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RESUMO

A colchicina é uma substancia amplamente utilizada e eficaz para a duplicagao
cromossOmica de haploides e obtenc&do de linhagens de milho, porém € altamente
toxica ao ser humano e meio ambiente, exigindo cuidados extremos no manuseio e
descarte. Assim, é importante identificar substancias alternativas em substituicdo ao
uso da colchicina, que oferecam menores riscos e que apresentem eficacia
semelhante. Outra alternativa seria a identificacdo de populagbes doadoras com
elevadas taxas de duplicacao espontanea. Um dos fatores mais importantes para o
sucesso da produgao de linhagens duplo haploides é o uso de indutores de haploidia
adaptados e com altas taxas de indugéo. Dessa forma, os objetivos foram: determinar
a eficacia do uso de solu¢cdes de pronamide e Amiprofos methyl (APM), em
substituicdo a cochicina, na duplicacdo cromossdmica via imersao de raizes de
plantulas; identificar o potencial de duplicacdo cromossOmica espontanea de
populagdes de milho branco tropical; comparar as taxas de indugao a haploidia de trés
linhagens indutoras tropicalizadas desenvolvidas pelo Centro internacional de
Melhoramento de Milho e Trigo (CIM2GTAIL-P1, CIM2GTAIL-P2 e CIM2GTAIL-P3) e
suas trés combinagdes hibridas em cruzamento com milho branco tropical. Oito
populagdes de milho branco foram polinizadas por estes seis gendtipos indutores
gimnogenéticos. As sementes F1’s foram classificadas em haploides e diploides, pela
expressao do gene R1-nj, e estimadas as taxas de inducéo a haploidia. As sementes
haploides putativas (SHP), de cada populagdo, foram semeadas em bandejas
contendo substrato turfa sphagnum. As plantulas haploides foram conduzidas ao
estadio V2, quando tiveram suas raizes lavadas em agua corrente e imersas em
diferentes solugdes, constituindo quatro tratamentos de duplicacdo cromossémica:
apenas agua filtrada, como controle negativo; colchicina; pronamide;
APM+pronamide. Durante o experimento foram contabilizados os numeros de SHP’s
utilizados; sementes germinadas; plantulas submetidas aos tratamentos; plantulas
tratadas e transplantadas para vasos; plantas Do sobreviventes até a fase de
polinizacdo; plantas Do polinizadas; plantas Do que produziram sementes D1; plantas
macho-estéreis. Estas contagens foram utilizadas para estimar as taxas de
autofecundacao, eficiéncia da autofecundacao, sobrevivéncia, reproducéo e sucesso
geral. Para analise da quantidade de sementes oriundas de plantas férteis Do, as
espigas com sementes D1 foram categorizadas em cinco classes de acordo com o
numero de sementes por espiga. A combinacgao hibrida CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-
P2 apresentou maior taxa de inducdo média para as populagdes de milho branco
tropical utilizadas, superando o desempenho das linhagens per-se. As populagdes
estudadas apresentaram taxas duplicacédo cromossémica espontanea entre 7,9% a
38,3%. Em média o sucesso do tratamento APM+pronamide nao diferiu da colchicina
e é apresenta como alternativa eficaz na produgao de linhagens duplo haploides em
milho branco tropical.

Palavras-chave: Zea mays; amiprofos metil, indutores de haploidia; pronamide;

duplicagao espontanea
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ABSTRACT

Colchicine is a widely used and effective substance for haploid chromosome doubling
and obtaining corn lines, however it is highly toxic to humans and the environment,
requiring extreme care and disposal. Therefore, it is important to identify sources of
replacement for the use of colchicine, which offer lower risks and have similar efficacy.
Another alternative would be to identify donor populations with high rates of
spontaneous chromosome doubling. One of the most important factors for the
successful production of double haploid lines is the use of adapted haploidy inducers
with high induction rates. Thus, the objectives were: to determine the effectiveness of
using pronamide and Amiprofos methyl (APM) solutions, replacing cochicine, in
chromosomal doubling via immersion of plant roots; identify the potential for
spontaneous chromosomal duplication of tropical white maize populations; compare
the induction rates of three tropicalized inducing lines developed by the International
Maize and Wheat Improvement Center (CIM2GTAIL-P1, CIM2GTAIL-P2 and
CIM2GTAIL-P3) and their tree hybrids in tropical white corn. Eight populations of white
corn were pollinated by these six gyminogenic inducing genotypes. The seeds of F1
ears were complex into haploids and diploids, based on the expression of the R71-nj
gene, and estimated as haploidy induction rates. The putative haploid seeds (SHP)
from each population were sown in trays containing sphagnum peat substrate. The
haploid seedlings were grown to the V2 stage, when their roots were washed in running
water and immersed in different solutions, constituting four chromosome duplication
treatments: only tap water, as a negative control; colchicine; pronamide;
APM-+pronamide. During the experiment were counted the number of SHP’s used;
germinated seeds; plans submitted to treatments; plants treated and transplanted into
pots; Do plants surviving until the pollination phase; pollinated Do plants; Do plants that
produced D1 seeds; male-sterile plants. These counts were used to estimate rates of
self-polination, self-pollination efficiency, survival, reproduction, and overall success.
To analyze the quantity of seeds from fertile Do plants, ears with D1 seeds were
categorized into classes according to the ear number of seeds. The hybrid combination
CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P2 presented a higher average induction rate for the
tropical white corn population, surpassing the performance of the per-se lines. The
sciences studied presented chromosomal doubling rates found between 7.9% and
38.3%. On average, the success of APM+pronamide treatment does not differ from
colchicine and is an effective alternative in the production of double haploid lines in
tropical white corn.

Keywords: Zea mays; amiprophos metyl, haploid inducers; pronamide; spontaneous

doubling



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APM Amiprofos methyl

CIM2GTAIL segunda geragao de linhagens indutoras adaptadas ao clima tropical
CIMMYT Centro Internacional de Melhoramento Milho e Trigo
DH duplo haploide

EA eficiéncia de autofecundacgao

FAZESC Fazenda Escola da Uel
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P1 CIM2GTAIL-P1

P2 CIM2GTAIL-P2

P3 CIM2GTAIL-P3

QTL Quantitative Trait Loci

SHP Sementes haploide putativas

TA Taxa de Autofecundacéao

TI taxa de inducéao

TIR taxa de inducéo real

TR Taxa de reproducéao

TS Taxa de sobrevivencia

TSG Taxa de sucesso geral
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1.INTRODUGAO GERAL

O milho branco é um tipo especial de milho utilizado na alimentagdo humana,
principalmente na forma de canjica e na substituigdo total ou parcial do trigo na
composicao de farinhas. O cultivo do milho branco pode ser uma opg¢ao para aumentar
a renda de agricultores familiares, pois apresenta um maior valor agregado que o
milho comum, mas seu cultivo é especifico em algumas regides produtoras, préximas
a industrias de beneficiamento. Poucos programas de melhoramento possuem foco
no milho branco, resultando em um baixo numero de cultivares disponiveis no
mercado, que sao em sua maioria hibridos de linhagens.

No método tradicional de obtengao de linhagens para sintese de hibridos sédo
necessarios de seis a oito ciclos de autofecundagao para gerar individuos com alto
grau de homozigose. Com o surgimento da tecnologia duplo haploide (DH), linhagens
completamente homozigdticas sao obtidas com dois a trés ciclos, aumentando a
velocidade de produgao de linhagens em programas de melhoramento de milho.
Contudo, ainda existe uma escassez de publicagdes envolvendo a utilizagdo dessa
tecnologia em milho branco tropical.

O crescente uso da tecnologia DH resultou pesquisas que visam aumentar o
sucesso das diferentes etapas da produgao de linhagens DH, sendo estas a indugéo
a haploidia, identificagdo de sementes haploides putativas (SHP’s), duplicagéo
cromossomica e a multiplicacdo de sementes duplo haploides (DH’s).

A indugdo a haploidia em milho é realizada empregando principalmente
indutores gimnogenéticos, com taxas de indugéo acima de 8%. O aumento na taxa de
inducao é fundamental para elevar a eficacia na produgéo de linhagens DH’s. A maior
parte dos indutores com altas taxas de indugdo sao adaptados a regides de clima
temperado. Porém, o Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo
(CIMMYT) desenvolveu linhagens indutoras adaptadas ao clima tropical e com altas
taxas de inducéo a haploidia. Contudo, ainda ha a necessidade de estudos sobre o
desempenho destes indutores em cruzamento com germoplasma tropical de milho e
nas diferentes condi¢des climaticas do Brasil.

O processo de duplicacdo cromossémica € necessario para restaurar a
fertilidade dos individuos haploides, permitindo a obtencdo de sementes DH’s. Para

isto, a colchicina tem sido o principal agente antimitotico utilizado, inibindo a formagao
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de microtubulos durante o processo de divisao mitdtica, impedindo a separacao das
cromatides irmas, resultando na duplicacdo do numero de cromossomos das células
haploides. Contudo, devido a sua alta toxidez e periculosidade, requer muitos
cuidados em sua manipulacdo e descarte. Dessa forma, €& necessario o
desenvolvimento de protocolos que utilizem substancias antimitéticas que oferecam
mais seguranga, mantendo a eficacia, em relag&o a colchicina.

Outras substancias antimitéticas vem se mostrando promissoras na duplicagao
cromossOmica de haploides em milho, dentre estas se destacam o pronamide e o
Amiprofos Metil (APM), com menor toxidez, periculosidade e custo. Porém, existem
poucos estudos sobre a utilizagdo desses herbicidas no processo de produgcao de
linhagens DH’s, e ainda ndo ha relatos de uma metodologia bem estabelecida para
sua utilizagao, sobretudo em milhos tropicais e de endosperma branco.

