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RESUMO

RABEL, M. Hapldides androgenéticos em milho tropical. 2008. 57p.
Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG."

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de fazer a
transferéncia do gene indutor de haploidia ig e do marcador R/-nj da linhagem
temperada W23 para genétipos de milho tropicais e verificar a capacidade de
indug@o de haploidia dessa linhagem em cruzamentos com 10 linhagens elite e
um hibrido simples comercial da Embrapa Milho e Sorgo. Para atingir o
primeiro objetivo, foram avaliadas seis familias nas geragdes F, e F; obtidas do
cruzamento entre a linhagem W23 Q e o hibrido simples BRS1010 &. As
plantas dessas familias foram autofecundadas e cruzadas simultaneamente. O
cruzamento foi realizado na primeira espiga com a linhagem elite L512388 e a
autofecundacdo foi realizada na segunda espiga. As sementes obtidas dos
cruzamentos foram separadas conforme o marcador morfol6gico indicador de
haploidia R-navajo (endosperma roxo e embrido branco). O teste de
identificagdio de hapléides foi realizado com marcadores moleculares
microssatélites (SSR) previamente selecionados como polimérficos entre os
parentais das familias. Mil novecentas e quinze sementes foram selecionadas
como possiveis hapléides pelo marcador morfolégico R-navajo, as quais foram
plantadas em campo. Das plantas geradas, 74 apresentaram tamanho reduzido,
entre essas, quatro individuos, em uma das familias, foram confirmados pelo
marcador molecular SSR bnlg1828, como hapléides androgenéticos. Dois desses
hapléides foram identificados em uma tnica espiga e os outros dois em espigas
diferentes. As quatro plantas hapléides apresentaram tamanho reduzido,
entretanto, algumas plantas dipléides também apresentaram fenétipo semelhante
ao dos hapléides, o que demonstra que tanto o marcador morfolégico R-navajo
quanto o tamanho reduzido de plantas nio foram eficientes na identificagio
precisa de individuos hapléides. O gene indutor ig e o marcador RI-nj foram
transferidos para trés genétipos tropicais, induzindo uma taxa de 0,4% a 0,6% de
hapléides androgenéticos no cruzamento com a linhagem elite tropical L512388.
Para atingir o segundo objetivo, a linhagem temperada indutora de haploidia
W23Q, portadora dos genes indutor ig e marcador RI-nj, foi cruzada com as
linhagens 1.228-3, 1.2842, L3, L37, L420, L514040, L57, L64, 98CIM-2-46,
TR6DM-25 e com o hibrido simples BRS1010. As sementes obtidas de cinco
espigas de cada cruzamento foram separadas conforme o marcador morfol6gico

* Comité Orientador: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo (Orientador)
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indicador de haploidia R-navajo e germinadas em condi¢Ses controladas. As
plantulas que apresentaram coleéptilo verde foram selecionadas como provaveis
hapléides e avaliadas com marcadores moleculares SSR previamente
selecionados como polimérficos, entre os genitores. Nos cruzamentos realizados
com as linhagens 12841, L37, L57, 98-CIM-2-46 ¢ TR6DM-25, o gene RI-nj
nio expressou coloracio no endosperma e nem no embrido. Nos outros
cruzamentos, foi constatada coloragio resultante da acdo do gene RI-nj na
maioria das sementes. A presenca de individuos hapléides foi confirmada
somente no cruzamento realizado com a linhagem L57, por meio do marcador
molecular SSR phi026. Os marcadores morfolégicos R-navajo e a coloragio
verde do coledptilo ndo foram eficientes na identificac@o precisa dos individuos
hapléides. A taxa reduzida de hapléides obtida pode estar relacionada com a
baixa freqiiéncia do gene ig na linhagem indutora W23.
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ABSTRACT

RABEL, M. Androgenetic haploids in tropical maize. 2008. 57p. Dissertatiog
(Master in Vegetal Biotechnology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

The present work was carried out with the objectives of making the
transfer of the ig haploid inducer gene and the R/-nj marker gene from the W23
temperate inbred line to tropical genotypes of maize as well as to check the
haploid inducing capacity from this line in crossings with 10 elite inbred lines
and a simple commercial maize hybrids from the Embrapa Maize and Sorghum
breeding program. To reach the first objective six families in the F2 and F3
generations, obtained from the cross between the W23 Q@ inbred line and the
simple hybrid BRS1010 & were evaluated. The plants from these families were
selfed and crossed simultaneously. The cross was made in the first ear with the
1512388 elite inbred line and the selfing was performed in the second ear. The
resulting seeds from the crosses were selected according to the R-navajo
haploids morphological marker indicator (purple-colored endosperm and white
embryo). The haploids identification test was carried out with microsatellite
molecular markers (SSR) previously selected as polymorphic among the
crossing parents of the families. One thousand nine hundred and fifteen seeds
were selected as putative haploids by the R-navajo morphologic marker and
were planted in field. From the generated plants, 74 showed reduced size, among
these ones, four individuals in one of the families were confirmed by the SSR
bnlg1228 molecular marker as androgenetic haploids. Two of these haploids
were identified in the same ear and the other ones in different ears. The four
haploid plants showed reduced size, nevertheless, diploid plants also showed a
similar phenotype as that found in the haploid ones, which shows that the R-
navajo morphological marker as well the reduced size of the plants were not
effective in the identification of haploid individuals. The ig inducing gene and
the RI-nj marker were transferred to three tropical genotypes inducing a 0,4% -
0,6% level of androgenetic haploids in the cross with the 1512388 tropical
inbred line. To reach the second objective, the W23 Q@ temperate line haploid
inducer, bearer of the of the ig inducer and RI-nj marker genes, was crossed
with the L228-3, L3, L37, L420, L514040, L57, L64, 98CIM-2-46, TR6DM-25
lines and the simple hybrid BRS1010. The resulting seeds from five ears in each
cross were selected according to the R-navajo morphological marker haploid
indicator and germinated under controlled conditions. The seedlings that
presented green-colored coleoptiles were selected as putative haploids and
evaluated with SSR molecular markers, previously selected as polymorphic

* Adviser: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo
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among the crossing parents. In the crosses made with the L2841, L37, L57,
98CIM-2-46 and TR6DM-25, the RI-nj gene did not express its purple
pigmentation neither in the endosperm nor in the embryo. There was resulting
coloring from the action of the RI-nj gene in most seeds of the other crosses.
The presence of haploid individuals was confirmed through the SSR phi026
molecular marker only in the cross made with the L57 inbred line. The R-navajo
morphological expression and the green color in the coleoptiles markers were
not effective in the precize identification of haploid individuals. The reduced
haploid level obtained may be linked to the low frequency of the ig gene in the
W23 inducing inbred line.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os melhoristas de plantas tém, entre os seus principais objetivos, o
aumento de produtividade das culturas. Nessa busca, uma das metodologias mais
utilizadas € o emprego da superioridade dos genétipos heterozigéticos em
relacdo aos demais, ou seja, o aproveitamento do vigor hibrido.

A cultura do milho exemplifica bem este fato. A partir da descoberta do
milho hibrido, no inicio do século, sua adogdo pelos agricultores americanos foi
bastante rdpida, sendo atualmente plantado em praticamente 100% das 4reas
cultivadas com milho. O ganho em produtividade obtido com a substitui¢io das
variedades tradicionais pelos hibridos nos EUA foi extraordindrio (Hallauer,
1990). No Brasil, segundo pais a adotar hibridos de milho, a hist6ria é a mesma
(Paterniani & Campos, 1999).

A despeito do grande sucesso no emprego dos hibridos, algumas etapas
de sua obtengdo sdo bastante onerosas. O processo tradicional de produgdo de
hibridos envolve a geragdo de linhagens endogdmicas, em que s3o realizadas
autofecundagdes sucessivas. Uma alternativa disponivel para a cultura do milho
€ a técnica de obtengdo de linhagens homozigéticas instantineas, pelo uso de
hapléides duplicados (duplo-hapldides). Kermicle (1969) relatou a ocorréncia de
uma mutag@o espontinea que ele chamou de gametéfito indeterminado (ig), na
linhagem temperada Wisconsin-23 (W23). Os hapléides gerados por influéncia
deste alelo ig sdo de origem paterna, ou seja, sdo androgenéticos. No processo de
fecundagdo ocorre degeneragdo do niicleo do 6vulo e o niicleo espermitico
inicia o processo de divisdo celular, no citoplasma da célula ovo, formando um
embrido hapléide.

A tecnologia de hapldides duplicados tem sido estudada, pois ela

representa uma forma de reduzir o tempo de obtengao de linhagens endogamicas



em duas a trés vezes em relagdo aos métodos tradicionais. Além do ganho de
tempo, outra vantagem significativa € a necessidade de menor 4rea experimental
nos campos de melhoramento e, conseqiientemente, uma economia de recursos.
Com a utilizacdo desta tecnologia, é possivel garantir a pureza genética das
linhagens desenvolvidas, uma vez que todas as plantas geradas sao obtidas de
uma tnica semente hapléide duplicada (linha pura), o que proporciona um ganho
significativo na qualidade das avalia¢des iniciais dos hibridos.

A identificagdo dos hapléides e duplo-hapléides € um processo
fundamental. Esta pode ser realizada por meio de marcadores morfolégicos de
colora¢do, na semente e, nas plantas, por apresentarem menor vigor. Contudo,
esses marcadores sio fortemente afetados pelo ambiente. Os marcadores
moleculares microssatélites (SSR) apresentam-se como uma importante
alternativa para a identificacdo exata de hapldides, uma vez que sdo co-
dominantes, podendo separar o homozigoto do heterozigoto. A técnica de
microssatélite é caracterizada pela simplicidade, rapidez e precisdo na geracao
dos perfis genéticos, além de requerer pequena quantidade de DNA. Para o
milho, ja existe elevado mimero de marcadores moleculares SSR, ndo havendo
necessidade de altos investimentos para utilizar estd técnica. '

A linhagem W23 induz hapléides androgenéticos nas condiges tropicais
de cultivo, mas ela é susceptivel ao ataque de doencas, mostrando sensibilidade
ao calor e ao fotoperiodo. Por este motivo, a produgdo de sementes a partir desta
linhagem torna-se um fator limitante na produgdo de hapléides androgenéticos
(Belicuas et al, 2007). Os resultados comprovam que é vidvel produzir
hapléides por meio de linhagens indutoras, nas condig¢Ses tropicais, contudo, a
solugdo para estes problemas seria a transferéncia do gene indutor ig e do gene

marcador RI-nj um genétipo adaptado as condigdes tropicais de cultivo.



Assim, o presente trabalho foi realizado com os seguintes objetivos:
fazer a transferéncia do gene indutor de haploidia ig e marcador R/-nj da
linhagem temperada W23 para genétipos de milho tropicais e verificar a
capacidade de inducio de haploidia dessa linhagem em cruzamentos com 10
linhagens elite e um hibrido simples comercial do programa de melhoramento de

milho da Embrapa Milho e Sorgo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O milho hibrido

O milho hibrido ocupa lugar de destaque entre as contribui¢cdes da
ciéncia para a sociedade, tendo sido responsavel por expressivos aumentos na
produtividade dessa importante cultura em todo o mundo. A superioridade dos
gendétipos heterozigotos em relagdo aos demais foi descoberta, na cultura do
milho, no inicio do século XX. A partir de entdo, vdrios estudos foram
conduzidos, viabilizando a produgdo e a utilizagdo comercial de sementes
hibridas de milho (Sprague & Dudley, 1988; Hallauer, 1990).

