémicas dos mesmos.
2.1.1 Indutores de haploidia e taxa de inducado em haploidia de milho

A producdo confiavel de haploides é um dos principais elementos para o
sucesso na implementacdo da tecnologia de duplo-haploides em programas de
melhoramento de milho (PRIGGE et al., 2012a). A auséncia de indutores de
haploidia adaptados impede atualmente a adocdo desta tecnologia em ambiente
tropical (PRIGGE et al., 2011).

Os indutores de clima temperado, quando submetidos as condicOes
tropicais, podem apresentar sintomas de mé adaptacéo, como falta de sincronia
entre a antese dos indutores e espigamento da fonte de germoplasma tropical, e a
suscetibilidade da folha a doencas tropicais, particularmente & mancha de
turcicum (Exserohilum turcicum) (PRIGGE et al., 2012a).

Com o intuito de avaliar a aplicabilidade de indutores de haploidia de
clima temperado em programas de desenvolvimento de linhagens duplo-
haploides tropicais, Prigge et al. (2011) avaliaram trés indutores (RWS, UH400
e 0 hibrido RWS x UH400), adaptados as condigdes climaticas da Europa
Central, em regido tropical, e observaram que os indutores RWS e UH400 foram
capazes de apresentar alta taxa de indugdo de haploides mesmo em condi¢des
ndo temperadas.

O elemento chave para o sucesso da aplicacdo da indugdo de haploides
in vivo na cultura do milho é a producéo de sementes haploides a partir da fonte
de germoplasma tropical, e para isso é crucial que a taxa de inducdo de
haploides do gendtipo indutor seja elevada (PRIGGE et al., 2011). A utilidade
da técnica de duplo-haploides pode ser maior aumentando-se a taxa de inducéao
de haploidia dos indutores (KEBEDE et al., 2011).
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A inducdo de haploides maternal depende principalmente do indutor
utilizado como polinizador, no entanto, a fonte de germoplasma usada como pais
maternos e as condi¢cBes ambientais da inducdo também podem interferir na
indugdo do haploide, e tais aspectos ndo foram analisados ainda em milho
tropical (KEBEDE et al., 2011). A fonte de germoplasma e ambiente sdo
aspectos que devem receber atencdo na inducédo de haploidia (EDER; CHALYK,
2002).

Kebede et al. (2011) verificaram maior taxa de inducdo de haploidia e
menor taxa de erro de classificacdo quando a polinizacdo foi realizada durante o
inverno, quando comparada a polinizacdo realizada no verdo. Esses autores
explicam que a principal diferenca entre as duas esta¢des foi a temperatura, mas
outros fatores, como precipitacdo e umidade relativa ndo podem ser descartadas.
Ou seja, isso demonstra que é importante conhecer as condigdes ambientais
ideais para a indugéo de haploides.

Desde a descoberta do primeiro indutor Stock6, tem sido relatada a
importancia de se aumentar a taxa de inducdo de haploides, e para proporcionar
tal aumento é preciso melhorar as linhagens indutoras (EDER; CHALYK, 2002;
ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005).

A partir disso, diversas linhagens indutoras de haploidia foram geradas.
Wu et al. (2014) descrevem que atualmente as taxas de inducdo de haploides dos
indutores utilizados € superior a 5% e, em alguns casos, ha indutores com taxa
de inducdo de 10%, oriundos da sele¢do continua de indutores, como WS14,
ZMS, MHI, RWS e UH400.

Um dos indutores de haploidia que tem sido mais eficiente é a linhagem
RWS, desenvolvida pela Universidade de Hohenheim. Esse indutor é derivado
do cruzamento entre o indutor KEMS e o indutor WS14, que sdo adaptados as
condicbes de clima temperado. O indutor RWS também é eficiente em
condicBes tropicais (ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005).
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A média de uma ampla gama de doadores e ambientes apresenta uma
taxa de inducéo de haploide de cerca de 8%, sendo que uma linhagem irma de
RWS e RWK-76, desenvolvida a partir do cruzamento reciproco (WS14 x
KEMS) forneceu uma taxa de indugdo média de 9 a 10% (GEIGER;
GORDILLO, 2009). Esses autores comentam que para evitar uma
superestimacdo da taxa de inducdo é importante usar um gendtipo doador
materno que seja homozigoto recessivo.