Mesmo sem o uso de substancias antimitoticas, algumas populagdes podem
apresentar taxas de duplicacdo espontdnea elevadas, nao diferindo das taxas de
duplicagdo cromossOmica artificial. A identificagdo de populagbes que apresentem
esta caracteristica e o conhecimento de sua heranga sao importantes para eliminar a
necessidade do uso das substancias antimitéticas na produgéo de linhagens DH’s em
milho.

Assim os objetivos foram determinar a eficacia do uso de solugdes de
pronamide e Amiprofos methyl (APM), em substituicdo a cochicina, na duplicagao
cromossOmica via imersao de raizes de plantulas; identificar o potencial de duplicagao
cromossOmica espontdnea das populagdes de milho branco tropical; comparar as
taxas de indugao de trés linhagens indutoras tropicalizadas desenvolvidas pelo Centro
internacional de Milho e Trigo (CIM2GTAIL-P1, CIM2GTAIL-P2 e CIM2GTAIL-P3) e

suas combinacdes hibridas em milho branco tropical
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MILHO BRANCO

O milho branco € da mesma espécie do milho comum (Zea mays L.), sendo
classificado como um tipo milho especial utilizado em diversos nichos de mercado,
tais como milho para canjica e na produgao de alimentos para o consumo humano
(TEIXEIRA et al., 2019).

A coloragao do endosperma em milho, um tecido triploide (3n), é expressa pela
acao do gene Y (Yellow) que apresenta dominancia completa para a cor amarela em
relagdo a cor branca. Assim, os fenétipos variam de alaranjado (YYY), amarelo (YYy),
amarelo claro (Yyy) a branco (yyy) (Oliveira et al., 2007). A caracteristica de coloragéo
dos graos apresenta uma manifestagao fenotipica na geragao da planta mae, sendo
conhecido como efeito de xénia, implicando na necessidade de um isolamento
temporal ou espacial das areas produtoras de milho branco, em relacdo as que
produzem milho comum.

A canjica é uma sobremesa consumida em diversas regides do Brasil e teve
sua origem em S&o Paulo em 1710, devido a uma restricdo no uso do sal, que era
monopolizado pela monarquia naquele periodo. A restrigdo culminou na criagao da
sobremesa que foi adaptada da cultura indigena (FERREIRA, 2002).

Dentre os produtos derivados de milho branco estéo o fuba e farinha, utilizados
na substituicdo parcial ou total da farinha de trigo (MAZZARI et al., 1983). Por nao
possuir gluten, o milho branco € uma excelente alternativa para as pessoas
acometidas pela doenca celiaca.

O cultivo do milho branco € uma importante alternativa de renda para pequenos
produtores, ja que um saco de 60 kg pode chegar até ao dobro do valor de venda de
um saco de 60 kg milho comum (ROVARIS et al., 2017), sendo a cotagéo variavel de
acordo com a regido e com a demanda.

A producado do milho branco no Brasil ocorre principalmente nos estados de
Sao Paulo e Parana, sendo os principais municipios produtores: Quadra, Tatui e
Itapetininga em S&o Paulo e Londrina, Irati e Pato Branco, no estado do Parana;
(Sawazaki et al., 2008).

2.2 MELHORAMENTO DE MILHO
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A hibridagado tem um papel fundamental nos programas de melhoramento de
milho. Decorreram 50 anos desde as primeiras hibridagdes bem-sucedidas utilizando
linhagens, até se tornar viavel para a exploragdo econdmica (BEAL et al., 1876; EAST
et al., 1908; JONES et al., 1918).

Os primeiros relatos de hibridagdo no Brasil foram produzidos pelo Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC), tendo seu primeiro hibrido langado em 1939. Os
programas de melhoramento de hibridos de linhagens promoveram grandes avangos
para a cultura do milho, permitindo associar caracteristicas de genitores distintos,
utilizar interagées génicas favoraveis, aumentar a uniformidade dos gendtipos,
reduzindo a interagdo genotipo ambiente e produzindo sementes de milho em escala
comercial (Paterniani, 1974).

A produgao de linhagens totalmente homozigotas € uma etapa fundamental
para a obtencdo de hibridos altamente produtivos, que demanda de seis a oito
geragdes de autofecundacgao para atingir a homozigose desejada.

Nas ultimas décadas, a tecnologia DH surgiu como uma alternativa eficiente
para a produgdo de linhagens em milho. Esta tecnologia essencialmente produz
linhagens completamente homozigotas em duas a trés geragdes, por meio da indugao
a haploidia, selecdo de haploides, duplicagdo cromossémica e multiplicacdo de
sementes duplo haploides (CHAIKAM et al., 2019).

Os DH’s podem ser obtidos por meio de técnicas in vitro e in vivo. A obtengao
destes in vitro envolve a cultura de tecidos a partir de anteras, graos de pdlen e resgate
de embrido (BOREM e MIRANDA, 2013). Porém, taxas reduzidas de producéo de
embrides e a especificidade do meio de cultura sdo gargalos, que limitam o sucesso
para a producgao de DH’s in vitro (MAQBOOL et al., 2020). A utilizagdo da tecnologia
duplo haploide in vivo teve inicio no cruzamento intraespecifico para a obtencio dos
haploides, como no caso do milho (HU et al., 2016; KELLIHER et al., 2017).

As pesquisas de Coe e Sarkar (1964) foram fundamentais para o
estabelecimento da producdo de haploides in vivo, que em conjunto com a
incorporacao de marcadores de antocianina facilitaram a identificacdo de haploides
ainda em estagio de sementes (NANDA e CHASE, 1966; CHASE et al., 1969).
Estudos relacionados a indugao a haplodia avangaram no mundo todo, em diversos

programas de melhoramento de milho na Europa, América do Norte, China, e
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recentemente em ambientes tropicais (PRASANNA et al., 2012).

2.3 INDUCAO A HAPLOIDIA

A pesquisa de Chase (1952) revelou a possibilidade da utilizacdo de plantas
haploides como aceleradores para a obtengéo de linhagens endogémicas em milho,
mas com reduzida ocorréncia de inducédo a haploidia espontanea, o que inviabilizava
a exploragcédo em escala comercial. A partir dos trabalhos de Coe (1959) foi construida
a estratégia de inducdo a haploidia in vivo, por meio do gendtipo indutor conhecido
como Stock 6, que possuia uma taxa de indugdo de 2,3%. Esse gendtipo foi o
precursor de diversas linhagens indutoras com maiores taxas de indugado
(PRASANNA et al., 2012).

Os indutores a haploidia in vivo sao classificados como androgenéticos e
gimnogenéticos, sendo utilizados nos cruzamentos como fémea e macho,
respectivamente. Os indutores androgenéticos séo resultantes de uma mutagdo no
gene ig1 (indeterminate gametophyte) (KERMICLE et al.,1971; EVANS et al., 2007).
Os gendtipos com a indugéo baseada na mutagao ig7 ndo sdo amplamente utilizados
nos programas de melhoramento, devido a sua baixa taxa de indugcédo (1 a 2%)
(KERMICLE et al.,, 1994). Além disso, os individuos haploides resultantes do
cruzamento com indutores androgenéticos possuem caracteristicas citoplasmaticas
diferentes da populacdo doadora, pois mantem o citoplasma do gendétipo indutor
(KERMICLE et al., 1973). Outro fator limitante é que, indutores androgenéticos,
limitam a induc&o a haploidia via lotes isolados, pois atuam como receptores do pdlen
das diferentes popula¢des doadoras.

Os gendtipos indutores gimnogenéticos sao mais utilizados, pois atuam como
doadores de pdlen para as populagdes doadoras, que produzirdo individuos haploides
com o0s seus respectivos citoplasmas. Além disto, permitem a indugdo em lotes
isolados e apresentam maior taxa de inducgao.

Existem duas hipoteses para explicar o fendbmeno da inducdo utilizando
indutores gimnogenéticos. A primeira propde uma fertilizagdo unica (do endosperma)
ao invés de uma fertilizagao dupla (endosperma e embrido), ja a segunda aponta uma
eliminacdo dos cromossomos paternais apos a fertilizacdo (ZHAO et al., 2013;
CHAIKAM et al., 2019).
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Um total de oito Locos de caracteristicas quantitativas (QTL’s) foram
identificados com efeitos maiores e menores relacionados a indugdo a haploidia
utilizando indutores gimnogenéticos. Dentre estes, os QTL’s ghir1 e ghir8 s&o os
principais e estdo localizados nos cromossomos 1 e 9, respectivamente, e que
explicam até 66% e 20% da variancia genética respectivamente (PRIGGE et al.,
2012).

Estudos sugerem que a mutagdo de um gene denominado MTL (Matrilineal)
(Kelliher et al., 2017)/ Zea mays Phospholipase A1 (ZmPLA1) (Liu et al., 2017)/ NOT
LIKE DAD (NLD) (Gilles et al., 2017) é critica para a indugéo a haploidia. Além disto,
essa mutacao é influenciada positivamente pela presenca do gene ZmDMP (Zea mays
domain of unknown function membrane protein). O mecanismo pelo qual o gene MTL/
ZmPLA1/NLD condiciona a haploidia é através de codon de parada precoce e resulta
em uma proteina truncada, que perde a funcdo na membrana plasmatica do pdlen
(GILLES et al., 2021). Além disso recentemente outros genes com efeito importante
para a indugéo a haploidia foram descobertos, sendo estes: DUF679 (ZHONG et al.,
2019); ZmPLD3 (LI, et al., 2021); ZmPOD65 (JIANG et al., 2022).