Nos EUA, onde existe o maior nimero de relatos sobre a estimativa da
contribuicdo dos hibridos para a cultura do milho, o aumento de producio
observado foi extraordindrio, passando de 25 milhGes de toneladas, em 1870,
para 75 milhGes, em 1906 e alcangando cerca de 150 milhes de toneladas, j4 em
1976. No final da década de 1990, os EUA produziram mais de 220 milhdes de
toneladas de milho, gerando renda anual de 20 bilhdes de délares (Troyer &
Mascia, 1999). Hoje a produgdo americana ja passa de 280 milhdes de toneladas.

Em termos de produtividade, a média americana, antes de 1930, era de,
aproximadamente, 2.000 kg/ha, passando para cerca de 6.200 kg/ha, nos 50 anos
seguintes. Desse aumento, 58% foi devido ao melhoramento genético do mitho
(Cardwell, 1982). No Brasil, os resultados a respeito da contribui¢cao do
melhoramento genético do milho ndo sdo menos expressivos, mostrando ganhos
superiores a 1% ao ano (Fernandes & Franzon, 1997; Arias & Ramalho, 1998).

A despeito do grande sucesso no emprego dos hibridos, algumas etapas
de sua obtengdo sio bastante trabalhosas e onerosas, podendo, em alguns casos,
inviabilizar o seu emprego, especialmente no caso de pequenas empresas.
Inicialmente, € preciso enfatizar que, em uma popula¢io de plantas alégamas,

como € o caso do milho, todos os individuos sdo hibridos, pois sdo oriundos da

4



unido ao acaso de dois gametas diferentes. Assim, se for medida a produgio de
cada planta, isto &, dos diferentes hibridos, tem-se uma distribui¢io normal. A
idéia € perpetuar as combinac¢des que se situam na extremidade direita da
distribuicdo. Para esta perpetuacdo, uma possibilidade seria a utilizagdo da
propagacdo vegetativa. Entretanto, no caso especifico do milho, nio é uma
opg¢do vidvel, em virtude do grande mimero de plantas requeridas por 4rea a ser
cultivada. Desse modo, uma alternativa é produzir linhagens endogimicas
complementares que permitam a produc@o continua da combinagdo hibrida
desejada (Belicuas, 2004).

2.2 Obtencéo de linhagens endogimicas

O sucesso dos programas de melhoramento de milho depende do
desenvolvimento de linhagens endogdmicas elites utilizadas para a obtengdo de
hibridos com alto desempenho produtivo. Para a obten¢do dessas linhagens,
vérios métodos podem ser empregados (Miranda Filho & Viégas, 1987).

O método mais utilizado é o denominado padrdo, e os demais sdo
variacdes deste (Paterniani & Campos, 1999). Nesse método, sdo realizadas
sucessivas autofecundacées na populacdo fonte de linhagens, os descendentes de
cada planta sdo semeados em linhas, formando familias e selecionam-se
individualmente as melhores familias e os melhores individuos, dentro de cada
familia, para serem novamente autofecundados. O processo se repete até que a
homozigose virtualmente completa seja atingida em S¢ ou em geragdes mais
avancadas de autofecundagdes.

Outro método bastante empregado é o da cova tnica, sugerido em 1934,
nos Estados Unidos. Esse método difere do padrdo pelo fato de cada progénie
ser representada por uma tinica cova com trés plantas, em vez de uma linha com
vérias plantas. A vantagem consiste na redugdo de 4rea plantada, permitindo

aumentar o nimero de progénies a serem avaliadas, aplicando-se uma maior
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intensidade de sele¢ao. Outro método utilizado é o genealégico, empregado nos
casos em que a selegdo € efetuada dentro de uma populacdo derivada de duas
linhagens previamente selecionadas, de acordo com a capacidade combinatéria,
seguida da aplica¢do do método padrio.

O hibrido criptico € um método que consiste na avaliagdo de familias de
irmdos germanos, obtidos pelo cruzamento entre plantas prolificas e n3o
endogdmicas. Simultaneamente ao cruzamento, a segunda espiga ¢é
autofecundada. As familias de irmdos germanos sdo avaliadas em ensaios com
repeticdio, para identificar os melhores cruzamentos. As progénies S,
correspondentes as melhores combinacées sdo plantadas aos pares e cruzadas
para se obter a nova geracdo. Esse processo € repetido até que se obtenha a
homozigose desejada nas linhagens a serem usadas na sintese de hibridos.

Uma alternativa disponivel para a cultura do milho € a técnica de
obtencdo de linhagens homozigéticas instantineas, pelo uso de hapléides
duplicados (duplo-hapléides). A duplicagdo dos hapléides baseia-se,
normalmente, na utilizagdo de inibidores mitéticos, como a colchicina (Eder &
Chalyk, 2002). A tecnologia de hapléides duplicados tem sido estudada, pois ela
representa uma forma de reduzir o tempo na obtenc@o de linhagens, em duas a
trés vezes, em relacdo aos métodos tradicionais. Além do ganho de tempo, outra
vantagem significativa € a necessidade de menor 4rea experimental nos campos
de melhoramento e, conseqiientemente, uma economia de recursos. Com a
utilizacdo desta tecnologia € possivel garantir a pureza genética das linhagens
desenvolvidas, uma vez que todas as plantas geradas sdo obtidas de uma unica
semente hapléide duplicada (linha pura), o que proporciona um ganho
significativo na qualidade das avaliagGes iniciais dos hibridos (Milach, 2007).

Os hapléides em milho ocorrem naturalmente a uma taxa menor que um
para cada mil sementes formadas (Chase, 1963), contudo, alguns métodos

podem ser utilizados para aumentar essa freqiiéncia. Um desses métodos baseia-
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se no uso de linhagens indutoras, que podem gerar hapléides maternos ou
paternos, dependendo do tipo de linhagem indutora empregada.

A maioria das linhagens indutoras de haploidia conhecidas atualmente é
derivada de duas linhagens temperadas, a Stock 6, que gera hapléides de origem
materna, gimnogenéticos (Coe, 1959) e a W23, que gera hapléides de origem
paterna, ou seja, androgenéticos (Kermicle, 1969). Para a identificagdo prévia
dos hapléides, € utilizado o marcador morfolégico dominante do sistema R-
navajo (RI-nj), gene que promove a pigmentacdo com antocianina no
endosperma e no embrido (Figura 1A), nas sementes dipléides. Nas sementes
hapléides, a pigmentacdo estd presente somente no endosperma (Figura 1B),
ficando essas com o embrido branco (Nanda & Chase, 1966). O endosperma é
formado por um tecido tripléide, sendo um conjunto hapléide do parental
masculino ¢ dois do parental feminino. O embrido ¢ formado por um tecido
dipléide. Como o marcador morfolégico R-navajo é dominante em um
cruzamento, ele serd expresso no endosperma e, no caso de um embrido
hapléide, o marcador ndo serd expresso, pois o embrido nio contém o genoma
da linhagem indutora que carrega o alelo marcador (Nanda & Chase, 1966).

Alguns estudos foram realizados para se obter linhagens capazes de
induzir haploidia em taxas maiores, entre eles os de Shatskaya et al. (1994),
Deimling, et al. (1997), Chalyk (1999) e Eder & Chalyk (2002). Estes autores
relatam ter conseguido linhagens que induzem até 10% de hapléides, porém,
com grande variagdo de acordo com o genétipo empregado. Por meio de uma
modificagdo na linhagem W23, Kindiger & Hamann (1993) aumentaram a
freqii€ncia de indugio de hapléides para até 8%.



FIGURA 1. Padrao de coloracio do marcador morfolégico controlado pelo
sistema R-navajo (RI-nj). (A) endosperma e embrido roxo (B)
endosperma roxo e embrido branco, indicando haploidia.

2.3 Gene gametofito indeterminado (ig) na inducio de hapléides

Kermicle (1969) relatou uma mutacdo espontinea na linhagem W23, que
ele chamou de gametéfito indeterminado (ig). Os hapléides gerados por
influéncia deste alelo ig sdo de origem paterna, ou seja, sdo androgenéticos. Esse
gene estd localizado no braco longo do cromossomo trés (Kermicle &
Demopulos-Rodriguez, 1980) e é responsdvel por algumas alteragdes no
desenvolvimento do saco embriondrio.

Em uma megasporogénese normal, ocorrem trés mitoses sucessivas,
resultando em um 6rgido reprodutivo com oito nicleos chamado de saco
embriondrio. Sob acdio do gene ig, algumas megasporogéneses sofrem quatro ou
mais mitoses, resultando em um saco embriondrio com dezesseis nicleos ou
mais, em vez de oito nicleos observados normalmente (Lin, 1981). Outro efeito
causado pelo gene ig, e que pode estar relacionado com a ocorréncia de
hapléides androgenéticos, é a degeneragdo de 31% dos nicleos polares e dos
nicleos da regido micropilar, que inclui as oosferas (Lin, 1981).

O mutante g nio condiciona um processo em particular. Sua
interferéncia ocorre anteriormente a formacdo do saco embriondrio e altera a
atividade de outros genes durante a formagdo deste. Portanto, seus efeitos
parecem ser independentes, ndo tendo relagdes uns com os outros (Lin, 1981;

Huang & Sheridan, 1996).



Huang & Sheridan (1996), utilizando microscopia eletronica de
transmiss@o, relataram que a divisdo dos nicleos na formagdo do saco
embriondrio sob a acdo do ig € assincrona e confirmaram o resultado que indica
a ocorréncia, em alguns casos, de divisGes além da terceira mitose. Essas
mitoses adicionais causam modificagio no nivel de ploidia do endosperma em
desenvolvimento, confirmando a observagdo feita por Kermicle (1971). Este
tiltimo autor também j4 tinha relatado o elevado nivel de ploidia com a formagéo
de endospermas defeituosos.

Como consegiiéncia do comportamento anormal durante a divisdo dos
nicleos e de migragdes desordenadas destes dentro do saco embriondrio, as
células da regido micropilar mostram grande similaridade, ficando as sinérgidas
e as oosferas indistinguiveis em dois tergcos dos sacos embriondrios sob a ag¢do
do ig (Huang & Sheridan, 1996). Entre as vdrias células dessa regido, a maioria
funciona como sinérgida na recuperagio do tubo polinico e do gameta
masculino, porém, uma ou mais células da regido micropilar podem ter a fungdo
de cosfera (Huang & Sheridan, 1996), resultando em mais de 6% de casos de
poliembrionia (Kermicle, 1969). Embora essas células micropilares percam a
estrutura caracteristica que distinguem em sinérgidas de oosferas, elas,
aparentemente, podem funcionar como ambos os tipos de células (Huang &
Sheridan, 1996). A formagdo de sementes poliembridnicas e com endospermas
defeituosos sofre influéncia apenas da constituicdo ig do parental feminino
(Kermicle, 1971).

A formacdo de sacos embriondrios sob a a¢do do gene ig tem sido alvo
de amplos estudos, contudo, existe pouca informacdo sobre 0 mecanismo de
inducdo de hapl6ides androgenéticos sob o efeito desse gene. Kindiger &
Hamann (1993) acreditam que ocorre degeneragdo da oosfera e o conseqiiente

desenvolvimento do niicleo espermético do grio de pélen no citoplasma da



célula ovo, formando, assim, um embrio hapléide androgenético, porém, ainda
nao hd estudo aprofundado a esse respeito.

