UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA E MELHORAMENTO

ALESSANDRA GUEDES BALERONI

Taxas de inducéo do KHI na obtencé&o de haploides em funcéo de
diferentes texturas de graos de milho

MARINGA
PARANA-BRASIL
OUTUBRO - 2014



ALESSANDRA GUEDES BALERONI

Taxas de inducéo do KHI na obtencé&o de haploides em funcéo de
diferentes texturas de graos de milho

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Maringa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagdo em
Genética e Melhoramento, para obtencdo do
titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Scapim.

MARINGA
PARANA-BRASIL
OUTUBRO - 2014



PAGINA DESTINADA A FOLHA DE APROVACAO. ENCONTRA-SE NA
SECRETARIA DO PGM.



Aos meus pais, Antonio e Conceigéo, por todo amor e confianga.
A minha irma, Fernanda, pela amizade que sempre me fortalece.

A toda minha familia, com muito amor.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ser o guia essencial em minha vida e aumentar a minha fé a
cada dia, dando-me coragem para enfrentar as dificuldades.

A Universidade Estadual de Maringd (UEM) e ao Programa de POs-
Graduacdo em Genética e Melhoramento (PGM), pela oportunidade de realizacdo
do curso.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes),
pelo apoio financeiro por meio da concesséao de bolsas de estudos.

Ao professor doutor Carlos Alberto Scapim, pela orientagdo, confianca e
incentivo na elaboracgédo deste trabalho.

Ao professor doutor Ronald José Barth Pinto, pela coorientagéo.

A Hingrid Ariane da Silva, pelo acompanhamento e auxilio em tantas dificeis
decisdes a serem tomadas durante a execugao deste trabalho.

Aos amigos do grupo de melhoramento de milho, que mesmo atarefados
dedicaram um tempinho para ajudar.

A Mariela Thim, & Camila Castro e ao Rodrigo Ivan Contreras Soto, pela
ajuda com as atividades na casa de vegetacgao.

Ao professor doutor Carlos Moacir Bonato, por disponibilizar a casa de
vegetacgao.

A outros tantos amigos que direta ou indiretamente fizeram parte de mais
essa etapa da minha vida.

Muito obrigada.



BIOGRAFIA

ALESSANDRA GUEDES BALERONI, filha de Antonio Baleroni e Conceigdo
Aparecida Guedes Baleroni, nasceu em vinte e cinco de abril de 1987, na cidade de
Guaracai, estado de Sao Paulo.

Concluiu o Ensino Fundamental em 2001 e o Ensino Médio em 2004, ambos
no Colégio Stella Maris, na cidade de Andradina, estado de S&o Paulo.

Em 2007, formou-se no Curso Técnico em Acucar e Alcool, pelo Colégio
Stella Maris, em Andradina, Sao Paulo.

Ingressou no Curso de Agronomia, em 2008, na Universidade Estadual de
Maringd (UEM), cidade de Maringa, estado do Parand, obtendo o titulo de
Engenheira Agronoma em 2012.

Em marco de 2013, iniciou o Curso de Mestrado no Programa de Poés-
Graduacao em Genética e Melhoramento, na Universidade Estadual de Maringa,

estado do Parand, Brasil.



SUMARIO

LISTA DE QUADROS ... ettt e e e ettt e e e e e e et e e e eeeaaeeeaeees Vi
LISTA DE FIGURAS ... et ettt e e e e e e e e e eeaaa e eeeees viii
L 0 U1V P iX
= B ¥ S P X
1. INTRODUGAO ...ttt et ae et ee et s e aeeanan e 1
2. REVISAO DE LITERATURA .. .ooticieeee ettt ettt 3
2.1. Breve historico do MilN0 ..........oooiiiiiiii et 3
2.2. Classificagao botanica e morfologia do mMilNo .............eeviiiiiiiiiiiiii e 3
2.3. Polinizag8o € fertiliZag80...........coouiiieeiiii et 5
2.4. Melhoramento genético do MilNO ...........coooiiiiiiiiiii e 6
2.5. Emprego dos duplo-haploides............ooooiiiiiiiiii e 7
2.5.1. Obtencéo de haploides via iINdUGE0 IN VIVO........ccccoiiiiiniiiiiiiiiiiiieeece e 9
2.5.2. Linhagens indutoras de haploidia ............c.coooii i 10
2.6. Identificag@o dos haploides............cooiiiiiiiiii e 11
3. MATERIAL E METODOS .....ooiiitieceeee ettt ettt nn e 13
L LOCAD .ttt a et e e e e e e e 13
I |V = =T g = L 1= =] £ oo J PP 13
3.3. Inducao de haploides IN VIVO .........coooiiiiiiiii et 13

3.4. Identificagdo das sementes potencialmente haploides mediante o marcador

morfoldgico R-navajo e caracteristicas fenotipicas...........cccccviiiiiiieiiiiiieneeeennns 14
3.5. Teste de qQUI-QUAAIAT0 ........cceeeiiieeeieeee e e e e 15
4, RESULTADOS E DISCUSSAOD ......ooiiiieecee ettt s 16
4.1. Obtencao de NAPIOIdES .........eeiiiiiiiiiiiee e 16
4.2. Identificag@o dos possiveis haploides pelo marcador R-navajo...................... 17
4.3. Taxa de possiveis haploides.........coouuiiiiiiii e 18
4.4. Selecao de haploides pelo fen6tipo das plantas...........cccceeeviiiiiiieneeniiiineeenn. 26
4.5. Teste de qQUI-QUAAIATO .......uueeiiiiiiie it a e 29
5. CONCLUSOES ...ttt sttt ee sttt 31
6. REFERENCIAS ...ttt ittt ettt sa sttt st e e 32

Vi



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Identificacdo dos hibridos utilizados para indugdo de haploidia.............. 13
Quadro 2 - Taxa de possiveis haploides dos quatro hibridos induzidos & haploidia.18

Quadro 3 - Caracteristicas fenotipicas analisadas nas plantas selecionadas como

possiveis haploides, Por MEI0 O SEU VIQOT .......cceuaiiiuriiiieeae e ae et e e e 27

Quadro 4 - Resultado do teste de qui-quadrado (x?) para a taxa de possiveis

haploides obtidos in vivo e a taxa de haploides esperados pela inducéo natural......29

Vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Expressédo de antocianina nas espigas induzidas. (A) P2530; (B) P3989;

(C) IACL25 € (D) RBB324...... .ottt 16
Figura 2 - Separacao dos possiveis haploides. ...........cccooiiiiiiiiiiiiniiiie e 17
Figura 3 - Sementes diploides excluidas pelo marcador R-navajo..............cccceuveenn.. 18

Figura 4 - Espigas de milho doce induzido a haploidia, com destaque para aquelas

qgue nao tiveram seus gréos pigmentados por antoCianing. ...........cceeeveeeerreerrineeninnnne 24

Figura 5 - Hibrido IAC125 induzido & haploidia, com pouca formacdo de grdos em

IVEISAS ESPITAS. ..eteeetrtieeieiiteeieiee et e e e e e e e e e e e e e e bbbt e e e e e et e e e e teeaeeaeeaaaaeeaaaaeaannneas 25

Figura 6 - Diferenga entre o vigor de uma planta diploide (A) e outra haploide (B),
resultantes do cruzamento do hibrido P2530 com o indutor KHI. ............ccccoeiinnene. 28

Figura 7 - Sementes com variados niveis de coloragdo por antocianina, devido a

eXPresSa0 d0 9eNE RIL-NJ. oottt e 28

viii



RESUMO

BALERONI, Alessandra Guedes, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, outubro
de 2014. Taxas de indugdo do KHI na obtencdo de haploides em fungéo de
diferentes texturas de gréos de milho. Orientador: Carlos Alberto Scapim.
Conselheiro: Ronald José Barth Pinto.