Ainda que a indugao seja uma caracteristica governada por muitos genes, a
fixagdo dos genes de efeito maior pode auxiliar na selegéo de individuos com maiores
taxas de indugado, auxiliando a selegdo das melhores combinagbes dos QTL’s de
menor efeito (TRENTIN et al., 2023)

As plantas que sofrem o processo de indugao a haploidia apresentam diversas
anomalias reprodutivas, como o abortamento de graos, heterofertilizagao, plantas com
embrides duplos, caracteristicas que podem ser associadas com o processo de
indugc&o gimnogenético, sendo a taxa de abortamento do endosperma e do embrido
maior em plantas que foram polinizadas com pdélen de gendtipos indutores, em relagao
as polinizadas por pélen comum (CHAIKAM et al., 2018; TIAN et al., 2018).

Os primeiros indutores gimnogenético e androgenético foram o Stock 6 (Coe,
1959) e Wisconsin 23 (KERMICLE, 1969), com taxas de indug¢do variando de 1% a
3,2%, respectivamente, sendo utilizados como base genética para o desenvolvimento
dos indutores modernos, que viabilizaram a exploracéo da tecnologia DH em escala
comercial. Dentre estes, pode-se destacar as taxas de 3% a 5% para o WS14
(LASHERMES; BECKERT, 1988); 6,5% para o MHI (CHALYK, 1999); 8% a 12% para
o RWS (PRIGGE et al., 2011); acima de 10 % para UH400 e de 12% a 15% para os



15

indutores PK6, HZI1, CAUHOI e PHI (BARRET; BRINKMANN; BECKERT, 2008; LI et
al., 2009; ROTARENCO et al., 2010; ZHANG et al., 2008), todos indutores produzidos
com germoplasma temperado e avaliados para condi¢gdes de climas temperados.
Contudo, a utilizagcao destes indutores em ambientes tropicais € limitada pela sua
baixa capacidade de adaptacdo e desempenho agronémico, com elevada
susceptibilidade a doencgas tropicais, dificultando o processo de multiplicacédo e a sua
utilizacado em lotes isolados de indugao.

Em 2012, o CIMMYT, em conjunto com a Universidade de Hohenhein,
desenvolveu a primeira geragdo de linhagens indutoras adaptadas a ambientes
tropicais (TAILs), que apresentavam melhor performance agronémica e uma taxa de
inducao entre 6 e 9%. Posteriormente o CIMMYT desenvolveu a segunda geragao das
linhagens tropicalizadas (CIM2GTAIL’s) com maior taxa de inducédo (9% a 14%) e
melhor adaptacao (CHAIKAM et al., 2018).

Estudos utilizando as linhagens indutoras CIM2GTAIL-P1 e CIM2GTAIL-P2
revelaram uma taxa de indugcdo média de 7,46% e 10% respectivamente, mostrando
que realmente ouve uma evolugdo em relagdo a primeira geragdao das linhagens
indutoras tropicalizadas (CIMTAIL-P1), com 5,48% de taxa de indugdo (KHULBE et
al., 2021; KAUR et al., 2023).

Ainda que muito utilizadas, as linhagens indutoras possuem desvantagens
praticas nos campos de cruzamento com as populagdes doadoras, possuindo menor
altura de planta, maior suceptibilidade a doengas e menor vigor. Uma estratégia que
se mostrou interessante é a utilizagcado de hibridos indutores, que apresentam melhor
desempenho agronémico explorando a heterose nas caracteristicas chave, como
altura de planta, floresciemento e vigor, sem reduzir a taxa de indugdo em comparagéo
com as linhagens. Isto potencializa a utilizagdo de indutores em larga escala, pois
facilita a utilizagado de estratégias como lotes isolados de indugao (TRENTIN et al.,
2023).
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2.4 IDENTIFICACAO DE HAPLOIDES

Na identificagdo de haploides sao utilizados genes marcadores e
caracteristicas fenotipicas distintivas entre haploides e diploides.

O gene R1 navajo (R1-nj) € dominante, sendo empregado na identificagao de
haploides na fase de semente. Os individuos diploides apresentam coloragéo purpura
no endosperma e no embrido, mas as sementes haploides manifestam coloragéo
purpura apenas no endosperma, pois o0 embrido haploide possui apenas uma copia
dos cromossomos da planta mae doadora. Porém, existem germoplasmas com genes
inibidores da expressdo do gene R7-nj, como por exemplo o gene C1-l que esta
presente em parte do germoplasma tropical, dificultando a identificagdo de haploides
nessas populacdes (Kebede et al. 2011, Chaikam et al. 2015). Além disso, o gene R17-
nj apresenta expressividade variavel, gerando sementes com falhas na marcagao
purpura, resultando na selecao de falsos haploides. Para isto, tem sido recomendada
a sua associagao com outros genes marcadores envolvidos na sintese de antocianina
como: A1, A2, C2, Bz1, Bz2 e marcadores que apresentem coloracdo em partes
distintas da planta como na raiz, caule e penddo (MELCHINGER et al.,2014;
CHAIKAM et al., 2019).

Como alternativa ao gene R17-nj, trabalhos de melhoramento desenvolveram
indutores de haploidia com alto teor de 6leo na semente, aproximadamente 10%,
sendo que em milhos comuns o teor de 6leo é de 3% a 4%. Neste caso, as sementes
haploides possuem um menor teor de 6leo que as diploides resultantes do cruzamento
com esse indutor, com a vantagem de permitir a classificagdo automatizada das
sementes e maior velocidade de selegdo (PRECIADO-ORTIZ et al., 2013). Diversos
gendtipos indutores foram desenvolvidos utilizando esse marcador como: CAUHOI
(7,8% de 6leo) (CHEN e SONG 2003); CHOIL (8,5% de 6leo) (DONG et al., 2014);
UH600 (10,8% de ¢6leo) e UHB01 (11,7% de 6leo) (MELCHINGER et al., 2014).
Recentemente, plataformas automatizadas foram criadas para selecionar sementes
haploides pelo teor de Oleo, possuindo alta assertividade e repetibilidade
(MELCHINGER et al., 2017; MELCHINGER et al 2018). Porém, a utilizacdo desse
marcador € limitada pelo dificil acesso aos gendtipos indutores e pelo alto custo das
plataformas de selegdo automatizadas (CHAIKAM et al., 2019).

Também existem marcadores obtidos por meio de transgenia. Como exemplo



17

temos os marcadores, EGFP (Enhanced Green Fluorecent Protein) (YU et al., 2016),
e double fluorescent proteins (eGFP and dsRED) (DONG et al. 2018) que utilizam de
proteinas que expressam fluorescéncia em indutores temperados. Esses marcadores
sao expressos no embrido, endosperma e na raiz. Os individuos que ndo apresentam
fluorescéncia sao haploides.

Recentemente, estudos relacionados ao uso de analise de imagens baseada
em modelos de aprendizado de maquina para classificacdo de milho hapldide e
diploide tem sido intensificados e encontrado resultados positivos (KAHRIMAN et al.,
2023)

As plantas haploides apresentam caracteristicas fenotipicas distintas em
relac&o as diploides. Com isso, algumas estratégias de sele¢do também séo utilizadas
devido ao numero reduzido de cromossomos dos haploides, como a citometria de
fluxo (COUTO et al. 2013, BALERONI et al., 2021), contagem cromossdmica (SEKIYA
et al. 2020), marcadores moleculares (RIBEIRO et al. 2018), tamanho de celula guarda
do estémato (SOUZA et al., 2024). Além disto, também é possivel realizar a selegéo
dos haploides com base no peso de sementes, vigor da planta, diametro das folhas,
menor quantidade de polen e sementes produzidas (MELCHINGER et al., 2014).
Essas caracteristicas sdo muito importantes para auxiliar na selecdo de haploides com

base no gene R1-nj, pois permitem a selegcéo de plantas falso haploides.
2.5 DUPLICAGCAO CROMOSSOMICA

Os individuos haploides sado estéreis, sendo necessaria a duplicagao
cromossOmica para a restauragao da fertilidade. Este processo pode ocorrer de forma
espontanea e com uma baixa taxa de duplicacdo natural, ou pode ser realizado de
forma artificial utilizando métodos que induzem a duplicagdo cromossdmica
(CHAIKAM et al., 2012; CHAIKAM et al., 2019).

Existem gendtipos com a capacidade de duplicar os cromossomos dos
individuos haploides espontaneamente, porém essa duplicagdo espontanea nao
ocorre na maioria dos genétipos. A fusdo nuclear é a razdo mais comum para a
duplicagdo cromossdmica espontanea. A divisao sincrona de diferentes nucleos nos
estagios iniciais do desenvolvimento do embrido pode resultar em uma placa
metafasica e fibras do fuso comuns, o que por sua vez leva a duplicacéo

cromossOmica espontdnea (SUNDERLAND, 1974). Aléem disto, a duplicagéo
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cromossOmica espontanea também pode ocorrer por meio de fusao de células
somaticas, endoreduplicacdo, endomitose e outros mecanismos, sendo que mais de
um mecanismo pode operar simultaneamente nesse evento (HUMPHREYS e KNOX,
2015). A taxa de duplicacdo cromossémica espontanea na inflorescéncia masculina
de milho varia de 2,8% a 46%, enquanto na inflorescéncia feminina varia de 25% a
94% (CHAIKAM et al., 2019).