Assim, o conhecimento sobre a diversidade genética das linhagens e das
populacdes € importante para o desenvolvimento de novos hibridos. Esse
conhecimento é necessario na identificacdo de linhagens para cruzamentos que
resultem em 6timos niveis de heterose, sem precisar realizar todos os
cruzamentos possiveis entre os pais potenciais (MAKUMBI et al., 2011).

Prigge et al. (2012b) verificaram que a herdabilidade da taxa de inducéo
de haploidia de individuos entre familias é menor do que a herdabilidade de
individuos da mesma familia. De acordo com esses autores, isso ocorre devido a
selecdo natural, que pode desfavorecer a inducdo de haploidia dos gametas

durante a autofecundacdo, uma vez que observaram distor¢ao de segregagé&o.
2.1.2 ldentificacdo de haploides

A identificacdo de ambientes e épocas de semeadura favoraveis ao
desenvolvimento de linhagens de inducdo de haploides é essencial para um
programa de melhoramento genético de milho visando a producéo de hibridos a
partir destas linhagens. Além disso, é importante também a identificacdo rapida
e barata de supostos haploides e o desenvolvimento de métodos precisos para a
duplicacdo cromossdmica, para a producdo de linhagens de duplo-haploides na
sequéncia (BATTISTELLI et al., 2013).

Com o intuito de identificar as sementes haploides oriundas da utiliza¢éo

de linhagens indutoras, Chase e Nanda (1965) relataram um sistema de marcador
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fenotipico baseado na pigmentacdo por antocianina, determinado pelo gene R-
navajo (R1-nj). Esse gene controla a pigmentacdo do endosperma e do embrido,
como um marcador dominante derivado da fonte indutora. Como o endosperma
é triploide, o marcador ird se expressar em qualquer tipo de cruzamento. Porém,
devido ao embrido ser haploide, este ndo possui a contribuicdo do genoma da
linhagem indutora, que possui o alelo R-navajo, logo o marcador ndo ira se
expressar (SILVA et al., 2009). Assim, as sementes com a pigmentacéo pdrpura
do endosperma e a ndo pigmentacdo do embrido podem ser selecionadas como
possiveis haploides (EDER; CHALYK, 2002).

Entretanto, a expressdo desse gene é normalmente influenciada pelo
background genético e pelo processo de maturacdo da semente, além da
existéncia de genes dominantes que inibem a sintese de antocianina (EDER,;
CHALYK, 2002). Esses fatores dificultam a identificacdo precoce de gendtipos
haploides, limitando a ampla aplicacdo dessa metodologia em programas de
melhoramento (BELICUAS et al., 2007).

Prigge et al. (2011) descreveram dois tipos de decisdes incorretas que
podem acontecer na identificacdo de haploides. O primeiro tipo ocorre quando a
semente ou planta haploide é descartada erroneamente, e 0 segundo tipo de erro
acontece quando a semente ou planta F; normal é classificada erroneamente
como um haploide.

O primeiro tipo de erro descrito anteriormente pode ocorrer devido a
eficiéncia limitada do marcador R1-nj, ou entdo devido a equipe técnica estar
insuficientemente treinada. A selecdo das sementes haploides quando realizada
na época da colheita ou imediatamente apds (antes da secagem) contribui para
reduzir este tipo de erro, pois a coloracdo do embrido codificado com o
marcador R1-nj é geralmente mais visivel nessa fase. Em contrapartida, se a
semente for selecionada ap6s a secagem, o haploide verdadeiro pode ser
descartado erroneamente (PRIGGE et al., 2011).
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Durante o processo de secagem de sementes, pode haver a formacao de
bolsas de ar na regido do pericarpo, as quais podem cobrir o embrido
provocando o aparecimento de tons mais escuros, que podem ser percebidos de
maneira errdbnea como pigmentacao do embrido (PRIGGE et al., 2011).