A tecnologia de producdo de duplo-haploides (DH) destaca-se nos programas de
melhoramento de milho devido a possibilidade de reducdo no tempo de obtencédo de
linhagens. Além disso, a mao de obra e os recursos financeiros necessarios também
sdo inferiores quando comparados com o método convencional. A obtencdo de
plantas DH consiste basicamente na indugdo de haploidia, seguida da duplicacéo do
conteddo genético dos possiveis haploides. Para isso, a identificag@o preliminar dos
haploides é essencial. Os objetivos deste trabalho foram: obter: sementes haploides
de diferentes gendtipos, verificar a eficiéncia da separacdo de sementes
potencialmente haploides, mediante a coloragdo por antocianina atribuida pelo gene
R1-nj, e analisar a taxa de possiveis haploides em funcdo da textura do gréo. Foi
realizado o cruzamento in vivo entre a variedade indutora de haploidia KHI e quatro
hibridos Fi's. Sementes resultantes desses cruzamentos foram caracterizadas
quanto a haploidia por meio do marcador morfolégico R-navajo. As selecionadas
como possiveis haploides, provenientes de quatro espigas escolhidas de cada
gendtipo, foram semeadas em casa de vegetacdo para uma confirmagédo de
haploides baseada no fenétipo das plantas. Foram obtidas cerca de 50 espigas de
cada genotipo cruzado com o indutor de haploidia KHI. As sementes com
endosperma dentado apresentaram melhor pigmentagao, facilitando a selegéo via R-
navajo. No entanto, essa selecdo néo foi totalmente eficiente. A taxa de possiveis
haploides, baseada nessa sele¢do, foi reduzida expressivamente apds a avaliacao
do fendtipo das plantas, indicando a presenca de falsos-positivos selecionados por

meio da expresséo de antocianina atribuida ao gene R1-nj.

Palavras-chave: inducdo de haploidia, R-navajo, Zea mays.



ABSTRACT

BALERONI, Alessandra Guedes, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, October
2014. Induction rates of KHI in obtaining haploid for different textures of maize
kernels. Adviser: Carlos Alberto Scapim. Committee member: Ronald José Barth
Pinto.

The production technology of doubled haploids (DH) stands out in programs of maize
breeding due to the possibility of reducing the time to obtain lines. Furthermore, the
manpower and the necessary financial resources are also lower compared to the
conventional method. Obtaining DH plants is basically the induction of haploid,
followed by duplication of the genetic content of haploid possible. For this, a
preliminary identification of haploids is essential. The objectives of this study were to
obtain haploid seeds of different genotypes, verify the efficiency of the separation of
potentially haploid seed by staining anthocyanin assigned by R1-nj gene and analyze
the rate of haploid possible in function of grain texture. Plants of inducer KHI were
crossed in vivo with four hibrids F;’'s. Seeds resulting from these crosses were
characterized as to haploid through morphological marker R-navajo. The seeds
selected as possible haploids from four ears, chosen each genotype were sown in a
greenhouse for a confirmation based on phenotype of plants. About 50 ears of each
genotype were obtained. Seeds with dent endosperm showed better pigmentation,
facilitating the selection via R-Navajo. However, this selection is not fully efficient
given that rate of haploid possible based on this selection, was reduced significantly
after the evaluation of the phenotype of the plants, indicating the presence of

selected false positives by expression of anthocyanin, assigned the R1-nj gene.

Keywords: induction of haploid, R-navajo, Zea mays.



1. INTRODUCAO

O Brasil é responsavel por cerca de 75 milhdes de toneladas da producéo de
milho mundial, ocupando a terceira posi¢céo dentre os maiores produtores (CONAB,
2014). Essa cultura apresenta um importante papel na economia mundial, sendo
utilizada tanto na industria de ra¢gdes quanto para o consumo humano, seja in natura
(milho verde) ou industrializado.

O processo convencional de obtencdo de linhagens em programas de
melhoramento comercial de milho é dispendioso e leva de seis a oito geracfes de
autofecundacdo para atingir a homozigose, enquanto a tecnologia dos duplo-
haploides (DH) permite reduzir esse tempo em pelo menos 18 meses (Milach, 2007).

A obtencgéo de linhagens DH consiste na indugédo de haploidia por meio do
cruzamento entre um genétipo de interesse, do qual se deseja extrair linhagem, com
um genotipo indutor de haploidia que usualmente é de origem temperada. Esse
cruzamento pode gerar haploides maternos ou paternos, dependendo do indutor
empregado. Porém, ambos o0s casos originam plantas cujos embrides apresentam
metade do numero de cromossomos. Em seguida, os genomas dessas plantas
haploides sdo duplicados para que voltem ao seu conteido cromossémico normal
(2n) e assim sejam obtidas as linhagens DH.

Além de reduzir o tempo de obtencdo de linhagens endogéamicas e
necessitar de menor quantidade de méo de obra e recursos financeiros, o uso de DH
garante maior pureza genética, uma vez que as plantas geradas séo obtidas de uma
Unica semente haploide duplicada e a pureza genética € mantida (Rabel, 2008).

A grande limitagdo do uso da tecnologia DH na obtencdo de linhagens
envolve a baixa taxa de inducdo alcancada e a dificuldade de identificagdo de
plantas efetivamente haploides. As sementes haploides podem ser identificadas por
marcadores morfolégicos, como o gene R1-nj (Nanda e Chase, 1966). A
identificacdo por meio desse gene é baseada na pigmentacdo por antocianina, ou
seja, as sementes diploides possuirdo o endosperma e o embrido roxos, enquanto
as haploides apresentardo somente o endosperma roxo, ficando com o embrido
branco. Entretanto, a eficiéncia desse marcador morfolégico tem sido questionada
por diversos pesquisadores, pois a expresséo do gene R1-nj é bastante influenciada

pelo background genético do genoétipo doador (Geiger e Gordillo, 2009), além da
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presenca de genes dominantes (Cl-l, C2-ldf e In1-ID) que inibem a sintese de
antocianina (Coe Junior, 1994).

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de obter sementes
haploides de diferentes gendtipos; verificar a eficiéncia da separacdo de sementes
potencialmente haploides, mediante a coloragdo por antocianina atribuida pelo gene

R1-nj; e analisar a taxa de possiveis haploides em fun¢éo da textura do gréo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve histérico do milho

A cultura do milho foi domesticada primeiramente na regido sudoeste do
México, a partir da graminea teosinto. Posteriormente, o milho difundiu-se para
outras regides tropicais da América, como o Panamé e a América do Sul. H& indicios
de que hé cerca de 40 séculos ja se cultivava milho no sul do Peru. No Brasil, antes
da chegada dos portugueses, o milho era cultivado pelos indios, sobretudo pelos
guaranis, que tinham no milho o principal elemento da sua dieta. A incorporacgdo de
produtos a base de milho nos habitos alimentares brasileiros e o consumo desse
cereal aumentaram com a chegada dos portugueses e muito provavelmente a sua
expansdo para outras partes do mundo ocorreu devido as grandes navegacdes e 0
inicio da colonizagao do continente americano (Araujo, 2008).

Atualmente o milho é cultivado e consumido em diversos paises, sendo o
cereal mais produzido mundialmente, com aproximadamente 960 milhdes de
toneladas (SEAB, 2013; Peixoto, 2014). E um dos alimentos mais nutritivos que
existe, pois se trata de uma importante fonte energética para os seres humanos e
animais. Além de ser um cereal de altas qualidades nutritivas, apresenta ampla
versatilidade na alimentagédo humana (Duarte et al., 2011).

Com relacdo aos maiores produtores mundiais de milho destacam-se os
Estados Unidos, a China, o Brasil e a Argentina, totalizando 70% da producéo
(Peixoto, 2014). Em territério nacional, os estados que mais produzem s&o o Parang,
as Minas Gerais e 0 Rio Grande do Sul, na primeira safra, e o Mato Grosso e Parana
na segunda safra. Na safra 2014/2015, a producdo estimada de milho total, no
Brasil, foi de 78,9 milndes de toneladas, numa &area cultivada de 15,5 milhdes de
hectares. Nesse mesmo periodo, a produtividade média estimada da primeira safra
foi de 4,6 t ha™ e na segunda safra de 5,4 t ha™ (CONAB, 2014).

2.2. Classificacéo botanica e morfologia do milho

O milho (Zea mays L. spp. mays) € uma monocotiledénea pertencente a

familia Poaceae, tribo Maydeae, género Zea e espécie Zea mays. E uma planta
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diploide (2n=20 cromossomos) e monoica. O monoecismo permite classificar o milho
como uma planta aldgama com praticamente 100% de reproducdo cruzada
(Paterniani e Campos, 2005).

A semente do milho é um fruto seco, classificado como cariopse, e consiste
basicamente de trés partes: pericarpo, endosperma e embrido. O pericarpo € a
camada externa que envolve e protege o endosperma, cujo conteudo é
principalmente amido. O embrido é envolvido pelo endosperma que confere sua
protecdo contra danos externos, visto que sua fungéo € originar uma nova planta da
mesma espécie (Kiesselbach, 1949; Tavares, 1988). De acordo com as
caracteristicas do grdo, como formato, quantidade de amido, teor de acucar,
capacidade de expanséo, vitriosidade etc., existem diferentes classes ou tipos de
milho: dentado, duro, farinaceo, pipoca e doce (Paes, 2006).