Para a exploracdo da duplicagdo cromossdmica espontanea no milho em
escala comercial faz necessaria uma taxa de duplicacdo espontédnea de no minimo
8% a 10%, podendo eliminar a necessidade de tratamento com colchicina ou outros
agentes antimitoticos (Magbool et al., 2020). Essa exploragdo também economiza
tempo, recursos e custos de mao de obra, além de reduzir os riscos para a saude
humana e as mutacbes de sementes associadas a colchicina. O custo de
desenvolvimento de linhagens pode ser reduzido em até 91%, quando a duplicagéo
cromossOmica espontanea foi empregada, em relagdo ao tratamento com colchicina
(DE LAFUENTE, 2015). Além disso os hapldides derivados da duplicagdo espontanea
podem ser semeados diretamente em casas de vegetagdo ou no campo, eliminando
os custos associados ao plantio de mudas, tratamento quimico de hapldides e
transplantio (Boerman et al. 2020).

Embora a tecnologia duplo haploide possa ser utilizada para incorporar a
duplicacdo cromossémica espontdanea em diferentes germoplasmas, ndo é um
processo simples, pois se trata de uma caracteristica complexa e de expressao
variavel, dependendo do ambiente e das interagdes gendtipo x ambiente (DE LA
FUENTE, 2015). Recentemente, um QTL principal foi identificado no cromossomo 5,
responsavel por 45% da variancia observada para a duplicacdo espontanea.
(TRAMPE et al., 2020). No entanto, como esta regido esta proxima do centrémero,
onde a recombinagdo geralmente é suprimida, ha uma maior dificuldade no
melhoramento para essa caracteristica (VERZEGNAZZI, et al., 2021).

Na maioria dos casos, faz-se necessaria a utilizagcdo da duplicacéo
cromossOmica artificial que é realizada através do tratamento dos haploides com
substancias antimitéticas. Diferentes fatores, como a base genética do germoplasma,
a natureza e o tipo de agente antimitotico, concentragdo e duragédo do tratamento,
podem afetar a eficiencia da duplicagdo cromossémica artificial (SORIANO et al.,
2007).



19

A colchicina (C22H25N) é uma substancia amplamente utilizada na produgao
de linhagens DH em milho (CHAIKAM et al., 2012; MELCHINGUER et al., 2016). Ela
atua na B-tubulina, e inibe a formagdo de dimeros de tubulina evitando assim a
formacdo de microtubulos. A falta de microtubulos durante a mitose impede a
separagao dos cromossomos duplicados, resultando em células com o dobro de
cromossomos (CHAIKAM et al., 2019).

No trabalho realizado por Melchinguer et al. (2016) foram propostos indicadores
para sucesso na produgao de linhagens e da duplicagdo cromossémica em haploides
de milho, sendo estes: taxa de sobrevivéncia (numero de plantas sobreviventes até o
florescimento dividido pelo numero de plantulas tratadas com agentes antimitéticos),
taxa de reprodugcdo (numero de espigas Do dividido pelo numero de plantas
sobreviventes até o florescimento) e taxa de sucesso geral ( numero de espigas Do
produzidas dividido pelo numero de plantulas tratadas). Este trabalho mostra que um
dos elementos que dificultavam a comparacao dos diferentes métodos de duplicagao
cromossOmica era a falta de padronizacdo nas medidas de sucesso da duplicagao
cromossOmica e da produgédo de linhagens DH’s.

Diferentes técnicas sdao empregadas na duplicagédo cromossOmica utilizando
solucdes de colchicina com diferentes concentragdes e tempo de exposicao, dentre
elas: imersédo de sementes (REN et al., 2018); imersao de plantulas recém germinadas
(GAYEN et al., 1994), injecao direta no tecido meristematico basal (EDER e CHALYK,
2002) e submersao de raizes (CHAIKAM et al., 2020), dentre outros.

No método proposto por REN et al. (2018) de imersdo das sementes, as
sementes haploides sdo embebidas em agua durante 6 horas a temperatura
ambiente, posteriormente sio realizados cortes no escutelo para melhorara exposigao
do embrido aos agentes antimitéticos. As sementes cortadas sdo imersas em
diferentes solug¢des, com destaque para o tratamento com 15uM de APM 0.1% Tween-
20 e 2% DMSO, por 16 horas e lavados com agua corrente por 30 minutos. Por meio
do método de contagem cromossdmica, foi obtido 45% de duplicagdo cromossémica.
Contudo, a contagem cromossdmica nao é suficiente para a comprovacédo da
eficiencia de um método sendo necessarias avaliacdes relacionadas ao numero de
linhagens produzidas. Além disto, os cortes no escutelo deste método sdo muito
laboriosos para uma producdo em larga escala e podem gerar altas taxas de

mortalidade, demandando extrema habilidade manual.
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O protoclo de imersao de plantulas recém germinadas (GAYEN et al., 1994;) ja
foi utilizado pelo CYMMIT e outras instituigdes com adaptacdes. Inicialmente, as
sementes haploides sdo germinadas em papel germiteste por 96 a 120 horas, até que
o coledptilo tenha cerca de 2 cm de comprimento, posteriormente a ponta do coledptilo
€ cortada antes da submersdo, em uma solugédo de 0,06% de colchicina e 0,5% de
sulfoxido de dimetil (DMSO), pelo periodo de 12 horas, a 18°C, em ambiente sem luz
(PRASANNA et al., 2012; PRIGGE et al., 2012). Posteriormente, as pléntulas sédo
lavadas em agua corrente por 30 minutos e transplantadas em substrato vegetal em
bandejas ou vasos e mantidas em casas de vegetacao, até atingirem o estagio de trés
folhas (10 a 15 dias), quando sao transplantados definitivamente para o campo. Neste
meétodo, sdo relatadas taxas de sucesso de 10-30% dependendo da populacéo e das
condi¢cdes de manejo (Chaikam e Mahuku, 2012; Melchinger et al., 2016).

No método proposto por Eder e Chalyk (2002) é realizada a aplicagédo da
solucdo de colchicina (0,125%) e DMSO (0,5%) no tecido meristematico basal, por
meio da injecdo na porcéo central do colmo das plantulas no estagio foliar de V2-V3,
cultivadas por semeadura direta em casas de vegetagcdo. O uso desta forma de
tratamento promove taxas de eficiéncia em torno de 27,5% na duplicagao.

A metodologia de duplicacdo cromossémica apresentada por Chaikam et al.,
(2020) envolve a imerséo de raizes de plantas em estagio fenologico V2 em uma
solugao de colchicina, as SH’s sdo semeadas em substrato a base de cinza vulcanica
até atingirem o estadio V2. Posteriormente, as plantas sdo cuidadosamente retiradas
do substrato e as raizes passam por um processo de lavagem em agua corrente de
torneira. Ja com as raizes expostas, as plantas sao agrupadas em conjuntos de 120
a 130 mudas e inseridas em recipientes com a capacidade volumétrica de 2 litros.
Posteriormente, adiciona-se a solugao de colchicina (0,1% de colchicina e 0,5% de
DMSO) no recipiente até que a coroa da planta esteja coberta, 2 a 3 cm a cima do
nivel da coroa das plantulas, que sdao mantidas na solugdo por 5 horas.
Posteriormente, a solugdo de colchicina € descartada de maneira segura, as raizes
das plantas séo lavadas em abundancia utilizando agua corrente e sao transplantadas
diretamente em vasos ou a campo. O trabalho de Chaikam et al. (2020) revelou que
este método foi mais eficiente na obtengao de DH’s em relagdo ao método de imersao
de plantulas, obtendo uma taxa de sucesso geral médio de aproximadamente 36%.

Ainda que muito utilizada em diferentes protocolos de duplicacéo
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cromossémica, a colchicina é uma substancia extremamente téxica e cara,
necessitando de muitos cuidados ao ser manuseada e descartada (CHAIKAM et al.,
2012), sendo uma substancia altamente cancerigena (MELCHINGUER et al., 2016).

Diferentes alternativas ao uso da colchicina para a duplicagdo cromossémica
em milho foram apresentadas na literatura e envolvem o emprego de: oxido nitroso
(N20) (KATO et al., 2002); cafeina; paclitaxel (ARSHAD et al., 2023); herbicidas
antimitoticos (MELCHINGUER et al.,, 2016) e estresses fisicos, envolvendo
temperatura, altas pressdes, correntes elétricas (HANTZSCHEL et al., 2010).

O uso do oxido nitroso (N20) na forma gasosa foi uma das primeiras
alternativas avaliadas para a duplicagdo cromossomica de haploides em milho (KATO
et al., 2002). Porém, a aplicagdo de 6xido nitroso na planta adulta n&o é viavel em
larga escala (MELCHINGUER et al., 2016).

A utilizacdo de estresses fisicos (temperatura, altas pressdes, correntes
elétricas) foram utilizados para bloquear a mitose nas raizes de milho, mas néao
obtiveram sucesso (HANTZSCHEL et al., 2010).

Em estudos recentes, ARSHAD et al. (2023) revelam os efeitos potenciais da
cafeina e paclitaxel no aumento da fertilidade de plantulas haploides de milho, mas
sem evidéncias de seu real potencial na produgao de linhagens DH’s.

A literatura apresenta resultados promissores para o emprego de herbicidas
antimicrotubulos com a capacidade de duplicar cromossomos, dentre estes: a
trifluralina (KATO, 1997), orizalina (BARTELS e HILTON 1973), pendimetalina (ZHOU
al., 2009), APM (WAN et al., 2000) e o pronamide (BARTELS e HILTON 1973).
Contudo, estes trabalhos ndo demonstram a capacidade destas substancias em
restaurar a fertilidade de individuos haploides, para a produgé&o de linhagens, em
milho.