Eder e Chalyk (2002) relataram que a dificuldade de identificar
haploides de genétipos de milho estd relacionada a existéncia de alelos
dominantes de genes como C1-l, C2-1df e In1-D, pois estes genes inibem a
sintese de antocianina do marcador para selecdo de haploides. Quando pelo
menos um desses genes estd sendo expresso no genodtipo materno, a
identificagdo de haploide é dificultada devido & falta de pigmentagdo do
endosperma e do embrido. A presenca de genes que inibem a sintese de
antocianina é rara em milho dentado.

Além do gene R1-nj, existem outros genes de cores adicionais (B1,
PL1), que condicionam a pigmentacdo do coledptilo e da raiz das plantulas,
facilitando a separagdo de individuos haploides de diploides (COUTO, 2013).
Esse autor descreve também que marcadores morfoldgicos como a coloragdo do
colmo adicionado ao marcador no embrido torna possivel a remogdo de plantas
F, da fragcdo dos possiveis haploides em estadios iniciais em casa de vegetacgdo e
no campo. Esse método pode ser utilizado apds o procedimento de duplicagdo
cromossomica artificial para a sele¢do de plantas haploides.

Portanto, na identificacdo de haploides, é mais facil utilizar o marcador
morfolégico R1-nj em hibridos de milho do que o uso de populagdes segregantes
quando comparados (EDER; CHALYK, 2002; PRIGGE et al., 2011; ROBER;
GORDILLO; GEIGER, 2005). Entretanto, esses autores recomendam gue outros
métodos para a identificacdo de haploides, tais como vigor de plantula,
coloracdo do coledptilo, quantidade de 6leo no embrido e caracteristicas
fenotipicas das plantas durante o seu desenvolvimento devem ser utilizados para

eliminar as amostras falso-haploides classificados pelo marcador R1-nj.
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2.1.3 Duplicacdo cromossdmica de haploides

A duplicagdo cromossémica era considerada uma restricdo na producéo
de linhagens duplo-haploides em escala comercial (COUTO, 2013). Isso se
devia ao fato da duplicacdo espontanea ocorrer em baixa frequéncia. Contudo,
atualmente é comum o uso de protocolos de inducdo de duplicacdo utilizando
agentes antimitoticos, como colchicina e os herbicidas amiprofosfo-metil,
orizalina e trifluralina (PIERRE et al., 2011).

Esses compostos inibem a formacdo do fuso mitético por se ligarem a
tubulina, o que resulta na ndo segregacdo das cromatides irmés e,
consequentemente, na duplicagdo cromossémica (CASTILLO et al., 2009). A
inducdo da duplicacdo pode ser realizada in vitro, com os agentes antimitoticos
sendo adicionados ao meio nutritivo, ou in vivo, aplicando 0s agentes
diretamente nas plantulas ou por imersdo das mesmas em solugdes antimitoticas
(PIERRE et al., 2011).

A duplicagdo cromossémica em haploides na cultura do milho é feita
principalmente por meio do tratamento com colchicina, sendo esta a etapa mais
dificil para a producéo de duplo-haploides, pois ocorre alta taxa de mortalidade e
baixa taxa de duplicacdo (DANG et al., 2012). Esses autores explicam que
embora a colchicina seja um produto quimico téxico para 0s organismos, a sua
aplicacdo na producdo de duplo-haploides continua crescendo, pois ndo existe
outro produto quimico que possa competir com ele em termos de eficiéncia na
duplicacdo cromossdmica.