O sistema radicular da planta de milho € do tipo fasciculado. Isso significa
que ndo ha uma raiz principal destacada sobre as demais raizes, o que é
caracteristico das gramineas (Tavares, 1988). O caule consiste de nés e entrenos; é
ereto e sem ramificagBes. As folhas sdo inseridas nos nos do colmo, dispostas
alternadamente e apresentam uma nervura central em forma de canaleta e
apresentam pilosidade (Kiesselbach, 1949).

A inflorescéncia masculina, denominada pendéo e localizada no &pice da
planta, consiste em um eixo central e véarias ramificacOes laterais, ao longo das
quais séo dispostas espiguetas aos pares alternadamente, sendo uma séssil e uma
pedicelada. As espiguetas apresentam um par de bracteas protetoras que envolvem
duas pequenas flores. Cada flor, composta por uma lema e por uma palea, contém
trés estames, duas lodiculas e um pistilo abortado. As anteras em que sao
produzidos os graos de pdlen surgem na antese, a partir do entumescimento da
lodicula (Anderson, 1951; Kiesselbach, 1949).

A inflorescéncia feminina, designada espiga, localiza-se na parte central da
planta e € constituida de palhas, sabugo e flores femininas. Nesse caso, a flor é
envolvida apenas parcialmente pela lema e pela palea, apresentando um pistilo
funcional com ovério basal Unico e estilos longos. Os pares de espiguetas femininas
de cada espiga diferem daquelas do penddo. Nesse caso as espiguetas séo
arranjadas ao longo do sabugo em espiral, de modo que o numero de fileiras de
grdos normalmente seja igual ao dobro do numero de espiguetas pareadas
(Goodman e Smith, 1987).



2.3. Polinizagéo e fertilizagcéo

O florescimento do milho acontece, geralmente, 50 a 100 dias apds o
plantio. A partir desse periodo inicia-se o processo de polinizagéo, o qual ocorre por
meio da transferéncia de gréos de poélen, que séo carregados pelo vento, da antera
para o estigma da inflorescéncia da mesma planta ou de outra planta (Bueno et al.,
2006).

Os estilo-estigmas (cabelos) se tornam receptivos logo apés sua
emergéncia. Se ndo for polinizado, o cabelo pode se alongar de 30 a 40 cm além da
palha, durante 10 a 14 dias, cessando o crescimento no momento em que ocorre a
fertilizagdo. Dessa maneira, h4 tempo para todos os cabelos serem polinizados
antes do pendé&o parar de liberar pélen. Um Unico pend&o pode conter cerca de 20 a
50 milhdes de grdos de polen e sua liberagdo pode comecar ao amanhecer,
estendendo-se até o meio dia, mas esse processo dificilmente excede quatro horas.
Vale ressaltar que, nesse periodo de floracdo, a planta encontra-se em intensa
atividade fisiolégica, sendo necessarias condicbes favoraveis, como alta
disponibilidade hidrica e de nutrientes para atender a sua demanda. Quando ha tais
condigdes, a viabilidade do gréo de pdlen pode durar até 24 horas (Embrapa, 1993).

Ao serem langcados no ar pelas anteras, apenas os grdos de pdlen ainda
tirgidos sdo capazes de germinar. Normalmente, mais que um atinge 0 mesmo
estilo-estigma, mas a fertilizacdo de um unico 6vulo por dois graos de poélen nédo
ocorre comumente (Toledo, 1987). Quando o pdlen germina, ocorre a emissao do
tubo polinico que cresce em sentido do 6vulo até atingir a micrépila e penetrar o
saco embrionario, onde s&o descarregadas as duas células generativas ou
esperméticas, também chamadas de nucleos esperméticos. Um desses nucleos
funde-se com a oosfera para formar o zigoto e assim restaurar o nimero diploide de
cromossomos (2n=20), proprio das células sométicas da espécie. Tal processo
consiste na fertilizagdo, ou seja, fusdo dos gametas masculino e feminino. O outro
nucleo espermatico une-se aos dois nucleos polares, estabelecendo o endosperma
com trinta cromossomos. Dessa forma, completa-se a dupla fertilizagdo, da qual se
origina a semente e explica como caracteristicas do parental masculino podem
aparecer tanto no endosperma quanto no embrido (Toledo, 1987; Bueno et al.,
2006).



2.4. Melhoramento genético do milho

O melhoramento genético de espécies alégamas, como o milho, permite um
aumento na frequéncia de genes favoraveis em relacdo as popula¢des originais ou
ndo melhoradas, sendo que esse aumento € alcancado por meio de diversos
métodos de sele¢cdo. Porém, na pratica, ndo € possivel atingir as maximas
frequéncias desses genes e sim um aumento gradativo deles, o qual depende de
muitos fatores, tais como variabilidade genética da populacdo original, método de
selecdo empregado, influéncia do ambiente, entre outros (Paterniani e Miranda
Filho, 1987).

Até o inicio do século XX, a produgédo do milho estava restrita a variedades
de polinizagdo aberta. Em 1906, Shull e East iniciaram estudos de endogamia e
hibridagdo, mas, devido ao baixo vigor e producdo de sementes, esse método ndo
apresentou uma viabilidade satisfatoria. Jones obteve os primeiros hibridos duplos
em 1918. Posteriormente, diversos estudos passaram a ser conduzidos,
possibilitando a producéo e a utilizacdo comercial de sementes hibridas. A partir de
1960, devido ao aumento na producédo das linhagens, a melhoria da tecnologia de
producdo do milho viabilizou a utilizacao de hibridos simples (Hallauer, 2010).

No Brasil, pesquisas de melhoramento iniciaram-se em 1932, por meio de
autofecundacdo de variedades locais, no Instituto Agronémico de Campinas, no
qual, em 1939, foi obtido o primeiro hibrido duplo que produzia 50% a mais em
relacdo as variedades locais. A partir de entdo, diversos programas de
melhoramento foram iniciados. Houve a formagdo da Agroceres, empresa de
iniciativa privada de producdo de sementes de milho, e varias outras companhias de
sementes passaram a pesquisar e produzir sementes hibridas de milho no pais.
(Miranda Filho e Viégas, 1987).

Uma das metodologias mais utilizadas no melhoramento de milho é o
emprego da superioridade dos genoétipos heterozigotos, usufruindo-se do vigor
hibrido, oriundo do cruzamento de duas ou mais linhagens homozigotas, as quais
sdo obtidas apds seis a oito geragBes de autofecundagcdo. A heterose pode ter
interesse econdmico de varias maneiras. A principal delas consiste na disposicdo de
populacdes homogéneas que apresentem maior producéo e melhor resisténcia, em
comparacao as populagbes anteriormente existentes, por meio de fortes efeitos de

dominancia e interagdes entre locos.



Em relacdo a obtencdo de linhagens, que é a etapa mais demorada e
onerosa, varias tecnologias tém sido empregadas, como selegdo recorrente,
retrocruzamento, autofecundagdes sucessivas e utilizagcdo da tecnologia de duplo-
haploides (Barbosa, 2009).

2.5. Emprego dos duplo-haploides

Uma planta é denominada haploide quando apresenta somente metade do
conteddo genético encontrado em plantas normais. Dessa forma, essas plantas
possuem apenas um conjunto cromossomico e tal condigéo de haplodia direciona a
formacdo de plantas estéreis. A duplicacdo de seu ndmero cromossdmico, de
maneira espontanea ou induzida, recupera a condicdo diploide e restaura a
fertiidade. Plantas que tém o conjunto cromossdmico duplicado sdo totalmente
homozigotas, uma vez que cada cromossomo terd sua copia exata. Para dobrar o
namero de cromossomos e restabelecer a fertilidade da planta é necessario que o
tratamento das plantas haploides seja realizado ainda na fase de plantulas. As
plantas duplo-haploides (DH) s&o, por definicdo, essas plantas haploides que
passaram pelo tratamento e tiveram seu conteddo genético duplicado ou
restabelecido para o normal (Milach, 2007).