A linhagem W23 produz cerca de 1% a 3% de grdos hapl6ides
(Kermicle, 1969), o que, teoricamente, resulta em 2 a 6 hapléides numa espiga
contendo 200 graos. Em condicdes tropicais de cultivo, Belicuas et al. (2007)
relataram que esta linhagem produz hapléides androgenéticos, mas € susceptivel
ao ataque de doencgas e sensivel ao calor e ao fotoperiodo. Diante dessas
condigdes, a produgdo de sementes torna-se um fator limitante na produgao de
hapl6ides androgenéticos. Esses resultados comprovam que € vidvel gerar
hapléides por meio de linhagens indutoras, contudo, a solu¢do para estes
problemas seria a transferéncia do gene ig e do gene marcador RI-nj para um
gendtipo adaptado as condiges tropicais de cultivo.

Nos ultimos anos, de forma independente, grandes companhias
multinacionais, produtoras de sementes hibridas de milho, como a Pioneer, estdo
aperfeicoando esta tecnologia de producdo de linhagens duplo-hapléides,

utilizando-as em seus programas de melhoramento genético (Milach, 2007).

2.4 Marcadores moleculares no melhoramento vegetal

O melhoramento vegetal pode contar, atualmente, com o auxilio dos
marcadores moleculares, os quais constituem uma importante ferramenta que
fornece grande quantidade de polimorfismo e ndo sdo afetados pelos efeitos
ambientais e nem pelo estidio de desenvolvimento da planta. Assim, permite a
identificagdo precoce e precisa das caracteristicas de interesse. Esses marcadores
sdo utilizados em andlises genéticas com as mais diversas finalidades, tais como
avaliacdo da diversidade genética, protecdo de cultivares, pureza genética,
selecdo de genétipos em programas de melhoramento e construgdo de mapas
genéticos (Lanza et al., 2000).
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Para Milach (1998), os marcadores moleculares podem ser classificados
em dois grupos, os de hibridacdo e os de amplificagio do DNA. Entre os
identificados por hibridagdo estdo Restriction fragment length polymorphism
(RFLP) e minissatélites ou locos Variable number of tandem repeats (VNTR).
Jé os revelados por amplificagdo incluem os marcadores tipo Random amplified
of polymorphic DNA (RAPD), Sequence characterized amplifed regions
(SCAR), Sequence tagged sites (STS) ou Amplified specific amplifcon (ASA),
microssatélites ou Simple sequence repeats (SSR) e Amplified fragment lenght
plymorphism (AFLP).

O primeiro marcador de DNA utilizado em plantas foi o RFLP. O
polimorfismo € obtido por diferencas no tamanho molecular dos fragmentos de
DNA genémico digeridos com enzimas de restricdio e observado por
hibridiza¢do destes fragmentos com seqiiéncias homélogas de DNA marcadas
com radioatividade ou com compostos que desencadeiam uma reagio de
luminescéncia (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O polimorfismo obtido com esse
marcador deve-se a mutagbes nos sitios de restrigdo, tais como insercdes,
delegdes e substituigdes de bases (Beckman & Soller, 1986).

Um grande impulso para a biologia molecular foi dado em meados da
década de 1980, quando Karl Mullis divulgou a técnica denominada Polymerase
chain reaction (PCR). Essa técnica envolve a sintese in vitro de um segmento
especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. A reagio baseia-se
no anelamento e na extensdo enzimdtica de um par de oligonucleotideos
utilizados como iniciadores (primers), que delimitam a seqiiéncia de DNA alvo
da amplificacdo. Os primers sdao pequenas moléculas de DNA de fita simples
sintetizadas artificialmente, de maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos
sejam complementares as seqiiéncias especificas que flanqueiam a regido alvo
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). A partir dai, vérias foram as técnicas de

marcadores moleculares derivadas da PCR, permitindo avangos significativos
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das pesquisas nas dreas de génética e de biologia molecular. Dentre essas
técnicas, pode ser destacada a de SSR e AFLP que, segundo McGregor et al.
(2000), sdo caracterizadas pela confiabilidade, precisdao e reprodutibilidade em
prover um perfil genético molecular detalhado, além de apresentarem a

possibilidade de automacdo.

2.4.1 Marcadores moleculares SSR

Os SSR séo seqiiéncias curtas de um a seis nucleotideos repetidos de 10
a 60 vezes em tandem ao longo da molécula de DNA (Rafalski et al., 1996). As
seqiiencias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo, geralmente,
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie (Caixeta et al., 2006).

A identificagdo dos SSR € um processo trabalhoso e de elevado custo,
envolvendo a construgdo de bibliotecas gendmicas, a selegdo de clones contendo
os microssatélites, o seqiienciamento em larga escala desses clones, o desenho
dos primers especificos e a sua confirmacdo por PCR (Rafalski et al., 1996).
Para o milho, um grande mimero de seqiiéncias de primers SSR encontra-se
publicamente disponivel no Maize Genome Database
(www.maizegdb.org/SSR), estando bem caracterizados e mapeados ao longo de
todo o genoma do milho, ndo havendo a necessidade de altos investimentos para
utilizar esta técnica.

Os marcadores SSR caracterizam-se por serem co-dominantes, podendo
distinguir o homozigoto do heterozigoto. Mesmo em gendétipos de milho
simples, que possuem base genética estreita, esses podem detectar alto nimero
de alelos por loco. Virios trabalhos tém apresentado a aplicacdo desses
marcadores na caracterizagio e no monitoramento da pureza genética em
sementes (Salgado, 2001; Padilha, 2002). Outra vantagem dos microssatélites €
que eles requerem uma pequena quantidade de DNA e o mesmo pode ser

extraido de qualquer material biolégico, sementes ou plantulas em diferentes
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fases de desenvolvimento, permitindo uma avaliagio precoce de lotes de
sementes (Buso et al., 2003).

No processo de manutencdo do estoque de linhagens elite de milho,
utilizadas nos programas de melhoramento, é necessdrio que essas linhagens
sejam mantidas com elevado grau de homozigose e de pureza. Da mesma forma,
os marcadores SSR permitem monitorar o nivel de homozigose das linhagens e
acelerar o processo de obten¢do das mesmas, identificando os individuos que
apresentam maior nimero de locos em homozigose (Senior et al., 1998; Prasad
et al, 2000; Gethi et al.,, 2002; Padilha, 2002). Uma vez identificada
heterozigosidade residual em uma linhagem, elas podem ser submetidas a um
avango na geragao de autofecundagdo, a partir de individuos que apresentem
niveis elevados de homozigose entre os locos avaliados. A combinagio de um
conjunto de locos microssatélites permite o acompanhamento do nivel de
homozigose dessas linhagens.

Adaptagado e incorporagdo da tecnologia de marcadores microssatélites
as atividades do programa de melhoramento sio estratégias precisas e eficientes
que podem ser utilizadas para garantir elevados padrGes de pureza genética das
linhagens elite e das sementes hibridas de milho. Além das caracteristicas
fenotipicas, o melhorista terd acesso 2s informagdes sobre a variabilidade
genética, diretamente do DNA, sendo um grande diferencial na selegdo de
plantas que serdo utilizadas como fonte das sementes genéticas. Por exemplo,
Vaz Patto et al. (2004) utilizaram marcadores SSR em seu trabalho, com o
objetivo de estudar a diversidade do germoplasma de milhos portugueses para
formar grupos heteréticos e, posteriormente, promover cruzamentos entre
populag¢des mais divergentes.

Smith et al. (1997), ao avaliarem 131 locos SSR em 13 conjuntos de
parentais e seus respectivos hibridos de milho, observaram a incidéncia de

somente 2,2% desses locos com heran¢a ndo mendeliana, ou seja, auséncia de
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uma banda parental ou presengé de uma banda ndo parental presente no hibrido.
Os marcadores SSR sdo iiteis na detecgdo da heterozigosidade de um loco
especifico, que é importante no acompanhamento da pureza genética.

Belicuas et al. (2007), utilizando marcadores SSR, identificaram
hapléides em milho, sendo posteriormente confirmado o potencial desta técnica

por meio de contagem cromossdmica e citometria de fluxo.
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CAPITULO 1

OBTENCAO DE LINHAGENS DE MILHO TROPICAL
INDUTORAS DE HAPLOIDIA
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RESUMO

RABEL, M. Obtencio de linhagens de milho tropical indutoras de haploidia. In:
. Hapléides androgenéticos em milho tropical. 2008. Cap.1, p.19-38.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG."

O processo tradicional de obtengdo de hibridos de milho envolve a
geracdo de linhagens endogdmicas que sd3o obtidas por autofecundagGes
sucessivas. Uma alternativa disponivel para este processo na cultura do milho é
a técnica de obtengdo de linhagens homozigotas instantineas pelo uso de
hapléides duplicados. Esses hapléides sdo obtidos por meio de linhagens
indutoras de haploidia, contudo, estas linhagens nio sdo adaptadas as condi¢des
tropicais de cultivo, como é o caso da linhagem temperada W23. Com o objetivo
de fazer a transferéncia do gene indutor de haploidia ig e do marcador RI-nj da
linhagem W23 para genétipos de milho tropicais, foram avaliadas seis familias
nas geragdes F, e F; obtidas do cruzamento entre a linhagem W23 @ e o hibrido
simples BRS1010 &. As plantas dessas familias foram autofecundadas e
cruzadas simultaneamente. O cruzamento foi realizado na primeira espiga com a
linhagem elite L512388 e a autofecundag@o foi realizada na segunda espiga. As
sementes obtidas dos cruzamentos foram separadas conforme o marcador
morfolégico indicador de haploidia R-navajo (endosperma roxo e embrido
branco). O teste de identificagdo de haplbides foi realizado com marcadores
moleculares microssatélites (SSR) previamente selecionados como polimérficos
entre os parentais das familias. Mil novecentos e quinze sementes foram
selecionadas como possiveis hapléides pelo marcador morfolégico R-navajo, as
quais foram plantadas em campo. Das plantas geradas, 74 apresentaram tamanho
reduzido, entre essas, quatro individuos, em uma das familias, foram
confirmados pelo marcador molecular SSR bnlgl828, como hapléides
androgenéticos. Dois desses hapléides foram identificados em uma \nica espiga
e os outros dois em espigas diferentes. As quatro plantas hapléides apresentaram
tamanho reduzido, entretanto, algumas plantas dipléides também apresentaram
fenétipo semelhante ao dos hapléides, o que demonstra que tanto o marcador
morfolégico R-navajo quanto o tamanho reduzido de plantas ndo foram
eficientes na identificagio precisa de individuos hapléides. Os genes indutor ig e
marcador RI-nj foram transferidos para trés genétipos tropicais, induzindo uma
taxa de 04% a 0,6% de hapléides androgenéticos no cruzamento com a
linhagem elite tropical L512388.

" Comité Orientador: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo (Orientador)
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 ABSTRACT

RABEL, M. Production of haploid inducing tropical maize inbred lines. In:

. Androgenetic haploids in tropical maize. 2008. Cap.1, p.19-38.
Dissertation (Master in Vegetal Biotechnology) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG."