H& diversos protocolos para a realizacdo da duplicacdo artificial
utilizando blogueadores mitéticos. Um desses protocolos, utilizado por Dang et
al. (2012) e descrito por Deimling, Rober e Geiger (1997), consiste em imergir 0
coledptilo das plantulas, quatro a cinco dias apds a germinacdo, em solucdo de
colchicina a 0,06% e DMSO (dimetil-sulfoxido) a 0,05%, num periodo de 12

horas. Em seguida, 0s coledptilos devem ser lavados em agua corrente por 20
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minutos, e as plantulas entdo cultivadas em casa de vegetacdo. Passado duas a
trés semanas do tratamento, as amostras das folhas mais jovens devem ser
coletadas para verificar o nivel de ploidia das plantas tratadas.

Apos a duplicagdo cromossdmica da planta haploide, é necessario
verificar o nivel de ploidia, dessa maneira, a identificacdo do duplo-haploide
gerado pode ser feita pelo uso da citometria de fluxo ou de marcadores
microssatélites (COUTO, 2013). A técnica de citometria de fluxo consiste na
analise de propriedades Gticas, como dispersdo da luz e fluorescéncia de
particulas que fluem na suspensédo liquida. A partir disso, é possivel mensurar o
conteldo de DNA de nucleos, permitindo avaliar o nivel de ploidia, o teor de
DNA de cada cromossomo complemento de uma espécie, entre outras
caracteristicas (BATTISTELLI, 2012). O autor explica ainda que essa técnica
quantifica o nivel de ploidia por meio da analise da intensidade de fluorescéncia
emitida pelos nucleos corados com fluocromos especificos para DNA. Esta
tecnologia é uma boa alternativa na contagem cromossémica devido a facilidade
de preparo da amostra; por ser rapida, podendo ser realizada inimeras amostras
por dia e ser um método ndo destrutivo.

Dang et al. (2012) realizaram o controle do nivel de ploidia utilizando a
citometria de fluxo. Nesse trabalho, observaram que, embora a taxa de
sobrevivéncia das plantulas tenha sido alta em todos os hibridos analisados,
variando entre 47,2 e 80%, as plantulas se recuperaram lentamente e exibiram
fendtipos incomuns, como a ocorréncia de folhas retorcidas, plantas ands e
crescimento lento nos primeiros estadios de desenvolvimento. A taxa de
duplicacdo cromossdmica observada foi de 30% em média.

Conforme citado acima, os marcadores moleculares microssatélites SSR
(Simple Sequence Repeats) também podem ser utilizados na analise do nivel de

ploidia de uma espécie. Os microssatélites sdo regides de DNA compostas de
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unidades que se repetem em tandem, e tem sido preferido a outros tipos de
marcadores, por causa da agilidade da técnica de PCR (COUTO, 2013).

Os marcadores SSR apresentam a caracteristica de codominancia que
propicia a distin¢do entre 0 homozigoto e o heterozigoto. Ou seja, mesmo em
gendtipos de base genética estreita como o milho hibrido, esses marcadores
podem detectar alto nimero de alelos por loco, sendo também uma alternativa
na diferenciacdo de individuos haploides dos F; heterozigotos, quando utilizadas
linhagens indutoras de haploidia para produzir linhagens duplo-haploides
(BATTISTELLLI, 2012).

Belicuas et al. (2007) utilizaram marcadores SSR na identificacdo de
haploides em milho com posterior confirmagdo destes por meio de outras
técnicas, como a contagem cromossdmica e a citometria de fluxo. Esses autores
salientaram a necessidade de tornar essa estratégia facilmente utilizavel em

programas de melhoramento de milho tropical.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado durante o ano de 2015 na area experimental da
empresa Syngenta Seeds (18°55°42”S, 48°10°24”W e 945 m de altitude),

localizada no municipio de Uberlandia — MG.
3.1 Obtencéo dos haploides

Foram utilizadas seis populagcdes de milho (geracdo F;) obtidas a partir
do cruzamento de linhagens endogamicas de um mesmo grupo heterético. Essas
populagdes foram denominadas Pop. 1, Pop. 2, Pop. 3, Pop. 4, Pop. 5 e Pop. 6.