Belicuas (2007) relatou que a primeira ocorréncia natural de haploides
aconteceu em 1922 na espécie Datura stramonium, seguida por Nicotiana tabacum
e Triticum compactum em 1924 e 1926, respectivamente. Entre os anos de 1964 e
1966, foram elaborados os primeiros protocolos para a producdo de plantas
haploides em laboratério por meio de cultura de anteras. Ainda segundo Belicuas
(2007), na década de 1970, houve a conversdo de haploides estéreis em duplo-
haploides. Entre 1974 e 1980, ocorreu o langamento das primeiras cultivares
utilizando DH: Maris haplona, de canola; e Mingo, de cevada, ainda que linhagens
DH tenham sido previamente produzidas mediante haploides esponténeos (Pierre et
al., 2011).

Nos anos seguintes a 1980, foram divulgados diversos protocolos e
inovacdes tecnoldgicas para a obtencéo de linhagens DH em mais de 200 espécies
vegetais (Forster et al., 2007). No entanto, a viabilidade na produgéo de sementes
melhoradas mediante essa tecnologia foi alcangada somente nos Ultimos vinte anos
(Pierre et al., 2011).



Na cultura do milho, a primeira planta haploide foi descrita por Stadler e
Randolph em 1929 (Rober et al.,, 2005). Procurando acelerar a obtencdo de
linhagens, Chase (1952) foi pioneiro em identificar haploides naturais e duplicar seu
ndmero cromossémico, para a obtencédo de DH. Até a década de 90, as diferentes
técnicas de obtencdo de DH eram limitadas devido a baixa eficiéncia dessa
ferramenta para uso em grande escala, em programas convencionais de
melhoramento. A partir de entdo, houve a atengdo de pesquisadores em todo o
mundo no que diz respeito a tecnologia de obtencdo de duplo-haploides (Pierre et
al., 2011).

As sementes haploides podem ser obtidas por meio de produgéo in vitro,
cruzamentos interespecificos, uso de linhagens indutoras, entre outras
metodologias. Nas décadas de 1960 e 1970, foram langados as primeiros cultivares
comerciais de canola e de cevada, a partir de cultura de anteras. Décadas depois
diversas cultivares foram desenvolvidas por essa técnica in vitro. Os cruzamentos
interespecificos tém apresentado sucesso entre diversas espécies, como trigo,
aveia, batata, morango, entre outras. O exemplo mais comum é o do trigo, cujas
etapas consistem em plantio normalmente em casa de vegetagdo, emasculagdo das
plantas de trigo, polinizagdo artificial com pélen de anteras maduras de milho,
aplicacdo de solugdo contendo 2,4-D e nitrato de prata, resgate dos embribes e
transferéncia para meio de cultivo. No caso do uso de linhagens indutoras, também
conhecido como indugéo in vivo, utiliza-se uma linhagem com deficiéncia em um dos
nucleos polinicos, levando a formacdo de sementes com endosperma triploide e
embrido haploide (Fritsche-Neto et al., 2013).

Em relacdo a cultura do milho, o mecanismo de capacidade de indugdo de
haploides ainda n&do foi completamente compreendido. Acredita-se que, em
linhagens haploides induzidas, os dois espermatozéides s&do desenvolvidos em
velocidades diferentes (Bylich e Chalyk, 1996). Assim, um dos espermatozdides se
desenvolve pronto para a fertilizagdo, mas o outro ndo, ou seja, a existéncia de
apenas um uUnico espermatozéide normal em um gréo de pdélen pode ser a razdo
para a quebra da fertilizagdo dupla e pelo desenvolvimento de grdos com um

embrido haploide (Enaleeva et al., 1996).



2.5.1. Obtencéo de haploides via indugéo in vivo

Os haploides em milho ocorrem naturalmente a uma taxa extremamente
baixa. Chase (1969) verificou aproximadamente uma semente haploide para cada
mil sementes formadas. No entanto, algumas técnicas podem ser utilizadas para
aumentar essa frequéncia, como o0 uso de gendtipos indutores, citados
anteriormente. Nesse método, as plantas ou sementes sdo posteriormente tratadas
com agentes que duplicam o genoma, como a colchicina, obtendo-se, em apenas
uma geracao, individuos totalmente homozigotos (Barbosa, 2009).

Os haploides obtidos in vivo podem ter origem paterna (androgenéticos) ou
materna (gimnogenéticos), dependendo do tipo de linhagem indutora e do
cruzamento empregado. Para obtenc&do de haploides gimnogenéticos, o indutor é
utilizado como genitor masculino, ou seja, doador de pdlen. Nesse caso, ocorre a
degeneracgdo do nuacleo reprodutivo do grdo de poélen e a oosfera ndo é fecundada,
desenvolvendo-se em um “pseudo-embrido”, apos a fertilizagdo, resultando em um
individuo haploide de origem materna. Em contrapartida, quando utilizamos um
indutor como genitor feminino ocorre a degeneracdo da oosfera e o nudcleo
reprodutivo do gréo de poélen se desenvolve originando um haploide androgenético.
(Pierre et al., 2011).

Eder e Chalyk (2002), acreditando que a utilizagéo da tecnologia de indugéo
de milho haploide in vivo era muito promissora, realizaram um estudo com a
intencdo de verificar a eficiéncia na obteng&o de haploides de gendtipos amplamente
utilizados no melhoramento de milho na Europa Central. Foram analisadas duas
linhagens indutoras (MHI e M741H), as quais forneceram pélen para polinizacdo de
cinco gendtipos maternos utilizados na comparacdo da eficacia dos indutores. Os
autores concluiram que todos os elementos da tecnologia de inducdo in vivo de
haploides foram eficazes e que a utilizagdo de plantas haploides maternais tem um
grande potencial para a genética e o melhoramento de milho.

O indutor sintético KHI também é um exemplo dessa tecnologia, porém sua
presenca foi pouco observada como foco de pesquisa nas literaturas abordadas.
Herpich (2012) trabalhou com os indutores Stock6 e KHI e constatou que o sintético

KHI teve melhor desempenho na obtengéo de haploides gimnogenéticos.



2.5.2. Linhagens indutoras de haploidia

O primeiro gendtipo com capacidade de indugdo em milho foi estudado por
Coe Junior (1959) que desenvolveu uma linhagem cuja taxa de indu¢do média foi de
3,2%. Essa linhagem, denominada Stock6, é classificada como indutor
gimnogenético. Na década seguinte, Kermicle (1969) desenvolveu a linhagem
indutora Wisconsin 23 (W23) que gera haploides androgenéticos a uma taxa entre 1
e 3%. A partir desses materiais adaptados a clima temperado vérias outras
linhagens ou populag¢des indutoras foram originadas com maiores taxas de indugéo
de haploidia.

Lashermes e Beckert (1988) obtiveram a linhagem WS14 por meio do
cruzamento entre Stock6 e W23, cuja taxa de indug&o encontrada variou de 3 a 5%.
As linhagens indutoras ZMS e KMS, também derivadas da Stock6, quando cruzadas
deram origem a linhagem MHI que apresenta indugdo média em torno de 6,5%
(Chalyk, 1999). Rober et al. (2005), desenvolveram a linhagem indutora RWS, que
induz em média 8 a 10% de haploides. A RWS foi obtida pelo cruzamento entre a
WS14 e KEMS, que é uma linhagem sintética russa. A partir dessa mesma linhagem
russa (KEMS) também foi desenvolvido o indutor UH400 pela Universidade de
Hohenheim (citado por Chang e Coe, 2009). Barret et al. (2008) obtiveram a
linhagem PK6 e ainda em 2008, Zhang et al. desenvolveram a linhagem HZI1 que é
derivada da Stock6. Li et al. (2009) obtiveram o indutor CAUHOI pelo cruzamento
entre Stock6 e uma populacdo chinesa que apresenta alto teor de 6leo. Em 2010,
Rotarenco et al. obtiveram indutores denominados PHI-1, PHI-2,PHI-3 e PHI-4 com
boa expressdo dos genes marcadores, melhores caracteristicas agrondmicas, boa
producdo de pdlen e taxa de inducdo média variando entre 12 e 14,5%. Essa
variagdo de indutores PHI foi alcangada por meio de cruzamentos entre as linhagens
MHI e Stock6.

Diante de todos esses materiais indutores temperados, diferencas
significativas entre indutores e fonte de germoplasma ao analisarem taxas de
inducdo de haploidia em ambientes tropicais ja foram encontradas por Prigge et al.
(2011). As taxas verificadas nesse respectivo trabalho foram semelhantes aquelas
relatadas para indu¢cdes em condi¢cdes temperadas. Isso indica que os indutores
temperados podem ser utilizados em programas de melhoramento de milho para

obtencdo de linhagens DH. No entanto, ainda h& necessidade de desenvolver
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indutores bem adaptados ao clima tropical com melhores performances agronémicas
e maiores taxas de indugédo, como vem sendo realizado pelo CIMMYT (International
Maize and Wheat Improvement Center) em parceria com a Universidade de

Hohenheim, na Alemanha, desde 2007 (Prasanna et al., 2012).

