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RESUMO: A inducdo de haploidia em milho
depende de uma série de fatores, dentre eles, a
constituicdo genética dos gendtipos-fonte. O
objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito do
avanco de geragbes e do grupo heterético da
populacdo-fonte na inducdo e identificacdo de
haploides em milho. Os dados avaliados foram
originados de um campo de inducdo de haploidia
implantado na Embrapa Milho e Sorgo, em
setembro de 2015. Como populagdes-fonte foram
utilizados 20 genétipos dos grupos heteroticos Flint
e Dent, nas geracBes F1 e F2, que foram semeados
em sete linhas de 4,2m para cada fonte. O indutor
de haploidia utilizado foi obtido do cruzamento entre
plantas do hibrido TAIL P1 x TAIL P2. Em cada
linha, foi tomada uma espiga polinizada
manualmente para avaliacdo. Foram determinados
0 nimero de graos, a expressao do gene R1-navajo
e as taxas de inducdo de haploidia, dentre outros
caracteres. Para comparacédo da taxa de inducédo de
haploidia entre grupos heteréticos e geragdes
utilizou-se o teste de Wilcoxon para duas médias.
Foi identificado maior nimero de hapléides em
genétipos do grupo Dent, em comparagdo com
individuos Flint. N&do foi possivel determinar um
padrdo de reducdo ou aumento das taxas de
inducdo de hapléides entre geracdes, havendo
variacdo em funcdo da populagédo-fonte em estudo,
do grupo heteroético e avanco de geracoes.

Termos de indexacdo: Melhoramento de milho;
desenvolvimento de linhagens; Expressdo do gene
R1-navajo.

INTRODUCAO

A tecnologia de duplo-haploides (DHs) tem
ganhado  importdncia nos  programas de
melhoramento de milho para o desenvolvimento de
hibridos, uma vez que diminui o tempo para
obtencédo de linhagens homozigotas de milho para
até trés geracdes, o0 que reduz custos e acelera a
introgressdo de caracteristicas de interesse
agrondmico em genotipos de interesse. A producédo
de linhagens duplo-hapl6éides passa por quarto
passos basicos (Prigge & Melchinger, 2012): i)

inducdo de haploidia; ii) identificacdo de possiveis
hapldides; iii) duplicagdo cromossémica, e; iv) a

autofecundacdo das linhagens obtidas para
incremento de sementes.
A geracdo de haploides utilizando indutores

maternos se da pelo contato do nucleo reprodutivo
do grao de podlen do indutor com a oosfera do
gendtipo-fonte no interior do saco embrionario. Este
fendmeno induz a divisdo mitdtica da oosfera em
um embrido haploide, portando genes herdados
apenas do genitor feminino. ApoOs esta etapa, as
possiveis sementes de individuos haploides sédo
selecionadas com base na expressédo do gene R1—
navajo (R1-nj) que codifica pigmentacdo com
antocianina no endosperma e embrido de sementes
de milho, sendo consideradas haploides sementes
com auséncia de pigmentacdo purpura em seu
embrido e presenca de pigmentacdo purpura no
endosperma.

A inducdo de haploidia e a expressdo do gene
R1-nj dependem de uma série de fatores, dentre
eles a constituicdo genética dos genoétipos-fonte.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar o efeito do nivel de endogamia e do grupo
heterético da populagdo-fonte na inducdo e
identificac@o de haploides em milho.

MATERIAL E METODOS

Os dados analisados foram obtidos de campo de
inducdo de haploidia implantado em érea
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas, Minas Gerais, em setembro de 2015.

A Embrapa Milho e Sorgo fez a aquisicdo de
licenca de wuso de indutores de haploidia
gimnogenéticos adaptados ao clima tropical,
desenvolvidos pelo Centro Internacional
Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT),
denominados TAILs (Tropically Adapted Inducer
Lines), com taxa de inducéo entre 6 a 12% (Prigge
et al, 2012). Como indutor foi utilizado uma
populacéo derivada do cruzamento entre plantas do
hibrido TAIL P1 x TAIL P2, hibrido este obtido pelo
cruzamento entre essas linhagens indutoras.

As populacdes—fonte se constituiram de
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gendtipos obtidos a partir do cruzamento de
linhagens-elite de milho do programa de
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo, a saber:
i) quatro individuos F1 obtidos do cruzamento entre
linhagens do grupo heterético Flint e quatro
individuos F2 obtidos por autofecundacdo dos
gendtipos F1; i) seis individuos F1 obtidos do
cruzamento entre linhagens do grupo heterotico
Dent e seis individuos F2 obtidos por
autofecundacéo dos genétipos F1, totalizando assim
20 gendtipos, os quais foram codificados de acordo
com o numero da primeira fileira que ocuparam no
campo (Figura 1). As 20 populacdes-fonte foram
semeadas em sete linhas de 4,2m, com
espacamento entre linhas de 0,8m e plantio de
cinco sementes por metro linear. Entre as linhas das
populacdes-fonte, foram semeadas linhas dos
indutores de haploidia na proporcdo 1:1, em trés
épocas distintas: 0, 10 e 20 dias ap6s o plantio das
populagdes-fonte, visando sincronizar ao maximo o
florescimento das fontes com o dos indutores. ApG4s
o Ultimo plantio, houve um isolamento no tempo de
20 dias de outros plantios préximos, para evitar a
contaminacdo do campo com pdlen exdgeno. A
conducédo do plantio seguiu todos os tratos culturais
adotados para a cultura do milho.

