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Introducao
A tecnologia de duplo-haploides (DH) representa aitexnativa para reduzir o tempo

de obtencdo de linhagens homozigotas em milho €hB852). Dentre as técnicas de
obtencdo de haploides estudadas, a técimcsivo é a mais utilizada para a cultura,
consistindo no cruzamento de um genotipo indutorhdploidia e um gendtipo-fonte,
obtendo, sementes de milho haploides com a metadeichero de cromossomos para o
milho. Em seguida é feita a selecdo destas sememtedase na presenca de antocianina no
endosperma e auséncia de antocianina no embriddin®oas plantulas derivadas destas
sementes haploides devem passar por um procesdaptieacdo cromossdémica, no qual
normalmente € utilizada a colchicina (Geiger; Gard2009).

Vérios protocolos foram desenvolvidos para a @@ da colchicina visando a
duplicacdo cromossémica em milho, sendo necesasavaliacdo criteriosa de cada protocolo
e de sua adequacgao dentro de um programa de nmaiia O objetivo deste trabalho foi
comparar a eficiéncia de trés protocolos de dugdicacromossémica na obtencdo de

haploides em milho.

Material e Métodos

Foram utilizadas 270 sementes de milho haploib&édas por meio do cruzamento do
genotipo-fonte 91500212 com o hibrido indutor depltidia Tail P1 x Tail P2. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocasualizados, com trés repeti¢cdes, sendo
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avaliados trés protocolos distintos de duplicacGmmossdmica via colchicina: injegao,
tratamento de raizes e tratamento de plantulasnrgeéminadas. Para avaliacdo de cada
protocolo, as 270 sementes foram divididas em Bague 90 sementes, e por sua vez, cada
grupo foi separado em trés repeticoes de 30 semefis protocolos de duplicacédo

cromossOmica sao descritos a seguir:

1) Tratamento via injecdo (Vanous et al., 2017): seesehaploides foram semeadas em
bandejas com substrato comercial. No estadio Vs (folhas expandidas), realizou-se
aplicacao de 100 pl de solucao de colchicina a594l2 0,5% de DMSO em plantulas com
seringa e agulha hipodérmica. Posteriormente, &sylas foram mantidas no escuro e sem

irrigacéo por 8 horas.

2) Tratamento via imersdo de raizes (Couto et al.5@antulas no estadio V3 foram
inseridas em béqueres, contendo solucdo 1:1:1 Idkicoa, dimetil sulféxido e Tween 20
(1g, 1ml e 1ml, de cada reagente, respectivameAgeplantulas foram mantidas por seis
horas na solucao, seguindo-se lavagem por 40 nsimat@a remocédo de residuos, seguindo-se

o transplantio para bandejas com substrato conhercia

3) Tratamento de plantulas recém-germinadas (Priggelctvhger, 2012): sementes
haploides foram semeadas em rolos de papel getenitesedecido com agua destilada, que
foram levados para germinador por 36 horas, perddtiassim o inicio da germinagéo e a
emergéncia do coleodptilo. Apds este periodo, astyl#s receberam um corte a 2 mm do
apice do coleoptilo com bisturi e foram inseridas l@2queres identificados com solucéo de
colchicina 0,06% e DMSO 0,5%, em um volume que [ese cobrir todas as plantulas,
sendo mantidas em solucéo, no escuro por 12 hiyas. este periodo, as plantulas passaram
por lavagem de 30 minutos em agua corrente e fdransplantadas para bandejas com
substrato comercial.

Apés a realizacdo de cada protocolo, aguardou-seli@f apos tratamento para
transplantio definitivo em vasos de 20 litros coolosadubado, e mantidas em casa de
vegetacdo, com temperatura e umidade controladagjosmantida a distribuicdo dos

tratamentos em blocos casualizados, visando mamtelineamento proposto.
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Para a avaliacdo da eficiéncia de cada protocolmbtancdo de duplo-haploides
viaveis, foram tomados dados do numero de plardbsegiventes apds o procedimento,
abertura de pendao, nimero de espigas com e seamntesne o percentual de haploides e
falso-positivos. Tais dados foram tabulados emilplarExcel e comparados via teste t para
duas médias. Todas as analises foram efetuadasocanxilio do programa SAS (SAS
Institute, 2000).

Resultados e discussao

Em valores absolutos, foi possivel observar difggenpara a sobrevivéncia de
plantulas entre os tratamentos avaliados (FiguraPaya o tratamento de injecdo com
colchicina, 89 das 90 plantulas sobreviveram (9809MNo tratamento de raiz sobreviveram
73 plantas (81,10%), enquanto que para o tratametoplantula recém-germinada
sobreviveram 57 plantas (63,33%). Entretanto, t tesdo indicou diferencas significativas
entre o tratamento de inje¢cdo de colchicina e ongeséo de raizes, e entre o tratamento de
imerséo de raizes e em plantulas recém-germinaaasd 1).