2.6. Identificacéo dos haploides

A identificacdo prévia de sementes hapldides mais comum € realizada por
meio do marcador morfolégico R-navajo, baseado na pigmentacé@o por antocianina,
codificado pelo gene R1-nj. Quando os genes dominantes de pigmentacdo Al ou A2
e C2 estdo presentes, o R1-nj confere profunda pigmentagcdo do endosperma na
regido da coroa do grdo, sendo que essa pigmentagcdo varia em extensdo e
intensidade, dependendo do background genético do gendtipo doador (Geiger e
Gordillo, 2009). Nanda e Chase (1966) foram os pioneiros no uso desse marcador
em ensaios de indugdo de haploides. Eles observaram que nas sementes haploides,
a pigmentagdo estava presente somente no endosperma, ficando com o embrido
branco (sem coloracdo), pois o0 esperado € que ndo ocorra fusdo do material
genético do indutor com o do genétipo a ser induzido. Isso acontece exatamente
porque o marcador R-navajo é dominante, expressando-se somente no
endosperma, o qual é formado por um tecido tripldide, sendo um conjunto haploide
do parental masculino e dois do parental feminino, e o embrido um tecido diploide.
Logo, o marcador ndo se expressard no embrido haploide, uma vez que esse
embrido ndo conter4 o genoma da linhagem indutora que contém o alelo marcador
(Couto, 2010).

Vale ressaltar que a eficiéncia do gene R1-nj como marcador morfologico
apresenta algumas limitagbes, como a dificuldade de caracterizagdo de alguns
gendtipos haploides, provocada pela presenca de genes dominantes existentes no
milho, C1-1, C2-Idf e In1-D, que inibem a sintese de antocianina (Coe Junior, 1994).
Para que um marcador de antocianina funcione em milho, a agéo de varios alelos
precisa ser considerada. A expressao de C1, por exemplo, é dependente do gene
Vpl, que codifica um fator de transcricdo que esté envolvido na expressdo de genes
durante a germinagdo de sementes. A especificidade da expressao de C1 em graos
ocorre porque a expressao de Vpl é limitada ao endosperma e embrido (Hattori et
al., 1992).
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Rotarenco et al. (2007) e Melchinger et al. (2013) utilizaram o teor de 6leo
presente nas sementes para separar haploides e diploides e observaram que
sementes com embrido haploide tém uma concentracdo de 6leo significativamente
menor do que aquelas com embrido diploide. Os autores explicam que iSSo ocorre
devido ao tamanho reduzido de embribes haploides, quando comparado com
embrides diploides e acreditam que indutores com uma concentra¢ao de 6leo acima
da média deve ser mais adequado para essa abordagem.

Outros tipos de marcadores também podem ser utilizados para determinar a
frequéncia de haploides, como os marcadores fenotipicos Igl, Ig2 e gl1 que
correspondem aos genes da auséncia de ligula e glossy, respectivamente.
Lashermes e Beckert (1988) trabalharam com esses marcadores. Eles compararam
as plantas haploides identificadas pelo marcador com o fendtipo dos hibridos,
avaliando a natureza haploide das plantulas por meio da morfologia e da contagem
do numero de cromossomos de cada planta, utilizando a ponta da raiz. Nesse
trabalho foi obtida uma frequéncia de 0,4% a 2,4% de haploides maternos quando a
linhagem Stock®6 foi utilizada como polinizadora.

Existem ainda diversos marcadores moleculares desenvolvidos para o milho,
0s quais sdo amplamente utilizados nessa cultura. Muitos estudos estdo sendo
realizados com marcadores microssatélites na identificacdo de individuos
haploides/duplo-haploides (Alekcevetch, 2010; Battistelli, 2012; Herpich, 2012;
Couto, 2013). Na avaliacédo fenotipica, observam-se algumas falhas na selecdo de
sementes ou plantas haploides. Novas técnicas ainda tém sido sugeridas com a
finalidade de aumentar a eficiéncia na identificacdo dos individuos haploides, como o
comprimento das células-guarda dos estdmatos e o conteido de DNA nuclear. (Kim
et al., 2010; Choe et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

A parte de campo desta pesquisa foi desenvolvida na Fazenda Experimental
de Iguatemi (FEI), patriménio da Universidade Estadual de Maringd (UEM),
localizado em Iguatemi, distrito de Maringa-PR, com coordenadas geogréficas 23°
25' Sul, 51° 57' Oeste e altitude de 550 metros. O solo é classificado como latossolo
vermelho distréfico (Embrapa, 2006) e o clima como mesotérmico Umido, com verédo
qguente e chuvas de verdo e de outono (Godoy et al., 1976). As demais atividades

foram realizadas no Departamento de Agronomia da UEM, em Maringa.

3.2. Material genético

Quatro hibridos F;'s de diferentes origens foram induzidos a haploidia
(Quadro 1), sendo dois hibridos de milho comum (P2530 e P3989), um hibrido de
milho pipoca (IAC125) e um hibrido de milho doce (RB6324).

A variedade de polinizacao aberta (KHI), indutora de haploidia, foi utilizada
no cruzamento para avaliagdo da eficiéncia de indugdo de embrides haploides em
milho. Essa variedade possui o gene R1-nj, responsavel pela produgcdo de
antocianina nos grao de milhos, o qual tem sido utilizado para selecionar sementes

haploides.

Quadro 1 - Identificacdo dos hibridos utilizados para inducdo de haploidia

Hibridos Textura de grao Ciclo Origem
P2530 Semiduro Superprecoce Pioneer
P3989 Semiduro Precoce Pioneer
IAC125 Duro Superprecoce IAC
RB6324 Superdoce Precoce Syngenta

3.3. Inducéo de haploides in vivo

Para a inducédo de haploidia, cultivou-se um campo de cruzamento de milho,

na safra 2013/2014, contendo a variedade indutora (KHI) como polinizadora e os
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hibridos F;'s como fémeas. O lote foi composto por quatro fileiras de 10m de cada
hibrido F; e 30 fileiras de 10m da variedade indutora. Os hibridos Fi's foram
semeados todos em uma Unica época e as fileiras do indutor foram semeadas em
cinco épocas diferentes, seis fileiras por semana, sendo a primeira semeadura na
mesma época da semeadura dos hibridos F;’s. O indutor ndo foi semeado em
fileiras intercaladas com os hibridos. Sua distribuicdo foi realizada na sequéncia,
apos as 16 fileiras de hibridos F;'s. Na semeadura, foram distribuidas duas
sementes por cova em linhas espagadas de 80cm e o espagamento entre as plantas
foi de 20cm. Apé6s 15 dias da emergéncia das plantas, realizou-se o desbaste,
deixando cinco plantas por metro linear. No momento da floragcéo, as espigas dos
hibridos foram protegidas com sacos plasticos para evitar autopolinizagdo e permitir
que a fecundacgéo dessas, pela variedade polinizadora, fosse realizada de forma
controlada, manualmente. Para realizar a polinizagdo manual, coletou-se o polen da
variedade indutora em “bulk” e 0 mesmo foi depositado nos estigmas receptivos dos
hibridos Fi's. Os demais tratos culturais foram realizados de acordo com as

recomendacgdes para a cultura do milho.

3.4. Identificacdo das sementes potencialmente haploides mediante o
marcador morfolégico R-navajo e caracteristicas fenotipicas

ApOs a colheita das espigas obtidas dos cruzamentos realizados, as
sementes dos quatro hibridos foram debulhadas individualmente e secas a 14% de
umidade. Posteriormente, contou-se 0 numero de sementes por espiga e as
mesmas foram separadas visualmente pela coloragdo do endosperma e do embrido
para determinacdo da taxa de inducdo dos possiveis haploides. Assim, sementes
contendo embrido haploide foram identificadas pela coloracdo roxa somente no
endosperma, devido a presenca de antocianina, e pela colora¢@o branca do embrido
(Nanda e Chase, 1966). Sementes com endosperma e embrido roxos foram
consideradas diploides e sementes sem a coloragdo roxa no endosperma foram
classificadas como contaminantes.