The traditional process of obtaining maize hybrids involves the
generation of inbred lines through successive generations of selfing. An
available alternative to this process in the maize culture is the technique of
obtaining homozygous inbred lines thought the use of doubled haploids. These
haploids are obtained though haploid inducing lines, such as the W23 temperate.
However, these temperate lines are not adapted to the tropical environment.
With the objective of making the transfer of the ig haploid inducer and the RI-nj
marker genes from the W23 inbred line to tropical genotypes of maize, six
families in the F, an F; generations obtained from the cross between the W23 @
inbred line and the simple hybrid BRS1010 & were evaluated. The plants from
these families were selfed and crossed simultaneously. The cross was made in
the first ear with the L512388 elite inbred line and the selfing was performed in
the second ear. The resulting seeds from the crosses were selected according to
the R-navajo morphological marker haploid indicator (purple-colored
endosperm and white embryo). The haploids identification test was carried out
with microsatellite molecular markers (SSR) previously selected as polymorphic
among the crossing parents of the families. One thousand nine hundred and
fifteen seeds were selected as putative haploids by the R-navajo morphological
marker and were planted in field. From the generated plants, 74 showed reduced
size, among these ones four individuals in one of the families were confirmed by
the SSR bnlg1228 molecular marker as androgenetic haploids. Two of these
haploids were identified in the same ear and the other ones in different ears. The
four haploid plants showed reduced size, nevertheless, diploid plants also
showed a similar phenotype as that found in the haploid ones, which shows that
the R-navajo morphological marker as well the reduced size of the plants were
not effective in the identification of haploid individuals. The ig inducing gene
and the R/-nj marker were transferred to three tropical genotypes inducing a
0,4% - 0,6% level of androgenetic haploids in the cross with the 1512388
tropical elite inbred line.

* Adviser: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo
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1 INTRODUCAO

O processo tradicional para a obtenc@o de hibridos envolve a geragdo de
linhagens endogdmicas obtidas por sucessivas autofecunda¢des. Uma alternativa
para acelerar a producéo de linhagens endogdmicas na cultura do milho € o uso
da tecnologia de haplé6ides duplicados (duplo-hapléides), técnica que permite a
obtencdo de linhagens instantineas apés o cruzamento de hibridos ou variedades
com uma linhagem indutora de haploidia. Além do ganho de tempo, outra
vantagem significativa é a necessidade de menor 4rea experimental nos campos
de melhoramento e, conseqiientemente, uma economia de recursos.

Com a utilizacdo desta tecnologia é possivel garantir a pureza genética
das linhagens desenvolvidas, uma vez que todas as plantas geradas sdo obtidas
de uma tnica semente hapléide duplicada (linha pura), o que proporciona um
ganho na qualidade das avaliagGes iniciais dos hibridos.

A maioria das linhagens indutoras de haploidia conhecidas atualmente é
derivada de duas linhagens temperadas, a Stock 6, que gera hapléides de origem
materna gimnogenéticos (Coe, 1959) e a Wisconsin-23 (W23), que gera
hapléides de origem paterna, ou seja, androgenéticos (Kermicle, 1969). Este
dltimo autor relatou que a linhagem temperada indutora de haploidia W23
desenvolvida pela Universidade de Wisconsin € portadora de uma mutagéo
espontinea conhecida como gametdfito indeterminado (ig) e também do
marcador morfolégico dominante sistema R-navajo (R7-nj), descrito por Nanda
& Chase (1966).

O gene ig estd localizado no brago longo do cromossomo trés (Kermicle
& Demopulos-Rodriguez, 1980). Este gene nao condiciona um processo em
particular e sua interferéncia ocorre anteriormente a formagido do saco

embrionério, alterando a atividade de outros genes durante a formagdo deste.
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Seus efeitos parecem ser independentes, ndo tendo relagGes uns com 0s outros
(Lin, 1981; Huang & Sheridan, 1996). Acredita-se que, na formacdo de
hapléides androgenéticos sob a acdo do gene ig, ocorra uma degenera¢do da
oosfera e o conseqiiente desenvolvimento do niicleo espermdtico do grio de
pélen no citoplasma da célula ovo, formando um embrido hapléide. A linhagem
W23 pode induzir de 1% a 3% de hapléides androgenéticos (Kermicle, 1969)
dependendo do background genético a que € submetida.

Para a identificacdo prévia dos haplSides € utilizado o marcador
morfolégico R-navajo. Este promove a pigmentagdo com antocianina no
endosperma e no embrido das sementes dipléides e as hapléides apresentam
pigmentacdo somente no endosperma, ficando com o embrido branco.
Entretanto, esse marcador € fortemente influenciado pelo ambiente, fazendo com
que o uso de marcadores moleculares microssatélites (SSR) constitua-se em uma
valiosa ferramenta para a identificacio exata de hapléides, conforme
demonstrado em trabalho realizado por Belicuas et al. (2007).

A linhagem W23 induz hapléides androgenéticos nas condicGes tropicais
de cultivo, mas ela € susceptivel ao ataque de doencas, mostrando sensibilidade
ao calor e ao fotoperiodo. Por este motivo, a produgdo de sementes a partir desta
linhagem torna-se um fator limitante na producio de hapléides androgenéticos.
Os resultados obtidos comprovam que € vidvel produzir hapléides por meio de
linhagens indutoras, nas condig¢Ges tropicais. Contudo, a solugdo para estes
problemas seria a transferéncia do gene indutor ig e do gene marcador RI-nj
para um genétipo adaptado as condi¢des tropicais de cultivo (Belicuas et al.,
2007).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de fazer a transferéncia
do gene indutor de haploidia ig e do gene marcador RI-nj da linhagem

temperada W23 para genétipos de milho tropicais.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida nos laboratérios do Niicleo de Biologia
Aplicada (NBA) e na drea de campos experimentais da Embrapa Milho e Sorgo,
cujas coordenadas sdo 44°15° latitude oeste, 19°28’ de longitude sul e altitude
média de 732 metros, localizada em Sete Lagoas, MG.

2.1 Material genético

Foram utilizadas seis familias extraidas do cruzamento da linhagem
temperada indutora de haploidia Wisconsin-23 (W23) com o hibrido simples
BRS 1010 desenvolvido pelo programa de melhoramento de milho da Embrapa
Milho e Sorgo. Essas familias foram obtidas de uma espiga na qual foram
identificados individuos hapléides, confirmados por Belicuas et al. (2007). As
plantas F, provenientes das sementes dessa espiga foram intercruzadas. Desse
intercruzamento foram selecionadas espigas com base na boa expressio de
antccianina do marcador morfolégico R-navajo no endosperma e no embrido das
sementes, conforme descrito por Nanda & Chase (1966). As sementes dessas
espigas foram plantadas no campo e autofecundadas visando a obten¢do das
familias na geracgdo Fs.

Foram plantadas 300 sementes de cada familia, com espacamento de 25
cm entre plantas e 90 cm entre linhas, visando estimular a prolificidade das
mesmas. As plantas prolificas foram autofecundadas e cruzadas
simultaneamente. O cruzamento foi realizado com a linhagem elite L512388,
selecionada por apresentar arquitetura com folhas eretas de facil identifica¢@o no
campo. Para que ocorresse sincronia no florescimento, a linhagem fornecedora
de pélen foi plantada em trés datas, uma e duas semanas antes do plantio das

familias e no dia do plantio das mesmas. O cruzamento foi realizado na primeira
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espiga e a autofecundacgdo na segunda espiga. Esse procedimento foi realizado
empregando-se 0 método da hibridizagao artificial, que consiste em uma prévia
protecdo das espigas jovens com saco pléstico, antes da emisso dos estigmas.
Para os cruzamentos, foi coletado pélen de vdrias plantas da linhagem L512388,
o qual foi misturado formando bulks e distribuido sobre os estigmas das plantas.

Ao atingir a maturidade fisiol6gica, as espigas foram colhidas, secas e
debulhadas manualmente para evitar perdas. Em seguida, as sementes dos
cruzamentos foram selecionadas conforme o marcador morfolégico indicador de
haploidia R-navajo, ou seja, marcagdo roxa apenas no endosperma, indicando a
ocorréncia de possiveis sementes hapldides. Isso porque, nestas, apenas um
niicleo gamético do grio de pélen se fundiu com os dois micleos polares do
megdsporo, resultando em um endosperma tripléide € um embrido hapl6ide.

A marcagio roxa no endosperma e no embrido das sementes indica que
os dois nicleos gaméticos do grio de pélen conseguiram se fundir com o
gametéfito feminino, resultando em um F, normal. Esse tipo de semente foi
descartado. As sementes das autofecundag¢Ges de cada espiga foram armazenadas
em cimera fria. Nas plantas em cujas espigas cruzadas foram identificados
individuos hapléides, a espiga autofecundada correspondente foi considerada
como possivel fonte tropical indutora de haploidia.

As sementes das espigas cruzadas selecionadas como possiveis
hapléides, utilizando-se o marcador morfol6gico R-navajo, foram plantadas no
campo, em uma disposi¢3o espacial de 20 cm entre plantas e 80 cm entre linhas.
A cada duas linhas de 20 cm por 80 cm, deixou-se um espago de 1,6 m. Esse
esquema foi utilizado para minimizar a competi¢do das plantas, para que as
menos vigorosas fossem favorecidas e também para facilitar a localizacdo de
provéveis hapléides no campo. As plantas que apresentaram menor vigor foram

identificadas como provdveis hapléides. O tecido foliar dessas plantas foi
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coletado aos 40 dias apés a gei‘minagio, congelado em nitrogénio liquido para

posterior andlise molecular, utilizando-se marcadores SSR.

2.2 Obtencgdo do DNA gendmico

A extragdo do DNA gendmico foi realizada utilizando-se o protocolo
descrito por Saghai-Maroof et al. (1984), com modificacdes. Para isso, 500 mg
de material vegetal foram moidos em nitrogénio liquido, até a obtengio de um
po fino. Esse p6 foi transferido para microtubos de 1,5 mL, nos quais foram
adicionados 600uL de tampao CTAB (2% (m/v) CTAB; 0,2 mM Tris-HCI pH
7,5; 1,4 mM NaCl; 0,02 mM EDTA pH 8,0 e 2% (v/v) p-mercaptoetanol). A
mistura foi mantida em banho-maria, a 65°C, por 1 hora, com homogeneizagoes
a cada 15 minutos. Posteriormente, foi realizada lavagem com mesmo volume
com solucdo de cloroférmio-octanol (24:1 v/v), com homogeneizagdes
constantes por 20 minutos. O material foi centrifugado a 16.000 x g, por 10
minutos e o sobrenadante transferido para novo microtubo, ao qual foram
adicionados 800 pL de isopropanol. Os microtubos foram mantidos a -20°C, por
60 minutos. Posteriormente, os microtubos foram novamente centrifugados a
16.000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
com 800 pL de etanol 70% (v/v) gelado. Os tubos foram novamente
centrifugados 4 mesma velocidade por cinco minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi seco em centrifuga a vdcuo, por 5 minutos e
ressuspenso em 100 pL de tampio TE contendo RNase A (10 mM Tris-HCI; 1
mM EDTA pH 8,0; 0,1ug/uL RNase A).

As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose 0,8% (m/v)
em tampao TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA pH 8,0), comparando-se
com um padrio de DNA de concentracdo conhecida. Posteriormente, foi
realizada a eletroforese a 100V, durante 1 hora, o gel foi incubado em solugdo de

brometo de etidio (1pg/mL), por 15 minutos, visualizado sob luz uitravioleta e
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fotografado no equipamento Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA). O DNA
estoque foi diluido em édgua ultrapura na concentragio de trabalho de 10 ng/uL e
armazenado a -20°C. }

A extracdo do DNA dos genitores também foi realizada segundo o
protocolo de Saghai-Maroof et al. (1984), como descrito acima. Foi coletado
material vegetal de seis plantas de cada genitor, tendo a extracdo sido realizada
em maior quantidade de tecido vegetal, 5 gramas. Os volumes foram ajustados a
quantidade de tecido foliar. Foram realizadas duas lavagens com solugcdo de

cloroférmio-octanol (24:1).

2.3 Marcadores SSR na identificacao de hapldides

Foram testados 20 marcadores SSR entre os genitores das familias (W23
¢ BRS1010) e a linhagem utilizada para o cruzamento L512388, com o objetivo
de selecionar aqueles polimérficos entre os genitores. Os 20 marcadores
utilizados haviam sido previamente selecionados por apresentarem polimorfismo
entre linhagens elite de milho tropical do programa de melhoramento genético
de milho da Embrapa Milho e Sorgo.