Posteriormente Melchinguer et al. (2016) estudou a eficiéncia de uma solugao
contendo APM (20 mg L") e pronamide (4 mg L"), empregando o método de
submersao de raizes por 8 horas. Como resultado foi observada uma taxa de sucesso
geral (16,1%) que nao difere em relacdo ao tratamento com colchicina (22,1%).
Contudo, ainda que a solugdo herbicida apresente taxas de sucesso geral
satisfatérias, a mortalidade resultante da alta concentracdo dos herbicidas foi um
ponto negativo da utilizagdo das diluicbes e tempo de exposi¢do apresentados,

resultando em uma taxa de sobrevivéncia de 46,5%. Estes resultados indicam a
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necessidade de estudos envolvendo a utilizagao destes herbicidas, para atingir um
método mais ajustado e que se aproxime a eficacia da colchicina na duplicagao

cromossOmica de haploides em milho.

2.6 MULTIPLICACAO DE SEMENTES DUPLO HAPLOIDES

As plantulas originadas das sementes haploides e que passaram pelo
tratamento de duplicagdo cromoss6mica normalmente tem baixo vigor e sdo muito
suscetiveis a estresses (MAHUKU et al., 2012), pois o processo de duplicagédo
cromossOmica, pode nao ter ocorrido em todas as células da planta, sendo observado
um elevado nivel de quimerismo A exposicdo aos tratamentos de duplicagéo
cromossOmica aumenta a mortalidade de plantulas, e os haploides, tratados com
substancia antimitoticas, precisam de um manejo cuidadoso para que possam
completar seu ciclo (CHAIKAM et al., 2019).

O cultivo de plantulas haploides deve ser realizado em condi¢gdes ambientais
ideais para o desenvolvimento da cultura do milho, com agua suficientemente para
evitar o déficit hidrico. Além disto, todos os manejos relacionados a protecao de
plantas, controle de plantas daninhas, insetos pragas e doengas, devem ser
realizados cuidadosamente para minimizar a perda do estande de plantas haploides
e obter um maior numero de sementes por planta (MAQBOOL et al., 2020).

As plantas DHo possuem a producédo de pdlen como fator limitante para a
obtencao de sementes. Os penddes apresentam diferentes padrdes de fertilidade de
acordo com o sucesso na duplicagio, tendo-se penddes estéreis, com apenas uma
ramificagcao fértil ou normais. As plantas DHo necessitam de acompanhamento diario
e auto fecundacgobes repetidas para assegurar 0 sucesso na produgcdo de sementes,
que € atingido quando a planta produz polen viavel com uma espiga receptiva
produzindo ao menos uma semente DH.

Devido ao baixo numero de sementes produzido pelas plantas DHo pode ser
necessaria uma segunda geracao de autofecundagao para aumentar o numero de

sementes das linhagens DH’s produzidas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL GENETICO

Foram utilizadas trés linhagens indutoras CIM2GTAIL-P1 (P1), CIM2GTAIL-P2
(P2) e CIM2GTAIL-P3 (P3) e suas trés combinagdes hibridas (P1xP2, P1xP3 e
P2xP3), totalizando um conjunto de seis indutores de haploidia gimnogenéticos. Essas
linhagens pertencem ao CIMMYT e foram liberadas para a pesquisa, por meio de
acordo de licenca de uso.

A obtengdo das combinagdes hibridas e multiplicagdo das linhagens foram
realizadas em casas de vegetacdo na Universidade Estadual de Londrina e na area
experimental da empresa Tropical Melhoramento Genética (TMG), durante a segunda
safra de 2021.

Oito gendtipos de milho branco (PB01, PB10, PB15, PB20, PB25, PB30, PB35,
PB40), cedidos pelo Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR-PR), foram

utilizadas como populacdes doadoras.

3.2 INDUCAO DAS POPULACOES

Durante a safra 2021/2022, foram realizados cruzamentos entre as oito
populagdes de milho branco, utilizadas como fémeas, e os seis gendtipos indutores,
por meio de polinizagbes manuais na Fazenda Escola da Universidade Estadual de
Londrina (23°20'S; 51°33'W; 576 m altitude), em clima Subtropical Umido
Mesotérmico: verbes com temperatura superior a 22°C; no inverno temperatura
inferior a 18°C e geadas pouco frequentes; precipitagdo anual de 1658 mm.

Cada populagao doadora foi semeada em blocos de seis fileiras de 16 m de
comprimento, no espagamento de 0,80 m entre fileiras e 0,20 m entre plantas. Os
indutores foram semeados em blocos de oito fileiras de 10 m de comprimento, no
mesmo espagamento citado anteriormente, sendo as fileiras divididas em duas partes
iguais, semeadas cinco e dez dias apds a semeadura das populagdes doadoras. Este
procedimento visou sincronizar o florescimento feminino das populagbes de milho
branco com o florescimento masculino dos indutores.

As polinizagdes foram realizadas manualmente, visando obter cerca de 40
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espigas induzidas/populacdo e produzir sementes haploides putativas em
quantidades suficientes para os estudos pretendidos.
A conducgao agrondmica foi realizada seguindo as recomendagdes técnicas

para a cultura do milho.

3.3 AVALIACAO DO POTENCIAL DE INDUCAO DOS INDUTORES

As sementes obtidas a partir dos cruzamentos de indugdo foram classificadas
de acordo com a marcagao conferida pelo gene R7-nj, pela presenga ou auséncia da
marcacgao de antocianina nas sementes, em trés categorias: a) diploides (sementes
com a pigmentagdo purpura no endosperma e no embrido; b) haploides putativos
(sementes com pigmentagdo purpura somente no endosperma, mantendo o embriao
sem antocianina); c) diploides resultantes de contaminagdo ou da inibicdo da
expressao do gene R1-nj (sementes sem qualquer marcagao).

Foram avaliadas as taxas de indugcédo de haploides (Tl) pela razdo entre o
numero de SHP’s pelo total de sementes marcadas. Posteriormente, foi contabilizado
o numero de individuos falsos haploides, por meio de caracteristicas morfolégicas
tipicas de cada nivel de ploidia, na etapa de plantulas V2 em bandejas e plantas V6
em vasos e na colheita, quando as plantas autofecundadas apresentaram espigas
com graos segregantes e com a expressao do gene R17-nj. A partir destes resultados
foram estimadas as taxas de falsos haploides (TFH) dentro das SHP’s e a taxa de
inducao real (TIR), dado por: TIR =TI - (TFH x TI).

3.4 METODOS DE DUPLICACAO CROMOSSOMICA

As SHP’s obtidas, de cada uma das oito populagdes de milho branco, foram
embebidas em agua de torneira, por seis horas para homogeneizar a germinagao.
Posteriormente, foi realizada a germinagdo das sementes haploides putativas em
bandejas plasticas de 200 células com substrato turfa Sphagnum pura, em casa de
vegetacdo. Apos 10 a 11 dias da semeadura, as plantulas no estagio V2 tiveram suas
raizes cuidadosamente lavadas para remocao do substrato e exposi¢ao das raizes.

As plantulas lavadas foram agrupadas e alinhadas no nivel da semente para a

formacdo de macos presos por uma fita de papel aluminio e elastico, que foram
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inseridos em beckers de 1 litro. Foram alocadas 90 a 100 plantulas por becker, para
a submerséo das raizes em 4 diferentes tratamentos de duplicagdo cromossémica (1
- controle negativo com apenas agua; 2 - solugéo de 4,56 mg L' de APM, 3 mg L' de
pronamide, 0,1% de Tween-20 e 0,5% de DMSO; 3 - solugdo contendo 0,07% de
colchicina e 0,5% de DMSO; 4 - solugédo de 10 mg L' de pronamide, 0,1% de Tween-
20 e 0,1% de DMSO), até 2 a 3 cm acima do nivel da regido da coroa da plantula. O
tempo de exposigédo dos tratamentos foram 5, 16, 5 e 4 horas, respectivamente, no
escuro e em temperatura ambiente, com base no método de imersdo de raizes
apresentado por Chaikam et al. (2020) e com as devidas modificagdes.

A escolha do método de duplicagao cromossdmica teve como base o protocolo
de imersao de raizes, estabelecido por Chaikam et al. (2020), onde os autores
demonstram que a dose de 0,07% n&o diferirem significativamente para TS, TR e TSG
da dose de 0,1%. Com isso, optou-se pela dose de 0,07% devido a utilizar uma menor
quantidade de principio ativo, o que diminui os riscos e custos da operacdo. Além
disto, o tratamento de imers&o de raizes com colchicina foi utilizado como tratamento
controle para efeito de comparagdo com os demais tratamentos antimitéticos
alternativos.

Os herbicidas antimitéticos e suas dosagens tiveram base em seus
mecanismos de acdo na duplicacdo cromossémica e em relatos que indicaram o
potencial do APM e o pronamide na duplicagdo de haploides em milho (Wan et al.,
1991; Melchinguer et al., 2016; Ren et al., 2018), sendo idealizadas modificagdes da
metodologia utilizada por Chaikam et al. (2020).