Algumas caracteristicas fenotipicas da planta em si também foram utilizadas
para identificar plantas provenientes de embrides haploides dos hibridos P2530,
IAC125 e P3989, buscando verificar a eficiéncia do marcador R-navajo, uma vez que
plantas provenientes de embribes haploides apresentam caracteristicas fenotipicas

que as diferenciam das descendentes de embrides diploides (Lashermes e Beckert,
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1988). Foi observada a presenga/auséncia das inflorescéncias femininas e
masculinas, estilo-estigma e graos de pdlen, 75 a 90 dias apds a semeadura. Para
essa andlise, as sementes separadas anteriormente como possiveis haploides foram
semeadas em vasos de 14L em casa de vegetacéo, utilizando-se apenas sementes
provenientes de quatro espigas de cada genoétipo, de modo que cada um deles
totalizasse 100 sementes possivelmente haploides. Foram colocadas,
escalonadamente, duas sementes por vaso e os tratos culturais adotados foram os

mesmos recomendados para a cultura do milho.

3.5. Teste de qui-quadrado

O teste de qui-quadrado (y?) € um teste estatistico ndo paramétrico proposto
por Karl Pearson, cuja finalidade se baseia na comparacdo de possiveis
divergéncias entre as frequéncias observadas e esperadas de um determinado
evento. A formula para o seu célculo é dada por:

2 _ 1 (9-¢)°
I

4

I ™M=

1§

Em que:

0;: frequéncia observada
€;: frequéncia esperada

n: numero de classes

O intuito de realizar esse teste foi analisar se as taxas de possiveis
haploides dos materiais induzidos in vivo diferiram estatisticamente da taxa de
indugéo natural, ou seja, verificar a existéncia de diferengas significativas entre o
ndamero de haploides observados na indugdo in vivo e o namero de haploides

esperados naturalmente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencéao de haploides

A variedade indutora KHI apresentou-se precoce em comparagcdo com 0s
hibridos utilizados. Seu florescimento coincidiu com os dos hibridos quando estes
foram semeados de 14 a 21 dias antes do indutor, ou seja, as plantas indutoras
semeadas na segunda e terceira época foram as mais utilizadas como doadores de
pélen. Resultado semelhante foi observado por Rabel (2008), empregando a
linhagem indutora W23. Nos trabalhos de Rabel (2008) a maior coincidéncia de
florescimento ocorreu quando a linhagem indutora foi semeada 16 dias apos os
demais materiais. Essa precocidade pode ser justificada pela origem temperada

apresentada pelos materiais indutores de haploidia.

Figura 1 - Expressédo de antocianina nas espigas induzidas. (A) P2530; (B) P3989;
(C) IAC125 e (D) RB6324.
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Utilizando-se diferentes gendtipos de hibridos no cruzamento com o indutor
de haploidia KHI foram obtidas cerca de 50 espigas de cada genoétipo com
expressdo de antocianina em algumas sementes, devido a presenga do gene R1-nj
(Figura 1). As sementes que nao foram pigmentadas podem ser provenientes de
contaminagdo com poélen externo ou ser resultante da influéncia do background

genético do parental feminino (Rabel, 2008).

4.2. ldentificacdo dos possiveis haploides pelo marcador R-navajo

As sementes que apresentaram pigmentagcéo arroxeada no endosperma e o
embrido sem coloracdo foram selecionadas como possiveis haploides e aquelas
com coloragdo roxa tanto no endosperma quanto no embrido foram identificadas

como diploides. As demais foram consideradas como contaminac¢éo (Figura 2).

Diploide Possivel haploide Contaminacéo

Figura 2 - Separacao dos possiveis haploides.

A separacdo dos possiveis haploides foi feita por meio de uma selegéo
visual, a qual pode apresentar subjetividade e ocasionar a contagem de falsos-
positivos, pela selecdo de sementes haploides que, posteriormente, quando
cultivadas, podem ser classificadas como diploides. Dessa forma, torna-se
necessario a utilizacdo de outros métodos para a identificagdo de haploides, visando
a quantificar os falsos-positivos, determinados pelo marcador R-navajo, pois a
selecdo visual é vulneravel a erros que podem ocorrer devido a inibicdo da
expressdo de antocianina em alguns conjuntos gendémicos, conforme mencionado
por Herpich (2012). Contudo, a utilizagdo deste marcador morfolégico € de extrema
importancia porque auxilia na pré-selecdo de individuos haploides, excluindo um

grande numero de sementes diploides (Figura 3).
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Figura 3 - Sementes diploides excluidas pelo marcador R-navajo.

4.3. Taxa de possiveis haploides

A partir da separacdo das sementes por meio da expressdo do gene R1-nj,
foi determinada a taxa de possiveis haploides para os quatro hibridos induzidos
(Quadro 2).

Quadro - 2 Taxa de possiveis haploides dos quatro hibridos induzidos a haploidia

Possiveis

Hibrido Espiga Haploides Diploides SZ?;ZIH?:S Tax%;; PH
(PH)

1 32 223 255 12,55
2 45 289 334 13,47
3 21 110 131 16,03
4 25 104 129 19,38
5 67 295 362 18,51
6 74 176 250 29,60
7 52 192 244 21,31
8 77 406 483 15,94

P2530 9 54 250 304 17,76
10 112 234 346 32,37
11 80 275 355 22,54
12 65 185 250 26,00
13 34 306 340 10,00
14 66 194 260 25,38
15 32 110 142 22,54
16 30 308 338 8,88
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Quadro 2, cont.

17 9 42 51 17,65
18 65 291 356 18,26
19 73 246 319 22,88
20 30 89 119 25,21
21 37 265 302 12,25
22 96 278 374 25,67
23 28 142 170 16,47
24 81 349 430 18,84
25 40 191 231 17,32
26 86 217 303 28,38
27 33 174 207 15,94
28 67 174 241 27,80
29 53 245 298 17,79
30 20 60 80 25,00
31 64 301 365 17,53
32 46 315 361 12,74
33 69 257 326 21,17
34 18 274 292 6,16

P2530 35 49 220 269 18,22
36 67 224 291 23,02
37 56 319 375 14,93
38 49 105 154 31,82
39 52 314 366 14,21
40 78 281 359 21,73
41 53 265 318 16,67
42 98 233 331 29,61
43 85 249 334 25,45
44 32 346 378 8,47
45 71 261 332 21,39
46 38 302 340 11,18
47 61 261 322 18,94
48 102 254 356 28,65
49 38 364 402 9,45
50 40 224 264 15,15
51 38 393 431 8,82
52 26 206 232 11,21
53 20 96 116 17,24
54 92 324 416 22,12

Total 2926 12808 15734 18,60
Média 54,19 237,19 291,37 19,03
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Quadro 2, cont.

1 8 68 76 10,53
2 38 339 377 10,08
3 84 420 504 16,67
4 33 392 425 7,76
5 76 345 421 18,05
6 65 395 460 14,13
7 28 223 251 11,16
8 45 335 380 11,84
9 a7 294 341 13,78
10 14 150 164 8,54
11 64 439 503 12,72
12 31 220 251 12,35
13 14 176 190 7,37
14 22 326 348 6,32
15 43 384 427 10,07
16 15 149 164 9,15
17 9 107 116 7,76
18 57 255 312 18,27
19 60 333 393 15,27
20 39 430 469 8,32
21 26 320 346 7,51
22 21 314 335 6,27
23 2 22 24 8,33
P2530 24 52 315 367 14,17
25 18 197 215 8,37
26 61 401 462 13,20
27 27 198 225 12,00
28 25 202 227 11,01
29 40 311 351 11,40
30 27 359 386 6,99
31 75 376 451 16,63
32 22 194 216 10,19
33 7 92 99 7,07
34 38 401 439 8,66
35 12 146 158 7,59
36 48 434 482 9,96
37 19 251 270 7,04
38 57 410 467 12,21
39 14 141 155 9,03
40 56 249 305 18,36
41 32 264 296 10,81
42 13 100 113 11,50
43 28 233 261 10,73
44 55 323 378 14,55
45 14 164 178 7,87
46 22 135 157 14,01
a7 15 293 308 4,87
48 32 103 135 23,70
Total 1650 12728 14378 11,48
Média 34,38 265,17 299,54 11,13
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Quadro 2, cont.