As reacoes de amplificagdo foram realizadas em um termociclador
modelo 9600 (Applied Biosystems®), em volume final de 10 pL, contendo 30 ng
de DNA, solucdo tampéo (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM KCI; 0,01% m/v
gelatina; 2,0 mM MgCl,); 125 pM de cada um dos dNTPs; 0,6 uM de cada
primer ¢ uma unidade da enzima Taq DNA polimerase. Os ciclos de PCR
consistiram de uma desnaturagio inicial a 95°C por dois minutos, nove ciclos de
94°C por 20 segundos, 68°C com redugio de 1°C a cada ciclo e 72°C por 20
segundos, seguidos de 25 ciclos de amplificagdo a 94°C por 20 segundos, 60°C
por 20 segundos e 72°C por 20 segundos. Finalmente, a reagio foi submetida a
um perfodo de extensdo a 72°C por cinco minutos. Os fragmentos amplificados

foram resolvidos em gel de poliacrilamida 10% (m/v) com eletroforese a 200V

27



por 2 horas. O gel foi corado em solucdo de prata, visualizado em luz
fluorescente e fotografado pelo Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA). Os géis
foram avaliados considerando-se o grau de polimorfismo dos alelos
amplificados, a qualidade da amplificagdo e, no caso de heterozigotos, a ndo
coincidéncia de bandas com o mesmo peso molecular entre os parentais. Os
marcadores selecionados nessa etapa foram utilizados nos testes de identificagio
de hapléides e os individuos que apresentaram somente alelos do genitor

masculino foram identificados como hapléides androgenéticos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

-

As seis familias avaliadas mostraram-se superiores a linhagem
temperada W23 quanto ao seu potencial agronémico, apresentando-se mais
resistentes ao ataque de pragas e doengas, espigas e graos maiores € em maior
nimero. Foram polinizadas, em média, 80 plantas dentro de cada familia. Em
algumas plantas, ndo foi possivel realizar a autofecundagdo, pois ndo houve
sincronia do pdlen com a emissdo dos estigmas da segunda espiga. Nessas
plantas e em plantas macho-estéreis, a polinizagdo foi realizada com poélen de
uma planta irm@ da mesma familia (SIB). Segundo Kermicle (1969), plantas que
apresentam macho-esterilidade podem conter o gene ig em homozigose
recessiva e normalmente sdo macho-estéreis.

A melhor sincronia no florescimento ocorreu quando a linhagem doadora
de pélen foi plantada duas semanas antes do plantio das familias. Belicuas
(2004) observou diferenca de 25 dias no florescimento entre a linhagem
temperada W23 e um hibrido simples comercial, nas condi¢des tropicais de
cultivo. Das plantas polinizadas, foram obtidas 115 plantas que possuiam
simultaneamente espigas autofecundadas e cruzadas com grdos vidveis. A
porcentagem de sementes identificadas por meio do marcador morfolégico R-
navajo como possiveis hapléides, ou seja, aquelas que apresentaram endosperma
roxo e embrido branco, variaram de 0% a 82%. A alta porcentagem de possiveis
sementes hapléides encontradas em algumas espigas ndo deve corresponder a
realidade. Segundo Kermicle (1969), a porcentagemn méxima nao deveria
ultrapassar 3%. Das 115 espigas cruzadas, foram selecionadas 64 que
apresentavam, simultaneamente, sementes bem desenvolvidas, boa expressdo do
marcador morfolégico R-navajo e as menores porcentagens de possiveis
hapléides (Tabela 1).
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TABELA 1. Porcentagem de sementes selecionadas como possiveis hapléides
pelo marcador morfolégico R-navajo indicador de haploidia
(endosperma roxo e embrido branco), em 64 espigas obtidas do
cruzamento de seis familias nas geracGes F, e F; com a linhagem
1.512388.

Genttipp Tl Possiveis p;:“::is Gendtipo  Too'  Possiveis % de
familisespign 5 haplsides P00 familiafespiga graos  Daplides l;": olbides
FAM 01/01 81 8 9,88 FAMO5/09 94 10 10,64
FAMO1/02 220 4 1.82 FAMOS5/10 135 4 2,96
FAMO1/03 48 24 50,00 FAM 05/11 86 1 12,79
FAMO01/04 120 3 2,50 FAMO7/01 259 40 1544
FAM 04/01 149 49 32,89 FAM07/02 131 14 10,69
FAMO04/02 50 13 26,00 FAMO07/03 291 18 6.19
FAM04/03 157 50 31,85 FAMO07/04 277 101 36,46
FAMO04/04 70 3l 4429 FAMO07/05 244 7 2.87
FAMO0405 178 53 29,78 FAM07/06 264 20 7,58
FAMO04/06 67 18 26.87 FAM 0707 192 35 18,23
FAMO04/07 152 35 23,03 FAM07/08 230 30 13,04
FAM04/08 260 127 48,85 FAM 08/01 83 20 24,10
FAM04/09 162 32 19,75 FAMO08/02 244 19 779
FAM04/10 93 49 52,69 FAM09/01 288 101 35,07
FAMO4/11 100 4 4,00 FAMO09/02 306 76 24,84
FAMO04/12 201 19 9,45 FAM09/03 268 8 2,99
FAMO4/13 153 29 18,95 FAMO09/04 368 32 8,70
FAMO04/14 62 29 46,17 FAM09/05 100 12 12,00
FAM 04/15 89 31 34,83 FAMO09/06 79 18 22,78
FAMO4/16 136 25 18,38 FAM09/07 154 30 19,48
FAMO417 111 1 991 FAM09/08 314 5 1,59
FAMO04/18 141 17 12,06 FAM09/09 299 93 31,10
FAMO04/19 224 9 4,02 FAMO09/10 104 18 17,31
FAMO04120 244 38 15,57 FAMO9/11 142 64 4507
FAM 05/01 46 15 32,61 FAMO09/12 286 9 3,15
FAMO05/02 182 37 20,33 FAMOY13 196 10 5.10
FAMO05/03 141 26 1844 FAMO9/14 177 33 18,64
FAMO05/04 211 37 17,54 FAMOY15 235 5 2,13
FAMO05/05 176 14 795 FAMO09/16 155 6 3,87
FAMO05/06 264 37 14,02 FAMO09/17 231 44 19,05
FAMO05/07 138 41 29,71 FAMO09/18 332 12 3.61
FAMO0508 172 66 38,37 FAMO09/19 163 19 11,66
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Como pode ser observado na Tabela 1, a porcentagem de possiveis
hapléides variou de 1,59% a 52,69%. Considerando as 6 familias, foram obtidas
1.905 sementes, classificadas como possiveis hapldides, as quais foram
plantadas no campo, onde se obteve um estande final de 1.630 plantas. Dessas,
foram identificadas 60 plantas provenientes de sementes poliembridnicas, sendo
a maioria dupla e algumas plantas com poliembrionia tripla. Segundo Kermicle
(1969), esta é uma caracteristica causada pelo efeito do gene ig, indicando sua
presenca. A presenga de plantas com poliembrionia sé foi observada nas familias
5, 8 ¢ 9 (Tabela 2).

Do total de 1.630 plantas cultivadas no campo originadas de sementes
identificadas como possiveis hapl6ides, foram selecionadas 74 plantas com
tamanho reduzido para serem submetidas a andlise molecular, utilizando dois
marcadores moleculares SSR que apresentaram polimorfismo entre os genitores.
Esta selegdo foi feita com base na informagdo de que plantas hapléides, em
geral, possuem porte reduzido em comparagio com plantas dipléides (Chase,
1964; Rotarenco, 2000; Belicuas et al., 2007).

3.1 Marcadores moleculares SSR na identificacio de hapléides

Dos 20 marcadores moleculares SSR testados entre os genitores, dois
foram selecionados por apresentarem polimorfismo e boa resolugdo entre os
mesmos. Um foi o marcador bnlg1828, localizado no cromossomo 8 e o outro
foi o marcador umc1002, localizado no cromossomo 6.

Entre as 74 plantas de porte reduzido analisadas com os marcadores
bnlg1828 e umc1002, foram identificadas 4 plantas hapléides com o marcador
bnlg1828, das quais 3 sdo apresentadas na Figura 2. Nenhum hapléide foi
identificado com o marcador umc1002 devido a baixa resolu¢do no gel quanto

testado entre os descendentes.
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TABELA 2. Niumero de plé.ntas poliembridnicas e nimero de plantas
selecionadas como provdveis hapléides no campo, por
apresentarem porte reduzido.

Genétipp  N°de  Neplantas N PHUS  Gegip,  Nege  Neplantas N plantas
familia/espiga plantas poliembridnicas rel:iouzi do familia/espiga plantas poliembridnicas rel:iou‘::io
FAM 01/01 08 0 0 FAM 05/09 08 0 0
FAM 01/02 04 0 0 FAM 05/10 02 0 1
FAM 01/03 24 0 1 FAM 05/11 09 0 0
FAM 01/04 02 0 1 FAM 07/01 38 0 0
FAM 04/01 45 0 1 FAM 07/02 06 0 0
FAM 04/02 08 0 0 FAM 07/03 17 0 2
FAM 04/03 44 0 0 FAM 07/04 98 0 4
FAM 04/04 30 0 1 FAM 07/05 03 0 0
FAM 04/05 41 0 2 FAM 07/06 05 0 0
FAM 04/06 16 0 4 FAM 07/07 35 0 1
FAM 04/07 31 0 2 FAM 07/08 27 0 1
FAM 04/08 11 0 6 FAM 08/01 19 1 2
FAM 04/09 26 0 1 FAM 08/02 17 0 0
FAM 04/10 44 0 0 FAM 09/01 71 6 6
FAM 04/11 03 0 0 FAM 09/02 66 10 4
FAM 04/12 16 0 0 FAM 09/03 06 1 1
FAM 04/13 23 0 2 FAM 09/04 28 2 0
FAM 04/14 24 0 0 FAM 09/05 1 0 2
FAM 04/15 26 0 3 FAM 09/06 18 2 2
FAM 04/16 20 0 1] FAM 09/07 26 0 1
FAM 04/17 08 0 0 FAM 09/08 04 | 0
FAM 04/18 17 0 1 FAM 09/09 88 11 5
FAM 04/19 03 0 0 FAM 09/10 15 2 0
FAM 04/20 35 0 0 FAM 09/11 45 2 1
FAM 05/01 11 1 1 FAM 09/12 9 2 0
FAM 05/02 30 3 1 FAM 09/13 09 0 0
FAM 05/03 26 0 1 FAM 09/14 25 1 1
FAM 05/04 36 4 0 FAM 09/15 04 1 1
FAM 05/05 14 0 1 FAM 09/16 05 0 1
FAM 05/06 27 2 3 FAM 09/17 41 5 1
FAM 05/07 37 0 1 FAM 09/18 10 0 1
FAM 05/08 60 1 1 FAM 09/19 15 2 2
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FIGURA 2. Perfil molecular de individuos descendentes do cruzamento das
familias nas geracoes F, e Fy (H x W23) @ com a linhagem
1.512388 (L) &. Canaletas: 8, 12 e 24 sio individuos identificados
como hapléides androgenéticos, pelo marcador molecular SSR
bnlg1828.

Como pode ser observado na Figura 2, somente as plantas nas canaletas
8, 12 e 24 apresentam o perfil" molecular da linhagem 1.512388 (Canaleta L),
portanto, sdo hapldides androgenéticos. As demais canaletas apresentam perfil
molecular padrao dos cruzamentos entre os genitores.