O tratamento APM+pronamide foi selecionado com base no efeito de sinergia
entre essas substancias reportado por Melchinguer et al., (2016), demonstrando o
potencial na utilizagdo em conjunto do APM com o pronamide. Porém, a dose de 20
mg L' de APM e 4 mg L' de pronamide, utilizada pelo autor, resultou em uma baixa
TS (46%). Desta forma, a redug&o na concentragao de APM e pronamide somada ao
aumento do tempo de exposi¢cdo, assim como relatado por REN et al. (2018),
aumentaram significativamente a TS mantendo uma TR elevada, em relagdo aos
resultados obtidos por Melchinguer et al. (2016).

A opcgao de utilizar o pronamide isoladamente como tratamento esta
relacionada ao baixo custo dessa substancia quando comparada a colchicina sal

toxidade. A escolha da dose utilizada foi feita com base em resultados de estudos
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prévios (pré-ensaios) de sobrevivéncia de plantulas aos diferentes tempos de
exposicado pelo Laboratério de Melhoramento Genético/ Departamento de Biologia
Geral/UEL.

Apos cada tempo de exposigao aos tratamentos, os macgos de plantulas foram
retirados dos beckers e as raizes foram lavadas abundantemente por 30 minutos em
agua corrente, a fim de eliminar residuos das solugdes, sendo transplantadas a seguir
para vasos contendo solo.

Para cada combinacdo de tratamento de plantulas haploides das oito
populagdes de milho branco foram transplantadas, aproximadamente, 46 plantulas em
cada uma das duas casas de vegetacgao, utilizadas como blocos experimentais.

Os transplantios foram realizados em vasos de 12 L contendo a mistura de
terra, areia e adubo organico nas proporg¢des de 3:1:1, respectivamente.

O manejo do experimento envolveu o uso de irrigagdo por gotejamento e
fertirrigagdo, com a finalidade de reduzir estresses e oferecer as melhores condigdes
para o desenvolvimento das plantas DHs.

Todo residuo das solugdes utilizadas como tratamentos de duplicagao
cromossOmica, foram coletados separadamente e acondicionados em galdes
plasticos para realizacdo do descarte adequado, por empresa especializada.

O controle negativo foi utilizado para identificar o potencial de duplicagao
espontanea das populagdes de milho branco tropical.

3.5 AVALIACOES DO POTENCIAL DE DUPLICACAO CROMOSSOMICA

Todas as combinacdes de tratamentos e populagcdes foram avaliadas quanto
aos numeros de: (1) sementes haploides putativas usadas; (2) sementes germinadas;
(3) plantulas submetidas a tratamento; (4) plantulas transplantadas; (5) plantas Do
sobreviventes até a fase de polinizagdo; (6) plantas Do polinizadas; (7) Do que
produziram sementes D1; (8) Plantas macho estéril;

Posteriormente foram estimadas as seguintes taxas: a) autofecundacgao (TA)
= plantas autofecundadas / plantas sobreviventes até a polinizagao; b) eficiéncia de
autofecundagao (EA) = numero de plantas Do que produziram semente/ numero de
plantas autofecundadas; c) macho estéril (ME) = plantas com espiga fértil e pendao

estéril/ plantas sobreviventes até a autofecundacgao); d) taxa de sobrevivéncia (TS) =
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numero de plantas sobreviventes a polinizagao / plantas submetidas ao tratamento; e)
taxa de reproducgéo (TR) = numero de plantas Do que produziram sementes / numero
de plantas Do sobreviventes na polinizagao; f) taxa de sucesso geral (TSG) = numero
de plantas Do que produziram sementes / numero de plantulas haploides putativas
submetidas a tratamento de duplicacdo de cromossomos.

Em todos os experimentos, as taxas de germinagcédo de sementes, desbaste de
plantas nos vasos, plantas falso haploides e sobrevivéncia de plantulas antes do
tratamento de duplicagdo cromossémica n&o foram consideradas no calculo das taxas
de sucesso da duplicacdo cromossOmica, uma vez que essas perdas ndo sao
resultantes da utilizacdo do método de duplicagao dos tratamentos de haploides. As
plantas que apresentaram espigas segregantes também n&o foram utilizadas na
estimacao das taxas, sendo consideradas falso haploides.

Para analise da quantidade de sementes oriundas de plantas férteis Do, as
espigas D1 obtidas foram categorizadas em espigas com: (1) menos de cinco
sementes; (2) cinco a 25 sementes; e (3) 26 a 50 sementes; (4) 51 a 100 sementes;
(5) mais de 100 sementes. A proporgéo de espigas D1 em cada tratamento foi obtida

pela divisdo do numero de espigas nessa categoria pelo numero total de espigas.
3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os indices e taxas foram comparados pelo teste de Qui-Quadrado (x?), para
comparacao das taxas de sucesso e insucesso encontradas, avaliando a média dos
gendtipos indutores dentro de cada populagdo doadora, e a média das populagdes

para cada indutor segundo a expressao:

x? = %Z(pi — p)*Ni
p(1-p)

Em que: Ni = numero total de individuos do i-ésimo tratamento com sucesso; pi
= proporcao de sucesso do i-€simo tratamento, que é dada pela razdo ni/Ni; p =
propor¢ao meédia de sucesso considerando todos os tratamentos conjuntamente, que
€ dada pela razao Zni/ZNi

Para a andlise das taxas relacionadas ao sucesso da duplicalgao
cromossOmica e obtengdo de DH’s foi utilizado um delineamento experimental em

blocos completamente casualizados, segundo um arranjo 4x8 (quatro tratamentos de
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duplicagdo cromossdmica x oito popula¢gées de milho branco tropical), com parcelas
de aproximadamente 48 plantas, acondicionadas em 24 vasos, sendo alocadas duas
pléntulas tratadas por vaso, repetidos em dois blocos (Tabela 1). Os blocos foram
constituidos de duas casas de vegetacdo diferentes junto ao Laboratério de
Melhoramento Genético do Departamento de Biologia Geral da UEL.

O modelo utilizado para a analise de variéncia fatorial 4x8 foi o seguinte:

Yik =m + Bk + Ti + Pj + TPj + ejk, onde:

m = média geral do experimento;

Bk = efeito aleatorio do k-ésimo bloco (k= 1, 2, ...., K);
Ti = efeito fixo do i-ésimo tratamento de duplicagdo cromossémica (i=1, 2, ...., |);
P; = efeito fixo do j-ésima populagédo de milho branco (j=1, 2, ...., J);

TPjj = efeito da interagéo do i-ésimo tratamento com a j-ésima populagéo;
€ik = erro aleatério.

As variaveis TA, ME, TR, TSG tiveram seus quadrados médios submetidos a
transformacéo por raiz quadrada.

As médias dos tratamentos de duplicagdo cromossOmica e das populacdes de
milho branco e suas interagdes foram agrupadas pelo método de Scott e Knott a 5%
de probabilidade.

Foi realizado um teste de correlacao de Pearson entre as variaveis TA, TR,
TSG e ME.
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4. ARTIGO

Idéias Principais:

e As substancias APM e pronamide, associadas, tem potencial para substituir o
uso da colchicina no processo de duplicagcdo cromossOmica na producio de

linhagens duplo haploides em milho.

e A eficacia na duplicagado cromossdmica das substancias antimitoticas varia em

funcao da populacao doadora utilizada para a obtencao de duplo haploides.

e E possivel identificar populagdes de milho branco tropical com elevada

capacidade de duplicdo cromossOmica espontanea.

e A taxa de inducdo tem interacdo complexa entre indutores e populacdes

doadoras utilizadas.

ALTERNATIVAS A COLCHICINA NA PRODUGAO DE LINHAGENS DUPLO

HAPLOIDES EM MILHO BRANCO TROPICAL

Bruno Figueiré Fregonezi; Josué Maldonado Ferreira

Afiliagcdes: Universidade Estadual de Londrina
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RESUMO

A colchicina é eficaz e amplamente utilizada no processo de produgéo de linhagens
duplo haploides em milho, mas apresenta custo e toxidade elevados, que impelem a
busca por alternativas para sua substituicdo. Os objetivos foram: determinar a eficacia
do uso de solugdes de pronamide e Amiprofos methyl, em substituicdo a cochicina,
na duplicacdo cromossémica via imersao de raizes de plantulas; identificar o potencial
de duplicacdo cromossOmica espontanea das populacdes de milho branco tropical;
comparar as taxas de indugcdo de trés linhagens indutoras tropicalizadas
desenvolvidas pelo Centro internacional de Melhoramento de Milho e Trigo
(CIM2GTAIL-P1, CIM2GTAIL-P2 e CIM2GTAIL-P3) e suas trés combinagdes hibridas
cruzadas com milho branco tropical. Oito populagcdes de milho branco foram
polinizadas por seis gendtipos indutores gimnogenéticos e estimadas as taxas de
inducao a haploidia. No estadio V2 as pléantulas haploides tiveram suas raizes lavadas
e imersas em quatro tratamentos para a duplicagdo cromossémica (controle negativo
com 4agua; solucdo de APM-+pronamide; solugdo de colchicina; solugdo de
pronamide). Foram estimadas: taxas de autofecundacgédo, eficiéncia da
autofecundagédo, porcentagem de machos estéreis, sobrevivéncia, reproducdo e
sucesso geral. As espigas D1 obtidas foram categorizadas em cinco classes de acordo
com o numero de sementes por espiga. As populagdes estudadas apresentaram taxas
duplicagdo cromossdmica espontdnea entre 7,9% a 38,3%. O tratamento
APM+pronamide é uma alternativa eficaz na produgéo de linhagens duplo haploides
em milho branco tropical. A combinacdo hibrida CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P2
apresentou maior taxa de indugdo média para as populagdes de milho branco tropical

utilizadas.
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4.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a tecnologia duplo haploide (DH) surgiu como uma
alternativa eficiente para a producgédo de linhagens de milho 100% homozigdticas,
demandando de duas a trés geragdes. Esta metodologia envolve a inducdo a
haploidia, selecédo de individuos haploides, duplicagcdo cromossémica e multiplicagdo
de sementes DH'’s (Chaikam et al., 2019; Magbool et al., 2020).