1 12 42 54 22,22
2 14 45 59 23,73
3 7 9 16 43,75
4 13 60 73 17,81
5 19 92 111 17,12
6 24 134 158 15,19
7 7 21 28 25,00
8 0 3 3 0,00
9 10 70 80 12,50
10 38 199 237 16,03
11 3 16 19 15,79
12 26 91 117 22,22
13 0 24 24 0,00
14 2 19 21 9,52
15 8 24 32 25,00
16 3 21 24 12,50
17 5 21 26 19,23
18 0 6 6 0,00
19 13 231 244 5,33
IAC125 20 19 56 75 25,33
21 2 12 14 14,29
22 14 41 55 25,45
23 3 48 51 5,88
24 0 9 9 0,00
25 3 24 27 1111
26 5 38 43 11,63
27 2 1 3 66,67
28 2 17 19 10,53
29 1 6 7 14,29
30 4 25 29 13,79
31 14 242 256 5,47
32 7 3 10 70,00
33 4 63 67 5,97
34 3 39 42 7,14
35 19 175 194 9,79
36 4 50 54 7,41
37 10 26 36 27,78
38 23 171 194 11,86
39 14 204 218 6,42
40 0 14 14 0,00
41 0 5 5 0,00
Total 356 2398 2754 12,96
Média 8,68 58,49 67,17 15,95
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Quadro 2, cont.

RB6324

© 00O ~NO O WN P
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16
44
48

28
24

27
15
18
35

24

o

22
16
19

21

25
17

49

10

62

35

26

24

16

27

22

21

327
318
380
163
467
357
389
376
335
125
227
304
399
237
185
125
297
302
237
228
277
206
431
144
91
338
233
57
130
255
234
270
273
177
222
88
379
59
294
336
262
289

343
362
428
163
495
381
389
376
362
140
245
339
399
261
185
125
297
324
253
247
277
227
456
161
91
338
282
67
130
317
234
305
299
201
238
88
406
59
294
358
262
310

4,66
12,15
11,21

0,00

5,66

6,30

0,00

0,00

7,46
10,71

7,35
10,32

0,00

9,20

0,00

0,00

0,00

6,79

6,32

7,69

0,00

9,25

5,48
10,56

0,00

0,00
17,38
14,93

0,00
19,56

0,00
11,48

8,70
11,94

6,72

0,00

6,65

0,00

0,00

6,15

0,00

6,77
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Quadro 2, cont.

43 0 162 162 0,00
44 0 216 216 0,00
45 34 382 416 8,17
46 10 100 110 9,09
47 0 171 171 0,00
RB6324 48 0 51 51 0,00
49 41 322 363 11,29
50 13 182 195 6,67
51 40 208 248 16,13
52 0 331 331 0,00
Total 829 12948 13777 6,02
Média 1594 249 264,94 5,63

A taxa de possiveis haploides em fungcdo do R-navajo variou de 6,16 a
32,37%, para o hibrido de milho comum P2530; de 4,87 a 23,70%, para o P3989
também de milho comum; de 0 a 70,00%, para o milho pipoca IAC125; e de 0 a
19,56%, para o milho doce RB6324, conforme pode ser visualizado no Quadro 2.

Os gendtipos empregados nessa pesquisa apresentam texturas de graos
distintas, o que, provavelmente, seja uma das causas que explicam as diferencas
entre as taxas de inducdo obtidas. Eder e Chalyk (2002), Réber et al. (2005),
Barbosa (2009) e Prigge et al. (2012) também encontraram diferengcas ao avaliar
diversos germoplasmas aliados a diferentes texturas de gréos. Essas diferencas
podem estar relacionadas a presenca de genes dominantes existentes no milho, C1-
I, C2-Idf e In1-D, os quais inibem a sintese de antocianina no endosperma. Coe
Junior (1994) ressaltou em seu trabalho que esses genes dificultam a detec¢éo de
haploides em gendtipos de grdos duros (flint), pois interferem na expressdo do
marcador R-navajo utilizado para sele¢édo de haploides, ou seja, na presenca de
pelo menos um desses genes no genoétipo materno, a identificacdo de haploides
torna-se complicada devido a falta de pigmentacdo no endosperma.

Os hibridos de milho comum, P2530 e P3989, ambos com textura de gréos
semiduros, apresentaram taxa média de possiveis haploides de 19,03% e 11,13%,
respectivamente. As sementes obtidas do cruzamento desses materiais com a
variedade indutora apresentaram aspecto mais semelhante ao milho dentado e
foram as mais faceis de separar pela coloragdo do endosperma e embrido devido ao
seu formato achatado, o que proporciona maior area de exposicdo do embrido,

fazendo com que este seja visualizado com mais clareza. Por outro lado, os gréos
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do milho pipoca que possuem textura flint (duro) foram os mais dificeis de separar,
pois as sementes obtidas estavam muito pequenas e seu formato arredondado
dificultou a visualizacdo da expressdo do R1-nj no embrido. No entanto, o milho
pipoca teve uma taxa média de possiveis haploides de 15,95%, ou seja, maior que 0
valor obtido para um dos hibridos de milho comum com aspecto dentado apo6s o
cruzamento, enquanto o milho com textura superdoce foi o que dispds da menor
taxa média de possiveis haploides (5,63%). Contudo, tais valores sdo baseados
somente na coloracdo dos grdos e muitas das espigas do milho doce néo

apresentaram pigmentagao roxa em sequer um gréao (Figura 4).

Figura 4 - Espigas de milho doce induzido a haploidia com destaque para aquelas
gue néo tiveram seus graos pigmentados por antocianina.

No trabalho de Rotarenco et al. (2009), também foram observadas sementes
sem expressdo de coloracdo arroxeada no endosperma. Provavelmente, este fato
tenha ocorrido ou porque o indutor utilizado ndo era homozigoto para o gene R1, ou
porque o outro parental era homozigoto para o alelo dominante C1-I, inibidor de

antocianina. O mesmo ja foi dito por Coe Junior (1994), quando menciona que as
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dificuldades para identificar haploides de genotipos flint estdo relacionadas aos
genes dominantes inibidores de antocianina. Belicuas et al. (2007) também afirmam
gue a identificacdo de haploides em sementes pode ser muito complicada nos casos
em que os doadores sdo homozigotos para determinados genes. Nesse caso,
Geiger e Gordillo (2009) sugerem a identificacdo dos possiveis haploides em
conjunto com a fase inicial de plantula se o indutor for homozigoto para os genes Bl
e PI1, os quais condicionam pigmentacdo do coleéptilo e da raiz de plantulas
diploides.

O milho comum P2530 foi o que exibiu a maior taxa média de possiveis
haploides (19,03%). Apesar de o milho pipoca ter apresentado a maior variagao
entre os quatro hibridos e taxa de possiveis haploides maior que um dos hibridos
comuns (P3989), suas espigas nao ficaram tdo cheias quanto as dos demais
hibridos (Figura 5). Isso pode ter influenciado algumas espigas a apresentarem
elevadas taxas de possiveis haploides. Além disso, a dificuldade de visualizacdo do
embrido na etapa de separagédo das sementes pode ter proporcionado a selecéo de
muitos falsos-positivos, favorecendo dessa forma o aumento da taxa de possiveis
haploides desse material.

Figura 5 - Hibrido IAC125 induzido a haploidia com pouca formacédo de grédos em
diversas espigas.
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Rober et al. (2005) citam que, geralmente, a expressdo de genes que
remetem a pigmentacdo por antocianina é melhor em genétipos de milho dentado,
similar ao que foi encontrado nesse trabalho. A estimativa da maior taxa de indugéo
desses autores foi em média 8,1%, utilizando genétipos testadores com marcadores
morfolégicos recessivos. Em contrapartida, Eder e Chalyk (2002), avaliando a
expressdo do gene R1-nj no embrido de diferentes gendtipos, encontraram melhores
resultados em genotipos de gréos flint. Eles obtiveram uma média de pontuacéo de
pigmentagdo em milho flint de 4,3 e em milho dentado de 3,7, indicando boa
pigmentagdo e pigmentagdo ruim, respectivamente. A taxa de inducdo de haploidia
alcancada por esses autores variou entre 2,7% a 8,0%, sendo uma média de
inducéo para as populagdes dentadas de 5,3%, contra 3,6% das populagdes flint e

4,4% das populagdes semiduras.

4.4. Selecao de haploides pelo fenotipo das plantas

Para confirmar a ploidia das sementes identificadas como possiveis
haploides pelo marcador R-navajo e assim eliminar falsos-positivos, foi realizada
uma analise fenotipica das plantas cultivadas em casa de vegetacao, apds dois
meses e meio a trés meses da data de semeadura. Inicialmente, as plantas foram
avaliadas quanto ao seu vigor. De 100 sementes induzidas do hibrido P2530 e
selecionadas pelo marcador R-navajo, 88 germinaram e 14 plantas foram
selecionadas com menor vigor. O hibrido de milho pipoca IAC 125 teve 97 sementes
germinadas de um total de 101 induzidas e somente duas plantas apresentaram
menor vigor, enquanto o hibrido P3989, de um total de 100 sementes induzidas, teve
91 sementes germinadas e 13 plantas com menor vigor. As plantas do hibrido de
milho doce RB6324 ndo estavam no periodo ideal de avaliago.