As plantas hapléides foram identificadas somente em espigas da familia
9. sendo duas provenientes da espiga 1, na qual seis sementes apresentaram
poliembrionia quando plantadas no campo (Tabela 2). Os outros dois hapléides
foram identificados nas espigas 15 e 17, como pode ser observado na Tabela 2.
Também, nas duas espigas foi observada presenca de plantas poliembridnicas,
sugerindo uma possivel correlacido positiva entre a poliembrionia e a presenca
do gene gametdfito indeterminado (ig). Entretanto, Kindiger & Hamann (1993)
afirmaram que, por meio da selegio para linhagens com baixos niveis de
poliembrionia, ocorreu um acréscimo da freqiiéncia global de hapléides
androgenéticos gerados, mostrando haver uma incompatibilidade entre
poliembrionia e inducdo de haploidia, sendo as duas caracteristicas controladas

pelo gene ig.
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A freqiiéncia de indugﬁb nas espigas da famflia 9, considerando o total
de sementes de cada espiga, foi de 0,6% para a espiga 1 e 0,4% para as espigas
15 e 17. Esses valores sdo menores do que aqueles encontrados por Kermicle
(1969) e Belicuas et al. (2007), os quais obtiveram valores variando entre 1% a
3% de haplé6ides, utilizando a linhagem W23. Segundo Kermicle (1969), a
indugdo de hapléides androgenéticos é maior quando o gene ig se encontra em
homozigose recessiva. Assim, considerando que o background genético
utilizado pode também ser um fator limitante no processo de indugdo e que o
gene ig nessas familias F, e F; ndo estdi em homozigose recessiva, as baixas
taxas de indugio podem ser devido a estes fatores.

Entre as 74 plantas de porte reduzido analisadas, cinco eram
provenientes de plantas poliembridnicas. No entanto, nenhuma foi identificada
como hapléide androgenético pelos dois marcadores moleculares SSR
utilizados. Estes resultados corroboram com aqueles encontrados por Belicuas et
al. (2007) que também ndo identificaram hapl6éides em plantas derivadas de
sementes poliembridnicas. Kermicle (1969) relata que, ao contrdrio das
angiospermas, os individuos provenientes de sementes poliembridnicas em
milho ndo estdo associadas a ocorréncia de hapléides.

A selegdo das sementes identificadas como possiveis hapléides pelo
marcador morfolégico R-navajo ndo foi precisa. Das 1.905 sementes
selecionadas como possiveis hapl6ides, somente quatro foram confirmadas
como hapl6ides androgenéticos por meio do uso do marcador molecular
bnlg1828. Analisando-se as porcentagens das sementes classificadas como
possiveis hapléides pelo marcador morfol6gico R-navajo nas trés espigas em
que foram identificados os verdadeiros hapléides que foram de 2,1%, 19% e
35% (Tabela 1), a porcentagem de 2,1% pode ser considerada dentro do

esperado, o que ndo é verdade para as outras duas.
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Todas as plantas identificadas como hapldides apresentaram-se como
miniaturas das plantas F; normais (Figura 3), fato este também observado por
Belicuas et al. (2007) e por Rotarenco (2000) em um trabalho comparativo entre
caracteristicas de milho hapléides e dipléides. Também foi verificado que
plantas de pequeno porte, que aparentemente poderiam ser classificadas como
hapléides, nio sdo necessariamente hapldides, resultado este também observado
por Belicuas et al. (2007). Observou-se, alguns dias antes do florescimento, que
muitas plantas que apresentaram porte reduzido, classificadas inicialmente como
provdveis hapléides, jd haviam atingido porte e desenvolvimento semelhantes

aos das plantas F; normais.

FIGURA 3. Planta hapléide androgenética obtida do cruzamento de uma familia
F; § e da linhagem L512388 . EMBRAPA, Sete Lagoas, MG,
fevereiro de 2008.
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4 CONCLUSOES

O gene indutor ig e marcador RI-nj foram transferidos para trés
genétipos tropicais, induzindo uma taxa de 04% a 0,6% de haplGides
androgenéticos no cruzamento com a linhagem tropical L512388.

Todas as plantas identificadas como hapldides apresentaram porte
reduzido. No entanto, algumas plantas dipléides heterozigéticas também
apresentaram a mesma caracteristica.

O sistema de identificacdo de hapl6ides por meio de marcadores
morfolégicos ndo se mostrou preciso.

O marcador molecular bnlg1828 foi eficiente na identificacdo de

hapléides androgenéticos.
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CAPITULO 2

INDUCAO DE HAPLOIDES ANDROGENETICOS EM MILHO
TROPICAL
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RESUMO

RABEL, M. Indugdo de hapléides androgenéticos em milho tropical. In:
Hapléides androgenéticos em milho tropical. 2008. Cap.2, p. 39-55
Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.”

Na busca de novas alternativas para a obtengdo de linhagens
endogdmicas, foi conduzido o presente trabalho, com o objetivo de verificar a
capacidade de indugdo de haploidia da linhagem temperada W23 em
cruzamentos com as linhagens elite 1.228-3, L2842, L3, L37, 1420, L514040,
L57, L64, 98CIM-2-46, TR6DM-25 e com o hibrido simples comercial
BRS1010. As sementes obtidas de cinco espigas de cada cruzamento foram
separadas conforme o marcador morfolégico indicador de haploidia R-navajo
(endosperma roxo e embrido branco) e germinadas em condiges controladas.
As plantulas que apresentaram coledptilo verde foram selecionadas como
provdveis hapléides e avaliadas com marcadores moleculares microssatélites
(SSR) previamente selecionados como polimérficos, entre os genitores. Nos
cruzamentos realizados com as linhagens L2841, L37, L57, 98-CIM-2-46 ¢
TR6DM-25, o gene RI-nj ndo expressou colora¢do no endosperma € nem no
embrido. Nos outros cruzamentos, foi constatada colorag@o resultante da agdo do
gene RI-nj, na maioria das sementes. A presenca de individuos hapléides foi
confirmada somente no cruzamento realizado com a linhagem L57, por meio do
marcador molecular SSR phi026. Os marcadores morfolégicos R-navajo e a
coloragdo verde do coleéptilo nao foram eficientes na identificagdo precisa dos
individuos hapléides. A taxa reduzida de hapl6ides obtida pode estar relacionada
com a baixa fregiiéncia do gene ig na linhagem indutora W23.

* Comité Orientador: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo (Orientador)
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ABSTRACT

RABEL, M. Androgenetic haploid induction in tropical maize. In: .
Androgenetic haploids in tropical maize. 2008. Cap.2, p.39-55. Dissertation
(Master in Vegetal Biotechnology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG."

While searching for new alternatives to obtain homozygous inbred lines
the present work was conducted with the objective to verify the haploid inducing
capacity of the W23 temperate inbred lines in crossings with the L.228-3, L3,
L37, L420, L514040, L57, L64, 98CIM-2-46, TR6DM-25 elite inbred lines and
simple maize commercial hybrid BRS1010. The resulting seeds from five ears in
each cross were selected according to the R-navajo morphological marker
haploid indicator (purple-colored endosperm and white embryo) and germinated
under controlled conditions. The seedlings that presented green-colored
coleoptiles were selected as putative haploids and evaluated with SSR
microsatellite molecular markers, previously selected as polymorphic among
crossing parents. In the crosses made with the L2841, L37, L57, 98CIM-2-46
and TR6DM-25, the RI-nj gene did not express its purple pigmentation neither
in the endosperm nor in the embryo. There was resulting coloring from the
action of the RI-nj gene in most seeds of the other crosses. The presence of
haploid individuals was confirmed through the SSR phi026 molecular marker
only in the cross made with the L57 inbred line. The R-navajo morphological
expression and the green color in the coleoptile markers were not effective in the
precize identification of haploid individuals. The reduced haploid level obtained
may be linked to the low frequency of the ig gene in the W23 inducing inbred
line.

* Adviser: Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo
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1 INTRODUCAO

Uma alternativa para acelerar o processo de obtengdo de linhagens
endogimicas na cultura do milho € o uso da tecnologia de haplé6ides duplicados
(duplo-hapléides). Essa técnica permite a obtengdo de linhagens instantineas
ap6s o cruzamento de um hibrido ou variedade com uma linhagem indutora de
haploidia. Além do ganho de tempo, outra vantagem significativa é a utilizaggo
de menor 4rea experimental nos campos de melhoramento e, consegiientemente,
economia de recursos. Com a utilizagdo desta tecnologia € possivel garantir a
pureza genética das linhagens desenvolvidas, uma vez que todas as plantas
geradas sdo obtidas de uma tinica semente hapléide duplicada (linha pura), o que
proporciona um ganho na qualidade das avaliacGes iniciais dos hibridos.

A linhagem temperada indutora de haploidia Wisconsin-23 (W23),
desenvolvida pela Universidade de Wisconsin, é portadora de uma mutagéo
espontinea conhecida como gametSfito indeterminado (ig) e também do
marcador morfolégico dominante, sistema R-navajo (RI-nj), descrito por Nanda
& Chase (1966). De acordo com Kermicle (1969), essa linhagem gera haplé6ides
de origem paterna, ou seja, androgenéticos, podendo induzir de 1% a 3%,
dependendo do background genético a que é submetida. Outro efeito causado
pela agdo do gene ig € a presenca de sementes defeituosas e algumas sementes
poliembridnicas. Este mesmo autor também descreveu que as plantas que
contém o gene ig em homozigose recessiva normalmente sdo macho-estéreis.

Para a identificacdo prévia dos hapléides, é utilizado o marcador R-
navajo. Este promove a pigmenta¢do com antocianina no endosperma € no
embrido das sementes dipléides, enquanto as hapléides apresentam pigmentagdo
somente no endosperma, ficando com o embrido branco. Entretanto, esse

marcador é fortemente influenciado pelo ambiente, fazendo com que o uso de
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marcadores moleculares microssatélites (SSR) constitua-se em uma valiosa
ferramenta para a exata identificacdo de hapldides, conforme demonstrado em
trabalho realizado por Belicuas et al. (2007). Como reportado por estes autores,
a linhagem W23 induz hapléides androgenéticos nas condigdes tropicais de
cultivo, mas ela é susceptivel ao ataque de doengas, mostrando sensibilidade ao
calor e ao fotoperiodo.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a
capacidade de inducdo de haploidia da linhagem temperada W23, em

cruzamentos com genoétipos tropicais.

43



BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

A linhagem temperada indutora de haploidia W23 foi cruzada com 10
linhagens elites, L228-3, 12841, 1420, L514040 (endosperma tipo dentado) e
L3, L37, L57, L64, 98-CIM-2-46 ¢ TR6DM-25 (endosperma tipo duro) e com
hibrido simples comercial BRS1010 (endosperma tipo semi-duro), pertencentes
ao programa de melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo. Esses
genétipos foram selecionados dentro de um universo de 36 linhagens e 4
hibridos comerciais. Os critérios de selecio foram baseados no potencial
agrondmico e na coloracdo do coledptilo das plantulas obtidas de sementes
germinadas em condi¢@es controladas.