Para inducdo de haploides, no florescimento,
removeram-se todos os pendbes das populacdes-
fonte, de forma que todo o p6len no campo fosse do
gendétipo indutor. Em todas as linhas das
populacdes-fonte foram efetuadas polinizacdes
manuais em trés espigas, garantindo a obtencéo de
hapléides em todas as linhas. A colheita foi efetuada
manualmente, com identificacdo de espigas
conforme a linha onde foi colhida e separacdo de
espigas cruzadas por polinizagdo manual de
espigas cruzadas de forma natural com o indutor.

Para avaliacdo da inducdo de haploidia nas
populacdes-fonte, de cada uma das sete linhas
semeadas foi tomada uma espiga polinizada
manualmente com pélen do indutor. Estas espigas
foram separadas por linha, grupo heterético e
geracdo de endogamia para debulha e identificacao
de sementes haploides, diploides e com inibicdo da
expressdo do gene R1-nj. A eficiéncia da inducao
de haploidia foi avaliada com base nos seguintes
parametros: i) total de sementes obtidas por espiga;
i) n° de sementes haploides, identificadas por
presenca de antocianina no endosperma e auséncia
de pigmentacdo no embrido; iii) n° de sementes
diploides, identificadas pela presenca de
antocianina no endosperma e no embrido; iv) n° de
sementes com inibicdo do gene R1-nj, identificadas
por auséncia de pigmentacdo com antocianina em
toda a semente; v) taxa de indugdo de haploidia (%)
= (n°® de sementes haploides/n® total de
sementes)x100, e; vi) Expressdo do gene R1-nj,
dada pela razdo entre o nimero de sementes com
presenca de antocianina e 0 numero total de

sementes.

Para andlise dos dados obtidos, considerando a
natureza dos dados coletados (contagem de
sementes em diferentes categorias) e a auséncia de
delineamento formal para coleta dos dados, optou-
se por utilizar estatisticas descritivas e métodos ndo
paramétricos. Foram estimadas medidas de
posicdo, frequéncia e de dispersdo considerando
cada grupo heterdtico. A comparacdo da taxa de
inducdo de haploidia entre as diferentes
populacdes-fonte dos grupos Flint e Dent, nas
geracgdes F1 e F2 foi realizada por meio do teste de
Wilcoxon. O teste de Wilcoxon é o equivalente ndo
paramétrico ao teste t para duas amostras, podendo
ser utilizado para dados ordinais, e considera a
existéncia de relacdo ou dependéncia entre as
amostras, como no presente caso. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do
software SAS (SAS Institute, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com excec¢do da expressado do gene R1-nj, para
todas as caracteristicas avaliadas observaram-se
maiores valores de média para os genétipos do
grupo heterético Dent, em comparacdo com o0s
gendtipos do grupo Flint (Tabela 1). A ocorréncia de
valores iguais a zero com maior frequéncia,
conforme indicado pelo pardmetro moda (Tabela 1),
denota uma maior ocorréncia de inibicdo da
expressao do gene R1-nj nos gendtipos do tipo Flint
em comparacdo com o grupo Dent. Chaikam et al.
(2015), avaliando a expressdo do gene R1-nj em
milho, observaram maior inibicdo deste gene em
genodtipos  tropicais em  comparagdo com
germoplasma temperado, mas nao observaram
diferenciacdo em funcéo do tipo de grdo para este
carater.

Os maiores valores de desvio padrdao foram
observados para as caracteristicas total de
sementes, nimero de sementes diploides, numero
de sementes com inibicdo e expressdo do gene R1-
nj (Tabela 1). A maior dispersdo dos dados para
essas caracteres pode ser devida a maior
guantidade de sementes compondo a amostragem
para estas caracteristicas, fato corroborado pelos
valores de limite superior obtidos para as mesmas
(Tabela 1). Com excecdo das caracteristicas
namero de sementes dipléides e expressdo do gene
R1-nj, os valores do limite superior para o0s
gendtipos do tipo Dent superaram o dobro do
observado para os genétipos do tipo Flint. Este
resultado denota que para as populacdes-fonte em
estudo, gendtipos com graos do tipo dentado teriam
maior facilidade para expressar o gene R1-nj, o que
facilitaria a identificacéo de haploides positivos.

As taxas de inducdo de haploidia variaram entre
5,24% para o grupo Flint e 8,01% para 0 grupo
Dent, com valores maximos de inducédo de 51,25%
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(Tabela 1). Essa variagdo nas taxas de indugdo de
haploidia esta de acordo com o relatado por Prigge et al.
(2012), avaliando o cruzamento destes mesmos
indutores com germoplasma tropical, nas condicdes
do México.