Os melhores resultados de sobrevivéncia para antgtto de injecdo podem ser
explicados por se tratar de um método menos ageepsira a plantula, que requer menos
transplantio e € realizado com a plantula em estdadiis avancado de desenvolvimento. Da
mesma forma, o tratamento de raizes, que é efeh@mdstadio V3, também apresentou maior
sobrevivéncia, demonstrando que o estadio fisiotbgnais avancado da plantula € fator

importante para reduzir as perdas no processoeacao cromossdmica.
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Figura 1. Taxa de sobrevivéncia de plantulas duplo-hapsodtemilho apds tratamento com
colchicina por trés diferentes protocolos. Médegusdas da mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste t a 5% de probabilidade.

Apoés analisar a sobrevivéncia, realizou-se a ay@bada frequéncia de duplo-
haploides verdadeiros e de falso-positivos ders@antulas sobreviventes. As caracteristicas
marcantes em duplo-haploides putativos sao o pedigzido da planta; a baixa producao de
pdélen, mesmo apdés o tratamento com colchicina, baiga quantidade de sementes nas

espigas, aléem da auséncia de pigmentacdo com amtwrinas sementes.

Tabela 1. Numero de plantas duplo-haploides e fatsitivas identificadas com base em
caracteristicas morfoagronémicas.

Tratamento Duplo-haploide Falso positivo
Plantula Recém-germinada 13 (22,81%) *a 21a
Raiz 15 (20,54%) a 3la
Injecéo 17 (19,10%) a 42 a
Média 15 (20,54%) 31,33

* nimero entre parénteses representa a taxa dessuca obtencéo do duplo-haploide. Médias segdmlas
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t @®&{robabilidade.

O numero de duplo-haploides obtidos apds o tratemeom colchicina foi de 13
plantas para o tratamento em plantulas recém-gadag) 15 plantas no tratamento de raiz e
17 plantas no tratamento de injecdo, sem diferemgaificativa entre tratamentos para
namero de haploides obtidos. Entretanto, do tagbl@ntulas sobreviventes, foi identificado
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um maior percentual de duplo-haploides no tratameam plantulas recém-germinadas do
gue nos demais tratamentos (Tabela 1).

Para determinar o potencial das linhagens duplteitlgs em cada meétodo de
duplicacdo para a geracdo de novas linhagens, faxaiiadas a abertura do pendao e a
produtibilidade de sementes. Estas caracterisg@asmportantes indicadores da eficiéncia do
processo de duplicagdo cromossOmica, porque deraonst efeito deste procedimento na
restauracao da fertilidade da planta, ja que hdgdode milho sdo naturalmente estéreis, pela
impossibilidade de pareamento de cromossomos qualadodivisdo celular (Prigge;
Melchinger, 2012). Desta forma, plantas com polével para o cruzamento resultam em
espigas com sementes, enquanto plantas machoiestéreom problemas na formacéo da
espiga ndo produzem sementes.

A viabilidade do pendao foi determinada pelo grawabdertura dele e pela emisséao de
pdlen das anteras, sendo classificados em pend@ealmertura total e boa emisséo de pdlen,
penddes com abertura intermediaria e pouca emidedpolen e penddes com macho-
esterilidade, com anteras totalmente fechadas. iMdwe diferencas estatisticas entre os
tratamentos quanto a abertura de anteras, maggargfe um maior numero de penddes com
abertura total no tratamento de injecdo, o que éampode estar relacionado a sobrevivéncia
de plantulas, o que ocasiona, consequentemente, nuen@r perda de possiveis duplo-
haploides. Foi verificada também boa eficiéncia wiés protocolos aplicados para reverter a
macho esterilidade no pendao nas plantas sobrdégs/€habela 2), sendo identificado apenas

um pendao macho-estéril no tratamento de raizes.

Tabela 2 Abertura de penddes em cada tratamento de dg@ticaomossomica

Tratamento Abertura total Abertura parcial Com Inwaesterilidade
Plantula recém-germinada 5a 8a Oa

Raiz 5a 9a la

Injecéo 7a 10a Oa

Média 57 8,7 0,3

Com relacdo a producado de espigas com sementdagdos da Tabela 3 demonstram
que, entre os duplo-haploides obtidos no tratameetglantula recém-germinada, cinco
espigas apresentaram sementes enquanto oito espégasapresentaram formacao de

sementes. No tratamento de raiz, sete espigaseapaesn sementes e oito espigas nao
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apresentaram sementes. No tratamento de injeca@spldas apresentaram sementes e quatro
espigas permaneceram sem sementes. Com isso @epassservar que o tratamento de
injecdo foi o que resultou em maior quantidade thntps com podlen viavel para o
cruzamento, o que se refletiu diretamente no namemspigas com semente. Comparado aos
outros dois protocolos, o tratamento via injecaudaiapresenta as vantagens de ser mais
econdmico, em termo de gasto de substrato, de meEmge de numero de operacbes de
transplantio e de néo gerar residuo adicional apbsacédo, o que resulta em menor impacto

ambiental.

Tabela 3 NUmero de espigas com e sem sementes para cadiasun@s tratamentos

Tratamento Com semente Sem semente
Plantula recém-germinada 5a 8 a

Raiz 7a 8a

Injecéo 11a 6a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem enpelsteste t a 5% de probabilidade.

Conclusoes
O protocolo de injecdo foi o mais eficiente doss tqgotocolos de duplicacéo
cromossOmica, pois resultou em maior sobrevivénoiaior producdo de duplo-haploides

com polen e espigas viaveis e maior producdo derses
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