Para determinar o tipo de coloragio do coleéptilo, cingiienta sementes de
cada genétipo foram submetidas a um processo de germinagcdo em papel
germitest umedecido, por um periodo de trés dias, 4 temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, de acordo com normas do
Ministério da Agricultura (Brasil, 1992). As linhagens e os hibridos que
apresentaram coledptilo verde (Figura 4A) foram selecionados para os
cruzamentos e os que apresentaram coledptilo roxo (Figura 4B) n3o foram
selecionados. Dez linhagens e um hibrido apresentaram coloracdo verde no
coleéptilo. O objetivo, ao utilizar somente parentais masculinos que
apresentavam coleéptilo verde, foi o de possibilitar 0 uso desta técnica para

identificar falsos hapléides selecionados pelo marcador morfolégico R-navajo.



FIGURA 4. (A) semente/plantula da linhagem L514040 selecionada para o
cruzamento por apresentar coledptilo verde. (B) semente/plantula
da linhagem 1512388 ndo selecionada por apresentar coleéptilo
roxo.

Os gendtipos fornecedores de pdlen, utilizados para os cruzamentos,
foram plantados 12, 16 e 20 dias antes do plantio da linhagem indutora W23,
para facilitar a sincronia dos cruzamentos. A linhagem W23 ¢ muito precoce em
condicdes tropicais de cultivo, conforme relatado por Belicuas (2004). Cada
genotipo utilizado para os cruzamentos foi plantado em linhas de cinco metros,
com espagamento de 20 cm entre plantas e 80 cm entre linhas. A linhagem W23
foi plantada com espacamento de 25 cm entre plantas e 80 cm entre linhas, num
total de 150 plantas por linha.

As espigas obtidas dos cruzamentos foram colhidas, secas e debulhadas
individualmente. Foram selecionadas cinco espigas de cada cruzamento e as
sementes dessas, que foram identificadas pelo marcador morfolégico R-navajo
como possiveis sementes hapldides, foram separadas e germinadas em papel
germitest, conforme descrito anteriormente. Nos cruzamentos em cujas espigas
ndo foi observada nenhuma semente com marcagiio no endosperma e nem no
embrido, foram separadas 100 sementes de cada espiga para serem germinadas.
Como o niimero de possiveis hapldides (endosperma roxo e embrido branco) é
muito grande em alguns cruzamentos, indicando que o marcador morfolégico R-

navajo sofre influéncia do ambiente e do background genético do parental
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masculino, procurou-se diminuir o efeito genético do parental masculino,
descartando-se as linhagens cujas sementes, ao germinarem, apresentaram
coledptilo roxo. Apés a germinagdo no papel germitest, as plantulas que
apresentaram coloracdo verde no coleéptilo foram selecionadas como proviveis
hapléides, sendo transferidas para bandejas de isopor com 128 células contendo
substrato organico. Visando comprovar a haploidia das mesmas, o tecido foliar
foi coletado, dez dias apés a transferéncia, congelado em nitrogénio liquido e,
posteriormente, submetido a andlise molecular com marcadores SSR
previamente selecionados como polimérficos entre os diferentes parentais. Das
plantulas provenientes dos cruzamentos que ndo expressaram marcagdo no
endosperma e nem no embrido, foram submetidos 2 anélise molecular até 50

individuos, selecionados por possuirem coledptilo verde.

2.2 Marcadores SSR na identificac@o de hapléides

A extragdo do DNA gen6mico foi realizada conforme o protocolo
descrito por Saghai-Maroof et al. (1984). Para a identificacdo de marcadores
moleculares polimérficos entre os parentais, foram avaliados 52 primers SSR.
As etapas de amplificacdo e de visualizagdo obedeceram aos mesmos critérios

citados no capftulo 1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como discutido no capitulo 1, a linhagem temperada indutora de
haploidia W23 apresentou-se pouco adaptada as condigdes tropicais de cultivo,
mostrando-se susceptivel ao ataque de pragas e doengas, sensivel ao calor e ao
fotoperiodo. O mesmo foi constatado por Belicuas (2004), utilizando esta
mesma linhagem na indugdo de hapléides em condigdes tropicais.

A melhor sincronia no florescimento ocorreu quando 0s genétipos
fornecedores de p6len foram plantados 16 dias antes do plantio da linhagem
indutora W23. Foram cruzadas 80 plantas da linhagem W23 com cada um dos
gendtipos, obtendo-se o total de 498 espigas vidveis.

Nos cruzamentos realizados com as linhagens 12841, L37, L57, 98-
CIM-2-46 e TR6-DM-25, o marcador morfolégico R-navajo ndo foi expresso no
embrido e nem no endosperma das sementes (Tabela 3). A linhagem L2841
possui endosperma do tipo dentado e as demais possuem endosperma do tipo
duro. Segundo Coe (1994), os graos de milho com endosperma do tipo duro
possuem alguns genes dominantes, CI-I, C2-1df e In1-D, que inibem a sintese de
antocianina, mascarando a expressdo do marcador morfolégico R-navajo.
Contudo, Eder & Chalyk (2002), trabalhando com a inducdo de hapléides
maternos, constataram que a expressdo do gene R/-nj em embrides de grios tipo
duro foi maior do que em grdos do tipo dentado e do que em hibridos
provenientes de genétipos com grios dos tipos duro e dentado.

Como pode ser observado na Tabela 3, as espigas obtidas dos
cruzamentos em que ndo foi observada nenhuma expressdo do marcador
morfol6gico R-navajo, apresentaram bom desenvolvimento, nimero grande de
sementes e a presenca de sementes defeituosas e sementes com poliembrionia

visivel.
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TABELA 3. Cruzamento nos quais o marcador morfolégico R-navajo nio foi
expresso no endosperma e nem no embrido das sementes. Média do
nimero de sementes de 5 espigas e porcentagem de sementes
defeituosas e poliembri6nicas.

Cruzamentos “mestes®____detetaosas poliembribucas
W23 x L2841 2954 4,0 3,0
W23 x L37 3184 52 43
W23 x L57 321 43 36
W23 x 98-CIM-2-46 3394 44 4,1
W23 x TR6DM-25 263.2 4.3 2,2

Segundo Kermicle (1969), sob acdo do gene ig, as espigas apresentam
sementes com cerca de 6% de poliembrionia. Outra observagio feita pelo autor é
a de que metade das sementes de uma espiga provenientes de plantas que
contém o gene ig em homozigose recessiva sdo defeituosas e um quarto das
sementes de uma espiga proveniente de uma planta que apresenta o gene ig em
heterozigose também sdo defeituosas. Assim, os resultados apresentados na
Tabela 3 indicam uma possivel presenca do gene ig.

Nos cruzamentos realizados com as linhagens L228-3, L3, LA420,
L514040, L64 e o hibrido simples BRS1010, foi constatada a expressao do gene
RI-nj. A porcentagem média de possiveis hapldides nesses cruzamentos variou
de 18,0% a 60,1% (Tabela 4). Também foi observada alta porcentagem de
sementes sem marcacao, variando de 1,9% a 53,8%. Uma parte das sementes
sem marcagdo apresentou tamanho reduzido, o que pode ser atribuido a ndo
adaptagdo da linhagem W23 as condigGes tropicais de cultivo. Muitas plantas
dessa linhagem apresentaram doencas de final de ciclo, morrendo antes de
encher completamente os grios, prejudicando o desenvolvimento das espigas,
produzindo sementes pequenas e sem marcacdo, principalmente na ponta das

mesmas.
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TABELA 4. Cruzamento nos quais o marcador morfolégico R-navajo foi
expresso. Total de sementes de 5 espigas e porcentagem de
sementes sem marca¢cdo no endosperma e no embrido e de
possiveis hapléides.

Cruzamentos Total Sementes sem Posswens %o sementes sem % possiveis
sementes marcag¢io hapléides marcagiao hapléides
W23 x L228-3 1352 105 ! 7.8 570
W23xL3 782 421 141 538 18,0
W23 x L420 479 9 288 1,9 60,1
W23 x L514040 1297 53 402 4,1 310
W23 x L64 1422 4 491 3,1 345
W23 x BRS1010 757 191 193 25,2 255

No entanto, também foi observado, nas espigas desses cruzamentos, que
algumas sementes sem nenhuma marcagdo fenotipica eram visualmente bem
desenvolvidas e vigorosas. Uma explicagdo para estes resultados € que, além do
efeito ambiental e do background genético, pode ter ocorrido uma interag@o do
genétipo com o ambiente, interferindo na express@o do gene R/-nj em algumas
sementes. Descartou-se a hipétese de ter ocorrido a fertilizagdo por pélen ndo
controlado, pois, neste caso, o nimero de sementes seria menor.

Nos cruzamentos em que o marcador morfolégico R-navajo foi expresso,
as sementes selecionadas como possiveis hapléides por este marcador foram
todas geminadas no papel germitest. Considerando todos os cruzamentos,
obteve-se 2.286 sementes identificadas como possiveis hapléides. Este alto
mimero de possiveis hapléides selecionados mais uma vez indica que o

marcador morfolégico R-navajo ndo se mostrou eficiente.
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3.1 Seleg@io de provaveis hapléides pela coloracio do coledptilo

Dos cruzamentos que ndo expressaram o marcador morfolégico R-
navajo (Tabela 3), foram germinadas, no papel germitest, 500 sementes por
cruzamento, 100 sementes de cada espiga, totalizando 2.500 sementes. A
porcentagem média de provéveis hapléides pela cor do coleéptilo variou de
2,6% a 27,8% (Tabela 5).

Nas sementes dos cruzamentos, selecionadas como possiveis hapléides
pelo marcador morfolégico R-navajo, a porcentagem de provéveis hapl6ides
selecionados, baseando-se na cor do coledptilo, variou de 0% a 3,6% (Tabela 6).

Pelos dados da Tabela 5, observa-se que a selecdo de possiveis
hapléides, realizada utilizando-se somente a cor do coleéptilo, variou de 2,6%,
no cruzamento W23 com a linhagem 98CIM-2-46 a 27,8%, no cruzamento com
a linhagem TR6DM-25. Embora a porcentagem de 2,6% esteja dentro dos
valores encontrados por Kermicle (1969) que obteve até 3% de hapléides, os
outros valores obtidos nos demais cruzamentos sdo considerados altos. Nos
cruzamentos nos quais se realizou uma sele¢do prévia das possiveis sementes
hapléides com o auxilio do marcador morfolégico R-navajo, a porcentagem de
provéveis hapldides pela cor do cole6ptilo aproximou-se do esperado para os
seis cruzamentos realizados (Tabela 6).

A selegdo de provéveis hapl6ides pela coloragdo do coledptilo foi de
dificil discriminagio, devido 2 baixa expressdo de antocianina no coledptilo das
plantulas, principalmente nas sementes nas quais o marcador R-navajo nio

apresentou nenhuma expressao.
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TABELA 5. Porcentagem de pi'ovéveis hapléides pela coloracdo do coleéptilo,
nos quais o marcador morfolégico nio foi expresso no endosperma
€ nem no embrido.

Cruzamentos N* sel.nentes N° provéve:is hapléides % de pro‘véveis hapléides
avaliadas coleédptilo verde coledptilo verde
W23 x L2841 500 123 24,6
W23 xL37 500 130 26
W23 x L57 500 46 9.2
W23 x 98-CiM-2-46 500 13 2,6
W23 x TR6DM-25 500 139 27,8

TABELA 6. Porcentagem de provédveis hapléides pelo marcador R-navajo
(endosperma roxo e embrido branco) e pela coloracdo do
coledptilo em cinco espigas dos cruzamentos, nos quais houve
expressdo do marcador morfolégico R-navajo.