Cada uma das populagdes foi cruzada manualmente com trés indutores
de haploidia, denominados Indutor A, Indutor B e Indutor C. Esses indutores sdo
originarios de regides temperadas, porém foram melhorados no Brasil. Por isso,
séo considerados “tropicalizados”.

Para obtencdo de sincronia entre os genitores masculinos (indutores) e
femininos (populagdes) durante o florescimento, cada indutor foi semeado em
trés épocas, posteriormente a semeadura das populacBes, pois os indutores
utilizados apresentam maior precocidade. Assim, a semeadura das populagoes
ocorreu em 06 de mar¢o de 2015 e dos indutores nas datas 13, 18 e 24 de margo
de 2015. As temperaturas registradas durante o ciclo da cultura estdo

apresentadas na Figura 1.



Figura 1 - Temperaturas registradas entre a semeadura (06/03/2015) e a colheita (21/07/2015) pela Esta¢do Climatoldgica
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Dessa forma, o experimento foi constituido por um fatorial 6 x 3 (seis
populacdes e trés indutores). Cada populacdo foi semeada em uma linha de 90
m, com cinco plantas por metro e espacamento de 0,6 m das linhas adjacentes. A
linha de 90 m de cada populacdo foi subdivida em trés partes de 30 m. Essas
partes foram utilizadas para receber polen de cada um dos trés indutores. Cada
indutor foi semeado em duas linhas de 90 m externamente as seis linhas com
populacdes.

Em semeadura, utilizou-se o fertilizante formulado 08-20-20 na dose de
500 kg ha™. A adubacdo de cobertura foi realizada em duas épocas, nos estadios
V4 e Vg, aplicando-se, respectivamente, 250 e 350 kg ha® do fertilizante
formulado 20-00-20. Os demais tratos culturais foram realizados de forma a
suprir todas as exigéncias da cultura. Quando necessario, utilizou-se irrigacéo
por aspersdo em autopropelido.

Na época do florescimento, antes da emissdo dos estilo-estigmas, as
espigas das populagdes foram cobertas com sacos plasticos a fim de se evitar
contaminagdo com polen indesejado. Ap6s a emissdo dos estilo-estigmas das
populagdes, os penddes dos indutores foram cobertos com saco de papel kraft.
No dia seguinte, esses sacos de papel, contendo p6len do indutor, foram levados
até as espigas das populacBes para polinizacdo de acordo com 0s cruzamentos
preestabelecidos. As espigas polinizadas permaneceram protegidas pelos sacos

de papel até 0 momento da colheita, que foi realizada em 21 de julho de 2015.
3.2 ldentificacdo dos haploides

As sementes resultantes dos cruzamentos foram colhidas com 18% de
umidade e secas em secador até atingir a umidade de 13%. Para a identificacdo
das sementes haploides, utilizou-se 0 método visual levando em consideracédo a
pigmentacdo roxa do endosperma, conferida pelo marcador morfologico R-
narvajo, € a ndo pigmentacdo do embrido (CHASE; NANDA, 1965). As
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sementes selecionadas foram semeadas, em 07 de setembro de 2015, em
bandejas de células individuais, com argila expandida, e conduzidas em casa de
vegetacdo. Ap0Os quinze dias de germinagdo, as plantas consideradas de baixo

vigor foram consideradas haploides (Figura 2).

Figura 2 - Selecdo de plantas em bandeja apds germinacdo de sementes
haploides.