Além de verificar, visualmente, o porte e a espessura das plantas (Figura 6),
outras caracteristicas também foram notadas, como presenca/auséncia das
inflorescéncias, estilo-estigmas e producdo de podlen, resultantes da possivel
condi¢ao haploide destas plantas, conforme descrito no Quadro 3.

Metade das plantas selecionadas como haploides fenotipicamente néo
desenvolveram a inflorescéncia feminina e apenas cinco das plantas que tiveram a

espiga formada apresentaram estilo-estigmas (cabelo). Em relagéo a inflorescéncia
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masculina, um pouco mais da metade das plantas a desenvolveu, porém somente
duas delas produziram pdélen (Quadro 3). observam-se ainda a impossibilidade de
extracdo de linhagem dessas plantas, um vez que ndo houve presenca de estilo-
estigma e grdos de polen na mesma planta. Essas observagfes indicam que houve
um elevado indice de esterilidade dessas plantas, o que € comum em plantas

haploides.

Quadro 3 - Caracteristicas fenotipicas analisadas nas plantas selecionadas como
possiveis haploides, por meio do seu vigor

Estilo-

. Inflorescéncia Pélen
Estigma J

Hibrido Espiga Planta Inflorescéncia?

2 - -

4 + +

10 - -

11 - -

52 13

14

P2530 20 ] _
21 - -

22

23

1
+l+ + + + + + 4+ + + +
1

23 47

57
4 66 - - - -
68 - - - -

12 167

+
IAC125 19 187 "

214 - -
218 + - - -
220 - - - -
224 + - - -

47 235 - - - -

246 - - - -
P3989 249 - - - -
254
255
258 - - - -
260
261
263 - - - -

+ +

28

+ +

(+): presenca (-): auséncia.
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Figura 6 - Diferenga entre o vigor de uma planta diploide (A) e outra haploide (B),
resultantes do cruzamento do hibrido P2530 com o indutor KHI.

Dessa forma, nota-se que a selecao de haploides por meio do fenétipo das
plantas reduziu consideravelmente a quantidade de possiveis haploides
selecionados, confirmando que o marcador morfolégico R-navajo & passivel de
erros, 0 que, consequentemente, resulta em uma superestimagcdo na taxa de
possiveis haploides, a qual pode ser explicada, segundo Couto et al. (2010), pelo
fato da coloracdo do pericarpo com antocianina ser um carater de penetrancia
incompleta e expressividade variavel (Figura 7).

Figura 7 - Sementes com variados niveis de coloragcdo por antocianina, devido a
expressao do gene R1-n;.
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Com isso, verifica-se que ha realmente a necessidade de outros métodos
para eliminar os falsos-positivos ou até mesmo um aperfeicoamento na metodologia
de selecdo pelo gene R1-nj, de modo a aprimorar sua eficiéncia, conforme

mencionado por Herpich (2012).

4.5. Teste de qui-quadrado

O teste de qui-quadrado (x°) foi aplicado por espiga para obter o valor
calculado de cada uma e assim compara-lo com o valor tabelado (Quadro 4). A
hip6tese de nulidade testada certifica que as taxas de possiveis haploides obtidas
pelo cruzamento dos hibridos com a variedade indutora ndo diferem da taxa de
inducdo de haploidia natural de 0,1%. A hipGtese alternativa assegura que as taxas
de possiveis haploides obtidas pelo cruzamento dos hibridos com a variedade
indutora diferem da taxa de indug&o natural. O teste foi realizado ap6s a selecdo dos
possiveis haploides pelo fenétipo das plantas. No entanto, até o momento, foi
possivel observar as caracteristicas fenotipicas somente dos hibridos P2530,
IAC125 e P3989.

Quadro 4 - Resultado do teste de qui-quadrado (x?) para a taxa de possiveis
haploides obtidos in vivo e a taxa de haploides esperados pela indugao natural

Possiveis Possiveis

: Possiveis haoloides T.I.  Haploides
Hibrido Espiga Total de — haploides haploides elopfen()ti o 'real esperados x?calc
sementes pelo (R- . p p
\ germinados (%) (0,1%)
navajo)
131 21 17 0 0,00 0,13 0,13
P2530 4 129 25 23 3 2,36 0,13 63,90
23 170 28 23 1 0,61 0,17 4,05*
52 232 26 25 10 4,33 0,23 411,27*
6 158 24 24 0 0,00 0,16 0,16
IAC125 10 237 38 35 0 0,00 0,24 0,24
12 117 26 25 1 0,86 0,12 6,66*
19 244 13 13 1 0,41 0,24 2,34
2 377 38 37 4 1,06 0,38 34,82*
P3989 27 225 27 22 8 3,64 0,23 268,67*
42 113 13 12 0 0,00 0,11 0,11
46 157 22 20 1 0,65 0,16 4,53*

T.l.: taxa de inducdo calc: calculado
*: significativo a 5% de probabilidade.
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O valor de x? tabelado utilizado para um nivel de significancia de 5% foi de
3,841, sendo o grau de liberdade determinado pelo nimero de classes (haploide e
diploide) menos um.

Na maioria dos casos em que houve haploides selecionados por meio do
fenétipo das plantas, verificou-se que os valores de ¥’ calculados foram maiores que
o tabelado, rejeitando-se a hipétese de nulidade. Portanto, pode-se dizer que houve
diferenca estatistica a 5% de probabilidade, pelo teste de qui-quadrado, entre as
taxas de possiveis haploides obtidas in vivo e a taxa de indugdo natural,
independente do gendtipo utilizado como fémea. Dessa forma, nota-se que houve
efeito da variedade indutora utilizada, pois, apesar de ser de clima temperado, esse
material foi responséavel por elevar a taxa de possiveis haploides acima da inducéo
natural de 0,1%, indicando ser um bom material indutor, porém mais estudos devem
ser realizados, comparando-o0 com outros indutores, por exemplo.

Sarkar e Coe (1966) obtiveram respostas semelhantes. Utilizando dois
indutores, Stock6 e Stock6/3 (um hibrido entre os indutores Stock6 e Stock 3). Os
autores observaram a existéncia do efeito dos indutores na obtencéo de haploides,
sendo descartado o efeito aleatorio por meio do teste de qui-quadrado.

Milani (2013), apdés a contagem cromossémica dos possiveis haploides
identificados pelo R-navajo, verificou uma reducdo na taxa de inducdo de haploidia
e, por meio do teste de qui-quadrado, também observou que ainda assim o efeito
predominante foi do material indutor.

Com excecdo da espiga 19 do hibrido de milho pipoca IAC125, observou-se
que a taxa de possiveis haploides, que era acima de 10% quando determinada por
meio da coloracdo do endosperma e do embrido (Quadro 2), diminuiu para 0 a
4,33% apos a avaliagdo do fendtipo dessas plantas (Quadro 4).

Resultados similares foram obtidos por Rabel (2008) e Alekcevetch (2010),
apdés andlise molecular para comprovar o carater haploide das sementes
selecionadas pelo R-navajo. Rabel (2008) observou que a taxa de indugdo de
possiveis haploides variou de 0 a 82% e diminuiu para 0,4 a 0,6% de haploides
androgenéticos verdadeiros. Alekcevetch (2010), ao testar os indutores Stock6 e
W23, obteve 0,012% e 0,336% de plantas haploides, respectivamente.

Nenhuma planta DH foi gerada, pois serdo testadas novas metodologias de

identificacdo de haploides antes da técnica de duplicacdo cromossdmica.

30



5. CONCLUSOES

A utlizagdo da variedade indutora de haploidia KHI foi admissivel para
obtencéo de haploides gimnogenéticos em clima tropical, quando comparada com a
inducao natural.

A identificagdo de sementes haploides com base somente na coloragéo dos
gréos por antocianina, atribuida pelo gene R1-nj, ndo foi totalmente eficiente para os
gendtipos utilizados como fémeas, em relagdo a confirmacdo dos possiveis
haploides determinada pelo fenétipo das plantas em casa de vegetacéo.

A taxa de possiveis haploides foi varidvel em func¢é@o da textura do gréo,
sendo as sementes com endosperma dentado as mais faceis de separar via R-

navajo, por apresentarem melhor pigmentagéo do endosperma.
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