Total N° possiveis N° provéveis % de po§siveis % de pr?véveis
Cruzamentos sementes hapldides hapléides hapléxd?s h?pléld&s

R-navajo coledptito verde R-navajo coledptilo verde
W23 x L228-3 1352 77 48 57,0 3,6
W23xL3 782 141 5 18,0 0,6
W23 x L420 479 288 15 60,1 3,1
W23 x L514040 1297 402 5 31,0 04
W23 x L64 1422 491 0 34,5 0,0
W23 x BRS1010 757 193 5 25,5 0,7

3.2 Marcadores moleculares SSR na identificacfio de hapldides

Na identificag@o de marcadores SSR polimérficos, especificos para cada
um dos cruzamentos, feita a partir de 52 primers SSR entre a linhagem W23
com as linhagens 1.228-3, L2841, L3, L37, L514040, L57, L64, 98CIM-2-46,
TR6DM-25 e o hibrido simples BRS1010, foram selecionados 8 marcadores
moleculares capazes de, individualmente, apresentar polimorfismo entre os
genitores (Tabela 7).
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TABELA 7. Cruzamentos entre a linhagem indutora de haploidia W23 versus 10
linhagens e um hibrido simples de milho tropical. Marcadores
moleculares SSR selecionados como polimérficos entre os
parentais. Nimero de possiveis hapldides selecionados pela
coloragdo do coledptilo e individuos hapl6ides confirmados pelos
marcadores moleculares SSR.

N° de provaveis

Cruzamento M“p:?ﬁgr?cisk hapldides olepio %ﬁ:’;ﬂiﬁfﬁs‘sﬁ
W23 x L2841 mmec0022 50 ?
W23 x 137 umc1016 50 0
W23 x L7 phi026 46 3
W23 x98-CIM-246  bnlgl8l1 13 ?
W23xTR6DM-25  balgl03! 50 0
W23 x L228-3 mmc008! a8 0
W23xL3 mme0081 5 0
W23 x L420 mme2109 15 0
W23 x L514040 bnlgl144 0
W23 x L64 umcl016 0
W23 x BRS1010 umc2109 5 ?

?— Baixa de resolugZo no gel.

Nos cruzamentos realizados com a linhagem L57, em que ndo houve
nenhuma expressdo do marcador morfolégico R-navajo, foram selecionadas 46
plantas como provéveis hapl6ides pela coloracdo do coledptilo (Tabela 7). Apés
serem genotipadas com o marcador molecular SSR phi026, trés plantas foram
confirmadas como hapldides. Essas trés plantas apresentavam bandas no gel que
coincidiam em tamanho apenas com o genitor masculino, ou seja, apresentavam
somente o alelo correspondente 2 linhagem L57, caracterizando-se assim como

um hapléide androgenético (Figura 5).
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FIGURA 5. Identificagiio de hapldides androgenéticos, realizada com individuos
descendentes do cruzamento entre a linhagem indutora de haploidia
W23 @ e a linhagem elite tropical L57 , utilizando o marcador
molecular SSR phi026.

A freqiiéncia de inducdo de haploidia para esse cruzamento foi de 0,6%,
considerando as 500 sementes iniciais, o que é considerado uma freqiiéncia
baixa, pois, segundo Kermicle (1969), o esperado seria uma freqiiéncia entre 1%
a 3% de hapléides androgenéticos. Esta pequena taxa de indugdo pode estar
relacionada com a baixa freqiiéncia do gene ig na linhagem indutora W23.
Belicuas (2004), trabalhando com a mesma linhagem indutora em condigdes
tropicais, obteve cerca de 1% de inducio.

Como pode ser observado na Tabela 7, para os cruzamentos (W23 x
L37, W23 x TR6DM-25, W23 x L228-3, W23 x L3, W23 x 1420 e W23 x
L514040), nao foi confirmada a presenca de nenhum hapléide pelos marcadores
moleculares SSR. Para os cruzamentos (W23 x L2841, W23 x 98-CIM-2-46 ¢
W23 x BRSI1010), os resultados das andlises moleculares utilizando os
marcadores SSR mmc0022, bnlgl811 e umc2109 ndo foram conclusivos, pelas

baixas resolugdes obtidas nos géis (Tabela 7).
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4 CONCLUSOES

A linhagem temperada W23 foi efetiva na indugdo de hapléides apenas
no cruzamento com a linhagem L57.

O gene marcador RI-nj ndo se expressou em todos os genétipos,
indicando que a expressdo do mesmo ¢ influenciada pelo background genético
do parental masculino.

A baixa taxa de indugdo de hapl6ides obtida pode estar relacionada com
uma baixa freqii€ncia do gene ig na linhagem indutora W23.

Os marcadores morfolégicos R-navajo e a coloragio verde do coleéptilo

néo foram eficientes na discriminagéo dos individuos hapléides.
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TABELA 1. Marcadores moleculares SSR utilizados neste trabalho com suas
respectivas seqiiéncias e localizagdo no genoma do milho.

Primers Bin Sequeéncia 5'-3' senso uencia 5'-3' anti-senso
phi097 1,01 TGCTTCACATTCAGTCACCGTCAG CCACGACAGATGATTACCGACC
bnlgl627 1,02 CGGACGGGGGTTATTAAAAT TGTGTTCGCAGAATCTCTCG
balgl76 1.03 AGTTCACGTCCAGCTGAATGACAG CGCGCATCGCATGCTTATCCTA
bnlgl82 1.03 AGACCATATTCCAGGCTTTACAG ACAACTAGCAGCAGCACAAGG
bnlgl811 1.04 ACACAAGCCGACCAAAAAAC GTAGTAGGAACGGGCGATGA
umc2025 1.05 CGCCGTAGTATTTGGTAGCAGAAG TCTACCGCTCCTTCGTCCAGTA
umc1035 1,06 CTGGCATGATCACGCTATGTATG TAACATCAGCAGGTTTGCTCATTC
umcl1013 1.08 TAATGTGTCCATACGGTGGTGG AGCTGGCTAGTCTCAGGCACTC
umcidl9 200 CTCATCACAACTAGCGCCACTCTA ATAGTGCAGAGGTCATCGTGGC
bnlg1092 201 TATTCTGGTCAAGTTGGGGC GCTTGATCTCCAATCCTTGC
balgl017 2,02 ATTGGAAGGATCTGCGTGAC CAGCTGGTGGACTGCATCTA
bnlg166 204 GCCAACGTTTCCAGCCTGA CTCCGTTTGCCCGAGTCC
bnlg180 205 CTAGAGCCTTCGTCGCAGAG AACGGCGGCGAGATAAAAT
bnlg198 208 GTTTGGTCTTGCTGAAAAATAAAA GCTGGAGGCCTACATTATTATCTC
umc2109 3,00 TGCACGCATTATTGTGTGTACTGA CCATGGCTTCACTAAAACATCTCC
bnlgl 144 3.02 TACTCGTCGTGTGGCGTTAG AGCCGAGGCTATCTAACGGT
umel012 3,04 TTCTTGCGGACCTCAAACTTGT CTCCATCACCACTCAGAATGTCA
mmc0022 305 AGGTGTTGTTTTTGTTCGCT TGCTTGTTTAAGCTCATTATT
mmc0081 3.053.10 TTACGGACAAGACGCTACTAC ATACGTTTCGGCCAATCTCCT
phi088 3.08 GATTGCGATAAGCATTGCGGCAGTT CTTCTGTTCCGCCATCCAGTATGT
Nec004 4,03 TGCGAAGAAGCAGTAGCAAA TGGAGGTAGAAGACGCACG
phi074 404 CCCAATTGCAACAACAATCCTTGGCA GTGGCTCAGTGATGGCAGAAACT
phi026 4,05 TAATTCCTCGCTCCCGGATTCAGC GTGCATGAGGGAGCAGCAGGTAGTG
MAG B0 4,06 TTCTTTAACTATTGGAAGCCCA GCGCAATATTCTCTCTATATTGAA
phi086 408 TACGTCGACGAGATCACTGGTC CCACCATGATGCACCCACACT
bnigl0s 5.02 GACCGCCCGGGACTGTAAGT AGGAAAGAAGGTGACGCGCTTTTC
bnlgl1208 5.04 GCTGTGATGGTGAGACGAGA GCAGGCACTACTAAAACCGC
phil28 5.07 TTGCTCGGTATGAAGAAAATAGTCTTTCC ATCTTGCAACTAGACTGAGGCAACCA
phil2 6 TCCTGCTTATTGCTTTCGTCAT GAGCTTGCATATTICTTGTGGACA
umc1002 6 AGCTAGCTATACACCGCCAGG TCAGTTTGGAACAGGGAAAAGTA
brigl6t 6 GCTTTCGTCATACACACACATTCA ATGGAGCATGAGCTTGCATATTT
brig215} 6,02 GGAAGCTCAGGGCTCCTAAT TTAGCTGGCATGCATCATTT
umcl014 6,04 GAAAGTCGATCGAGAGACCCTG CCCTCTCTTCACCCCTTCCTT
Nc010 6,04 TGAGCTGACGACGAGCAG CATTATCTGTTCGGCCCG
mmc0241 6.05 TATATCCGTGCATTTACGTTT CATCGCTTGTCTGTCGA
phi089 6,08 GAATTGGGAACCAGACCACCCAA ATTTCCATGGACCATGCCTCGTG
balg2132 7 GGCGAGAGAGGCAAAGTTAA GTCGCACAAGGGGATCAC
umc1016 7.02 GTGATACCGGGTAATCTGGTGC GATGATGGGTGATCATCGGTTC
balgl022 702 GTGTTGTCGATCCACTCCCT GCAAAGATCTGTGAGGGGAC
Mac.EO1F07 7.04 TCGTTCGGTCCATGAAAT CAAATATCTCTCATCTTTGCTGAC
phi082 7.05 CACAGCACAGGCAGTTCG CGCGGCAAAAGATCTTGAACACCT
phi420701 8,00 GATGTTTCAAAACCACCCAGA ATGGCACGAATAGCAACAGG
umc2004 8,02 TTCTTGGTGAGCCACTATTATTGC AGGCGCTCAGCACTACTACACAT
phills 8,03 GCTCCGTGTTTCGCCTGAA ACCATCACCTGAATCCATCACA
phi014 8,05 AGATGACCAGGGCCGTCAACGAC CCAGCTTCACCAGCTTGCTCTTCGTG
bnigl031 8.06 AATCGGTGAGGCTTCACAAC ATGCCTACCTACCACCATGC
bnlg1828 8.07 TTGTGTACGATGCGATCGAT RACAACGGACAGGAACAGGAC
umcl005 8,08 TTTGATCACAGACTTATCCCTGTT CTAATGACGAACCCCTAAAAGGT
ume1032 8,08 ACATTAGTTGCGTCCTTACCGAAG GAAGCGACCATAACATGTGAGAGA
umc1279 9.00 GATGAGCTTGACGACGCCTG CAATCCAATCCGTTGCAGGTC
phi065 903 AGGGACAAATACGTGGAGACACAG CGATCTGCACAAAGTGGAGTAGTC
phi016 9.04 TTCCATCATTGATCCGGGTGTCG AAGGAGCAACATCCCATCCAGGAA
balg292 9,06 TGGTAGGACCTTACAATGGGA CGGGAGTACTGCTACACACGA
phill? 10,00 ATCGGATCGGCTGCCGTCAAA AGACACGACGGTGTGTCCATC
phi063 1002 GGCGGCGGTGCTGGTAG CAGCTAGCCGCTAGATATACGCT
phi0S0 1003 TAACATGCCAGACACATACGGACAG ATGGCTCTAGCGAAGCGTAGAG
phi0s4 10,04 AGAAGGAATCCGATCCATCCAAGC CACCCGTACTTGAGGAAAACCC
bnlg594 10.06 CGTGCAAGCAGTCCTCCCAG CTCCCTGATGATGAGCTAGAAAGG
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