3.3 Duplicagdo cromossémica

As plantas consideradas haploides foram submetidas ao tratamento para
duplicagdo cromossdmica com solugdo de colchicina (0,06%) e dimetil
sulféxido (0,05%). Para tanto, as raizes das plantas ficaram em contato com a
solucgdo por aproximadamente 5 horas.
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Posteriormente, as plantas foram lavadas em &gua corrente por cerca de
10 minutos e replantadas em bandeja de células individuais com substrato
vegetal adequado. As plantas foram submetidas a aclimatacdo em casa de
vegetacdo e posteriormente em telado, com o objetivo de adaptacdo as condi¢des
de campo. Nesta etapa foram realizadas duas adubacdes foliares com o produto
Enervig (0,5% de boro e 0,7% de cobalto).

3.4 Confirmacéo dos duplo-haploides

Apds 15 dias de aclimatacdo e adaptacéo, as plantas foram identificadas
com etiquetas e transplantadas para o campo. O transplantio ocorreu em 05 de
outubro de 2015. O espagamento utilizado foi de 0,6 m entre linhas e 0,2 m entre
plantas.

A adubagc&o de base utilizada foi de 550 kg ha™ do fertilizante formulado
08-28-16. A adubagdo de cobertura foi realizada nos estadios V4 e Vg com 300
kg ha® do fertilizante formulado 20-00-20 em cada uma dessas épocas. Os
demais tratos culturais foram realizados de forma a suprir todas as exigéncias da
cultura. Quando necessario, utilizou-se irrigagdo por aspersao em autopropelido.

A confirmagéo de plantas duplo-haploides foi realizada visualmente no
campo apds as plantas adaptarem-se e desenvolverem-se a ponto de surgir
algumas com desempenho e vigor superiores as demais. Essas plantas mais
vigorosas foram consideradas como ndo haploides ou falso-positivo e, entdo,
foram eliminadas do experimento. Este procedimento foi repetido por diversas
vezes (semanalmente), a fim de se obter o0 maximo de eficiéncia na eliminagéo
das plantas ndo haploides.

A taxa de obtencdo de duplo-haploides (DH) foi calculada a partir da
relacdo de plantas realmente haploides (baixo vigor no campo) e o nimero de

sementes obtido do cruzamento entre hibrido (F1) e indutor.



28

3.5 Analises estatisticas

As proporgdes observadas foram avaliadas usando-se a abordagem de
modelos lineares generalizados mistos (MLGM), de forma anéloga ao proposto
por Nunes, Morais e Bueno Filho (2004), uma vez que foi detectada
superdispersdo. Neste caso, foi empregado o MLGM binomial com a fungéo de
ligacdo logit.

A significancia dos modelos foi verificada por analise de deviance, com
aplicacdo de teste Qui-Quadrado a 5% de probabilidade. Posteriormente,
calculou-se o intervalo de confianca de 95% para as médias. Para tanto, foi
utilizada a funcdo GLM do pacote Stats do programa R (R CORE TEAM,
2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de deviance, 0 modelo que melhor explicou 0s
resultados foi 0 que compreendeu a interacdo entre as populagdes e as linhagens
indutoras de haploidia (TABELA 1). Portanto, a influéncia de cada um desses

fatores na taxa de obtencdo de DH dependeu do outro fator.

Tabela 1 - Resumo da andlise de deviance para os efeitos Indutor e Populacéo e
para a interacdo dos mesmos sobre a taxa de obtencdo de duplo-

haploides.
FV Graus de liberdade Deviance Pr(>Chi)
Indutor (1) 2 128,7 0,00 **
Populacéo (P) 5 1127,1 0,00 **
IxP 10 63,9 0,00 **

** Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste Qui-Quadrado.

Todos os indutores foram capazes de induzir a haploidia nas populacdes
avaliadas (Figura 3). As taxas de obtencdo de DH variaram de 0,18 a 5,6%. Os
resultados apresentados na literatura cientifica normalmente sdo maiores. Por
exemplo, Bastistelli (2012) obteve taxas de inducéo entre 3,7 e 11,6% utilizando
o0 indutor KEMS. Couto et al. (2015) verificaram taxas de inducdo entre 3,8 e
15,4% utilizando o mesmo indutor. Porém, no presente trabalho a taxa avaliada
foi a de obtencdo de DH, diferentemente dos demais trabalhos, que avaliaram a
taxa de inducéo a partir da proporgédo de sementes consideradas haploides. Parte
dessas sementes ndo originam plantas duplo-haploides, devido a presenca de
falso-positivos ou a mortalidade de plantas ap6s o tratamento com colchicina ou
no campo. Logo, a taxa de obtencdo de DH normalmente € menor que a taxa de
indugdo. Por isso, as taxas obtidas neste trabalho podem ser consideradas

satisfatorias.
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Ainda assim, as taxas de obtencdo de DH foram menores que as
esperadas. Possivelmente, esses resultados sdo decorrentes das condicGes
adversas durante a conducdo do experimento. Estresses bidticos e abidticos tém
sido relatados como responsaveis por reducdes na taxa de inducdo de haploidia
em milho (KEBEDE et al., 2011). Neste mesmo trabalho, realizado no México,
0s autores observaram maior taxa de inducdo no inverno, comparada ao verdo. A
menor taxa de inducdo no verao foi atribuida as altas temperaturas.

No presente trabalho, foram verificadas baixas temperaturas durante a
época de polinizacdo (aproximadamente entre 55 e 65 dias apds a semeadura)
(Figura 1). Diferentemente do que foi observado por Kebede et al. (2011), a
conducdo do presente trabalho em época com menores temperaturas pode ter
prejudicado a polinizagéo e, consequentemente, prejudicado a taxa de obtencéo
de DH.

Houve sobreposicdo dos intervalos de confianca dos trés indutores na
Pop. 1, ou seja, para essa populacdo a taxa de obtencdo de DH foi semelhante ao
se utilizar qualquer um dos trés indutores. Contudo, a taxa de obtencdo de DH
nessa populacdo foi muito pequena. Logo, possivelmente essa populacdo nédo é
propicia a obtencdo de duplo-haploides e, por isso, a diferenciacdo entre 0s
indutores tornou-se dificil.

Quando a inducdo foi realizada na Pop. 5, a maior taxa de obtencdo de
DH foi verificada no cruzamento com o Indutor A. Nas demais populagdes, as
maiores taxas de obtencdo de DH foram proporcionadas pelo Indutor C. O
Indutor B, em geral, apresentou as menores taxas de obtencdo de DH quando

comparado aos indutores A e C.
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Figura 3 - Desdobramento da taxa de obtencdo de duplo-haploides em funcéo
dos indutores de haploidia, fixando-se populages.
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Para os indutores A e C foram utilizados, as populagbes que
apresentaram maior taxa de obtencdo de DH foram 2, 4 e 6 (Figura 4). Quando
foi utilizado o Indutor B, a maior taxa de obtengdo de DH foi verificada na Pop.
6. As populacBes, utilizadas como genitores femininos, apresentam grande
influéncia na taxa de inducio (ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005).
Battistelli et al. (2013), utilizando o indutor KEMS, verificaram diferenca
significativa na taxa de inducdo a partir de diferentes hibridos. Por exemplo,
verificaram taxa de inducdo de 4,5% com os hibridos 30F53 e DKB240 e de
11,6% com o hibrido GNZ 2004.
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Figura 4 - Desdobramento da taxa de obtencdo de duplo-haploides em funcéo
das populacg6es, fixando-se indutores de haploidia.
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5 CONCLUSOES

Os indutores de haploidia e as populages influenciam a taxa de
obtencao de duplo-haploides. Além disso, esses fatores interagem entre si.

O Indutor C proporciona as maiores taxas de obtencdo de duplo-
haploides para a maioria das populacBes avaliadas. De modo geral, as
populacdes 2, 4 e 6 apresentam as maiores taxas de obtencdo de duplo-
haploides.
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