Em milho, a frequéncia de individuos haploides naturais é, comumente, menor
que 0,1%, sendo necessario empregar indutores de haploidia que podem ser
gimnogenéticos ou androgenéticos, doadores e receptores de podlen,
respectivamente, no cruzamento com populagdes doadoras (Hu et al., 2016; Kelliheret
al.,, 2017). Os genotipos indutores gimnogenéticos sdao os mais utilizados, pois
promovem maiores taxa de inducdo e permitem a manutencao do citoplasma do
gendtipo doador (Chaikam et al., 2019).

Os primeiros indutores gimnogenético e androgenético foram o Stock 6 (Coe,
1959) e Wisconsin 23 (Kermicle, 1969), com taxas de indug¢ao variando de 1% a 3,2%,
respectivamente, sendo utilizados como base genética para o desenvolvimento dos
indutores modernos, que viabilizaram a exploragdo da tecnologia DH em escala
comercial. Dentre estes, pode-se destacar as taxas de indu¢éo de 3% a 5% para o
WS14 (Lashermes; Beckert, 1988); 6,5% para o MHI (Chalyk, 1999); 8% a 12% para
o RWS (Prigge et al., 2011); acima de 10 % para UH400 e de 12% a 15% para os
indutores PK6, HZI1, CAUHOI e PHI (Barret; Brinkmann; Beckert, 2008; LI et al., 2009;
Rotarenco et al., 2010; Zhang et al., 2008), todos indutores produzidos com
germoplasma temperado e avaliados para condigdes de climas temperados. Contudo,
a utilizacao destes indutores em ambientes tropicais € limitada pela sua baixa
capacidade de adaptacao e desempenho agronémico, com elevada susceptibilidade
a doencas tropicais, dificultando o processo de multiplicagdo e a sua utilizacdo em
lotes isolados de inducgao.

A partir de 2012, o Centro internacional de Melhoramento de Milho e Trigo
(CIMMYT), em conjunto com a Universidade de Hohenhein, desenvolveram a primeira
geracgéao de Linhagens Indutoras Adaptadas a Ambientes Tropicais (TAIL’s), com taxas
médias de indugdo entre 6% e 9%. Posteriormente, o CIMMYT desenvolveu a

segunda geracéao das TAIL’s (CIM2GTAIL’s) com maior taxa de indugéo (9% a 14%)
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e melhor adaptagao e niveis de resisténcia a doengas tropicais (Chaikam et al., 2018).
No entanto, existem poucos relatos da utilizagdo da segunda geracéo de linhagens
indutoras do CIMMYT no Brasil e em cruzamentos com germoplasma brasileiro,
sobretudo em milho branco tropical.

Apods a indugao a haploidia, faz-se necessario a duplicagdo cromossomoOmica
para a restauracao de fertilidade. Normalmente, a taxa de duplicagdo espontanea em
milho é extremamente baixa e resulta em individuos estéreis, o que impede a
autofecundagdo para a obtengdo dos DH’s. Contudo, alguns genoétipos de milho
possuem capacidade de duplicar os cromossomos de forma espontanea, mesmo sem
a utilizagdo de tratamentos artificiais (Wei e Chen 2006; Maqgbool et al., 2020). A
duplicacdo espontanea pode implicar em economia de tempo, recursos e custos de
mao de obra, além de reduzir os riscos para a saude humana e as mutagdes de
sementes associadas a colchicina (de La Fuente, 2015; Verzegnazzi, et al., 2021).
Segundo Magbool et al. (2020), taxas de duplicagdo cromossémica de 8% a 10% séo
requisitos minimos para a produgdo de linhagens DH’s sem a utilizagdo de
substancias antimitéticas. Desta forma, a identificagcdo de popula¢gdes com taxas
adequadas de duplicagcao espontdnea pode auxiliar no processo de obtencdo de
linhagens duplo haploides, por meio de estudos da heranga desta caracteristica e do
melhoramento de populagbes doadoras, que ndo necessitem o emprego de
substéncias antimitoticas para a duplicagéo.

Independente da ocorréncia de duplicagdo espontanea, geralmente se
emprega a colchicina (C22H25N) como uma substancia antimitética para a produgéo
de linhagens DH’s em milho (Prasanna et al., 2012; Melchinguer et al., 2016). A
colchicina é utilizada em solugdes para tratamento de haploides por meio da: imersao
de sementes (Ren et al., 2018); imersao de plantulas recém germinadas (Gayen et al
1994; Prigge; Melchinger, 2012), injecao direta no tecido meristematico basal (Eder,
Chalyk, 2002) e submerséo de raizes (Chaikam et al., 2020), dentre outros. Porém,
esta substancia é altamente toxica para a saude humana, além de causar danos ao
meio ambiente. Sua intoxicacao leva a inibicao de funcdes celulares cruciais, como
divisao celular, montagem de proteinas no complexo de Golgi, endocitose e exocitose
(Finkelstein et al., 2010), requerendo um manuseio extremamente cuidadoso desde a

diluicdo até o descarte (Melchinguer et al., 2016).
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Cada vez mais, estudos tém sido realizados buscando alternativas ao uso da
colchicina na duplicagdo cromossémica de haploides em milho, devido aos problemas
inerentes a sua utilizag&o. Os herbicidas antimitoticos como: a trifluralina (Kato, 1997),
orizalina (Bartels e Hilton 1973), pendimetalina (Zhou et al., 2009), APM e o pronamide
(Wan et al., 2000). tém sido estudados quanto sua eficiéncia na duplicagao
cromossOmica. Contudo, estes trabalhos n&o demonstram a capacidade destas
substancias em restaurar a fertilidade de individuos haploides, para a producédo de
linhagens em milho.

Na literatura existem alguns trabalhos que demonstram o potencial da utilizacao
destes herbicidas na duplicagdo cromossOmica de haploides em milho. No trabalho
de Ren et al. (2018), por meio da contagem cromossémica foram verificadas elevadas
taxas de duplicagéo via imersdo de sementes em uma solugdo de APM. Contudo,
estes autores empregaram a contagem cromossdémica que nao é suficiente para a
comprovacao da eficiéncia de um método de duplicacdo cromossbmica para a
obtencdo de DH’s, pois ndo revela a real capacidade de produzir linhagens duplo
haploides de milho. O trabalho de Melchinguer et al. (2016), utilizando uma solugéo
com APM e pronamide, atingiu taxas de sucesso geral que nao diferiram em relagéo
ao tratamento com colchicina, mas apresentou elevada mortalidade, resultando na
reducdo da eficiéncia na a producdo de linhagens. Isto indica que, existe a
necessidade de mais estudos envolvendo a utilizagao destes herbicidas.

Dessa forma, os objetivos foram: (l) determinar a eficacia do uso de solugdes
de pronamide e Amiprofos methyl (APM), em substituicdo a cochicina, na duplicagéo
cromossOmica via imersdo de raizes de plantulas; (IlI) identificar o potencial de
duplicagdo cromossOmica espontanea das populagcdes de milho branco tropical; (I11)
comparar as taxas de indugdo de trés linhagens indutoras tropicalizadas
desenvolvidas pelo CIMMYT e Trigo (CIM2GTAIL-P1, CIM2GTAIL-P2 e CIM2GTAIL-
P3) e suas trés combinagdes hibridas no cruzamento com popula¢des de milho branco
tropical.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material Genético

Foram utilizadas as linhagens indutoras CIM2GTAIL-P1 (P1), CIM2GTAIL-P2
(P2) e CIM2GTAIL-P3 (P3) e suas tré combinagdes hibridas (P1xP2, P1xP3 e P2xP3),
totalizando um conjunto de seis gendtipos indutores de haploidia gimnogenéticos, que
utilizam o gene R17-nj como marcador de haploidia. As popula¢des doadoras de milho
branco tropical induzidas sao gendétipos experimentais e foram disponibilizadas pelo
Programa de Melhoramento do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR-
PR) (PB01, PB10, PB15, PB20, PB25, PB30, PB35, PB40). O programa do IDR-PR
tem sido responsavel por desenvolver alguns dos principais genétipos comerciais de

milho Branco no Brasil.

4.2.2 Inducéo das Populagdes doadoras

Durante a safra 2021/2022, foram realizadas os cruzamentos para a inducéo
de haploidia na Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina (23°20'S;
51°33'W; 576 m altitude), que apresenta clima Subtropical Umido Mesotérmico:
temperatura superior a 22°C, nos meses mais quentes; temperatura inferior a 18°C,
nos meses mais frios; precipitacdo média anual de 1658,43 mm. Foram realizados
cruzamentos entre as oito populacdées de milho branco doadoras, utilizadas como
fémeas, e os seis genotipos indutores como machos. As polinizagdes foram realizadas
manualmente, visando obter cerca de 40 espigas induzidas/populagao cruzadas com
cada indutor e produzir sementes haploides putativas em quantidades suficientes para

os estudos pretendidos.