As taxas de inducéo de haploidia apresentaram
diferencas significativas entre geracdes somente
para o gendtipo 91500205 no grupo Flint, com
reducdo da taxa de inducdo entre as geracbes F1 e
F2 (Figura 1). Para genotipos Dent, foi observada
reducdo estatisticamente significativa do total de
haploides entre F1 e F2 para o genétipo 91500215 e
aumento estatisticamente significativo no niimero de
haploides entre as geragBes para 0s genotipos
91500216 e 91500219 (Figura 1).

O processo de inducdo de haploidia €
influenciado por fatores como: caracteristicas
agrondémicas do indutor; sincronia de florescimento
com as populacdes-fonte; forma de polinizacdo
(manual ou livre); condi¢des climéaticas e de manejo
do campo, dentre outros. Tendo em vista que o
processo de polinizacdo foi efetuado manualmente,
boa parte dos fatores interferentes na indugcéo de
haploidia sdo minimizados, restando principalmente
interacbes relativas a constituicdo genética da
populacdo-fonte e a eficiéncia do indutor na geracdo
de haploides positivos e identificaveis. Assim, pode-
se inferir que a variacdo na identificacdo de
sementes haploides observado em alguns genétipos
avaliados com o avan¢o de geracbes pode estar
relacionada a segregacéo de genes para inibicdo da
expressdo de antocianina, mas também a uma
maior propensdo a inducdo de haploides nestas
populacdes-fonte.

Tendo em vista que a inducdo de haploidia em
milho pode ser efetuada em qualquer tipo de
populacdo, a pratica mais utilizada tem sido a
obtencdo de linhagens a partir de hibridos F1, em
que os parentais sdo devidamente selecionados de
acordo com os interesses do programa. Contudo,
Bernardo (2009) aponta que, em geracdes
segregantes, como F2 e S1, as possibilidades de
recombinacdo de genes seriam maiores, 0 que
compensaria o investimento de recursos em avango
de populagBes por geracdes adicionais pela chance
de se obter individuos com combinag8es superiores
de genes. Porém, para adogéo deste procedimento,
€ necessario averiguar se 0 avanco de geracdes
interfere na geragdo e identificacdo de haploides
positivos. Para as populacBes-fonte em estudo
neste trabalho, observaram-se efeitos do avanco de
geracdes para alguns genétipos na identificacao de
haploides, mas é necessario ampliar este estudo
para mais populacdes e locais de amostragem, a
fim de se definir com seguranca o efeito de
endogamia na identificacdo de individuos haploides.

CONCLUSOES

Observaram-se maiores taxas de identificacdo
de hapléides em gendétipos do grupo heterético
Dent, em comparacgao com genotipos do grupo Flint.

Houve diferencas significativas para taxa de
inducao de haploidia entre geracdes para o genétipo
91500205 no grupo Flint, e para os genotipos

91500215, 91500216 e 91500219 no grupo
heterotico Dent.
Nao foi possivel determinar um padréo de

reducdo ou aumento das taxas de inducdo de
hapléides entre geracbes, havendo variagdo em
funcdo da populacdo-fonte em estudo, do grupo
heterotico e avanco de geracdes.
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Tabela 1 — Estatisticas descritivas para seis caracteristicas avaliadas em sementes de quatro
progénies do grupo Flint e seis progénies do grupo Dent, em duas geracdes de endogamia, cruzadas
com indutores de haploidia tropicalizados. Sete Lagoas, setembro de 2015.

FLINT
Total de NUmero de Numero de NUmero de Taxa de Expressio
sementes sementes sementes sementes indUCao do pene Rini
por Espiga Haploides Diploides com Inibic&o ¢ 9 J
Média 108,67 5,27 45,57 57,84 5,24 47,08
Mediana 84,00 3,00 33,00 38,00 3,57 48,58
Moda 102,00 0,00 0,00 80,00 0,00 0,00
Is':jzgﬁor 329,00 32,00 205,00 256,00 21,43 97,06
:B'f'zgg ) 18,00 0,00 0,00 3,00 0,00 0,00
Eae(?r\gg 76,57 6,76 4631 53,75 5,56 30,86
DENT
Total de NUmero de NUumero de NUmero de Taxa de Expressio
sementes sementes sementes sementes induco do F;ne Rini
por Espiga Haploides Diploides com Inibicdo ¢ 9 !
Média 199,63 13,89 73,68 112,06 8,01 46,74
Mediana 177,00 10,00 50,00 89,00 5,76 44,92
Moda 99,00 2,00 21,00 103,00 2,82 50,00
g:;gfior 585,00 107,00 252,00 457,00 51,25 97,38
h:frg'rfﬁr 20,00 0,00 0,00 5,00 0,00 1,37
Eaejr"g'\g 143,64 15,36 64,74 110,11 8,05 25,58
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Figura 1 — Comparacédo entre médias nas geragfes F1 e F2 para as taxas de indugdo de haploidia em
sementes de quatro progénies do grupo Flint e seis progénies do grupo Dent cruzadas com indutores
de haploidia tropicalizados, em Sete Lagoas, setembro de 2015. *, ** diferenca significativa pelo teste
de Wilcoxon para duas médias aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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