4.2.3 Avaliacao do Potencial de Inducéo a Haploidia dos Genétipos Indutores

As espigas obtidas a partir dos cruzamentos de inducao foram classificadas de
acordo com a marcagao conferida pelo gene R17-nj, pela presenga ou auséncia da
marcagao de antocianina nas sementes. As sementes induzidas foram classificadas

segundo a expressao do gene R17-nj, em trés categorias: a) diploides (sementes que
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expressam a pigmentagao purpura na aleurona e no embrido); b) haploides putativos
(sementes com pigmentagdo purpura somente no endosperma, mantendo o embriao
sem antocianina); c) diploides resultantes de contaminagdo ou da inibicdo da
expressao do gene R1-nj (sementes sem marcagao).

As taxas de indugdo de haploides (TI) obtidas pela razdo entre o numero de
SHP’s pelo total de sementes marcadas. Posteriormente, foi contabilizado o numero
de individuos falso haploides no estadio V2, V6 e na colheita, por meio de
caracteristicas morfologicas tipicas de cada nivel de ploidia e espigas com graos
segregantes para a expressao do gene R17-nj. A estimativa da porcentagem de falso
haploide (FH) foi obtida pela razao entre os numeros de individuos falso haploides e
SHP’s, que permitiu estimar a taxa de indugéo real (TIR), dado por: TIR = TI —
(FH x TD).

4.2 .4 Tratamentos de Duplicagdo Cromossémica

As SHP’s obtidas foram embebidas em agua de torneira por seis horas,
separadamente por populagdo doadora, visando homogeneizar a germinagéao.
Posteriormente, semeadas em bandejas plasticas de 200 células com substrato turfa
Sphagnum, em casa de vegetacao. Apds 10 a 11 dias da semeadura, as plantulas no
estagio V2 tiveram suas raizes cuidadosamente lavadas em agua corrente para
remocgao do substrato nas raizes. As plantulas lavadas foram alinhadas no nivel da
semente em fitas de papel aluminio, para a formacédo de macgos de 90 a 100 plantulas
por tratamento, que foram inseridos em beckers com volume de 1 litro. Nos beckers
foram inseridos 4 diferentes tratamentos de duplicacdo cromossdmica: 1 - controle
negativo, com apenas agua; 2 - solugdo de 4,56 mg L' de APM, 3 mg L' de
pronamide, 0,1% de Tween-20 e 0,5% de DMSO dissolvida em agua filtrada; 3 -
solugdo contendo 0,7% de colchicina e 0,5% de DMSO; 4 - solugédo de 10mg L' de
pronamide, 0,1% de Tween-20 e 0,1% de DMSO dissolvida em agua filtrada. Foi
inserida solucgéao suficiente de cada tratamento para atingir de 2 a 3 cm acima do nivel
da regido da coroa da pléantula. O tempo de exposigédo dos tratamentos foram 5, 16, 5
e 4 horas, respectivamente, no escuro e em temperatura ambiente, como uma

adaptacao ao método apresentado por Chaikam et al. (2020).
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A escolha do método de duplicagao cromossdmica teve como base o protocolo
de imersao de raizes, estabelecido por Chaikam et al. (2020), onde os autores
demonstram que a dose de 0,07% n&o diferirem significativamente para TS, TR e TSG
da dose de 0,1%. Com isso, optou-se pela dose de 0,07% devido a utilizar uma menor
quantidade de principio ativo, o que diminui os riscos e custos da operacdo. Além
disto, o tratamento de imersao de raizes com colchicina foi utilizado como tratamento
controle para efeito de comparagdo com os demais tratamentos antimitéticos
alternativos.

Os herbicidas antimitéticos e suas dosagens tiveram base em seus
mecanismos de acdo na duplicacdo cromossémica e em relatos que indicaram o
potencial do APM e o pronamide na duplicagdo de haploides em milho (Wan et al.,
1991; Melchinguer et al., 2016; Ren et al., 2018), sendo idealizadas modifica¢cdes da
metodologia utilizada por Chaikam et al. (2020).

O tratamento APM+pronamide foi selecionado com base no efeito de sinergia
entre essas substancias reportado por Melchinguer et al., (2016), demonstrando o
potencial na utilizagdo em conjunto do APM com o pronamide. Porém, a dose de 20
mg L' de APM e 4 mg L' de pronamide, utilizada pelo autor, resultou em uma baixa
TS (46%). Desta forma, a redugéo na concentragao de APM e pronamide somada ao
aumento do tempo de exposi¢cdo, assim como relatado por REN et al. (2018),
aumentaram significativamente a TS mantendo uma TR elevada, em relacdo aos
resultados obtidos por Melchinguer et al. (2016).

A opcgao de utilizar o pronamide isoladamente como tratamento esta
relacionada ao baixo custo dessa substancia quando comparada a colchicina sal
toxidade. A escolha da dose utilizada foi feita com base em resultados de estudos
prévios (pré-ensaios) de sobrevivéncia de plantulas aos diferentes tempos de
exposicao pelo Laboratério de Melhoramento Genético/ Departamento de Biologia
Geral/UEL.

Apos cada tempo de exposigao aos tratamentos, os macgos de plantulas foram
retirados dos beckers e as raizes foram lavadas abundantemente em agua corrente
por 30 minutos, a fim de eliminar residuos das solugdes. Todo residuo das solugdes
utilizadas como tratamentos de duplicagdo cromossémica foi coletado separadamente
e acondicionados galdes plasticos, para realizacdo do descarte adequado por

empresa especializada.
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Imediatamente apds a lavagem, as plantulas foram transplantadas para vasos
de 12 L, contendo a mistura de solo argiloso, areia e adubo orgéanico, nas propor¢des
de 3:1:1, respectivamente. Para cada combinacdo de tratamento de plantulas
haploides das oito populacdes de branco foram transplantadas, aproximadamente, 46
plantulas em cada uma das duas casas de vegetacdo, utilizadas como blocos
experimentais.

O manejo do experimento envolveu o uso de irrigagdo por gotejamento e
fertirrigacdo, com a finalidade de reduzir estresses e oferecer as melhores condigdes
para o desenvolvimento das plantas DH’s, seguindo as recomendag¢des agronémicas
da cultura do milho.

O controle negativo foi utilizado para identificar o potencial de duplicagao
espontanea das populacdes de milho branco tropical.

4.2.5 Avaliacao do Potencial de Duplicagao Cromossémica dos Tratamentos.

Todas as combinagdes de tratamentos e populagdes foram avaliadas os
numeros de: (1) sementes haploides putativas utilizadas; (2) sementes germinadas;
(3) plantulas submetidas a tratamento; (4) plantulas transplantadas; (5) plantas Do
sobreviventes até a fase de polinizagdo; (6) numero de plantas Do polinizadas; (7)
plantas Do que produziram sementes D+; (8) Plantas macho estéril;

Posteriormente, foram estimadas as seguintes taxas de: a) autofecundagao
(TA) = plantas autofecundadas/plantas sobreviventes até a polinizagao; b) eficiéncia
de autofecundagao (EA) = numero de plantas Do que produziram semente/numero de
plantas autofecundadas; c) macho estéril (ME) = plantas com espiga fértil e pendao
estéril/plantas sobreviventes até a autofecundacéao; d) taxa de sobrevivéncia (TS) =
numero de plantas sobreviventes até a polinizagao/plantas submetidas ao tratamento;
taxa de reproducgéo (TR) = numero de plantas Do que produziram sementes/numero
de plantas Do sobreviventes até a polinizagéo; f) taxa de sucesso geral (TSG) =
numero de plantas Do que produziram sementes/numero de plantulas haploides
putativas submetido a tratamento. As estimativas das taxas TS, TR e TSG foram
sugeridas por Melchinguer et al. (2016), para a padronizagdo da estimativa da
eficiéncia de diferentes métodos de duplicacdo cromossémica de haploides em milho.

Em todos os experimentos, as taxas de germinagao de sementes, desbaste de
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plantas nos vasos, plantas falso haploides e sobrevivéncia de plantulas antes do
tratamento de duplicagdo cromossémica n&o foram consideradas no calculo das taxas
de sucesso da duplicagcdo cromossOmica, uma vez que essas perdas nio sao
resultantes da utilizacdo do método de duplicacdo de haploides. As plantas que
apresentaram espigas segregantes também nao foram utilizadas na estimagao das
taxas, sendo consideradas falso haploides.

Para avaliacdo da quantidade de sementes oriundas de plantas férteis Do, as
espigas D1 obtidas foram categorizadas em espigas com: (1) menos de cinco
sementes; (2) cinco a 25 sementes; e (3) 26 a 50 sementes; (4) 51 a 100 sementes;
(5) mais de 100 sementes. A proporcao de espigas D1 em cada tratamento foi obtida
pela divisdo do numero de espigas nessa categoria pelo numero total de espigas DH’s
obtidas em cada populagao e tratamento.

4.2.6 Avaliagdes Estatisticas

As taxas de inducado e taxa de indugao real foram comparadas pelo teste de
Qui-Quadrado (x?), para comparagao das taxas de sucesso e insucesso encontradas,
avaliando a média dos gendtipos indutores dentro de cada populagéo doadora, e a

média das populagdes para cada indutor segundo a expressao:

x? = %Z(pi — p)*Ni
p(1—-p)

Em que: Ni = numero total de individuos do i-ésimo tratamento com sucesso; pi
= propor¢ao de sucesso do i-€simo tratamento, que é dada pela razdo ni/Ni; p =
propor¢ao meédia de sucesso considerando todos os tratamentos conjuntamente, que
€ dada pela razao Zni/ZNi

Para a analise das taxas relacionadas ao sucesso da duplicacdo cromossémica
e oubtencdo de DH’s foi utilizado um delineamento experimental em blocos
completamente casualizados, segundo um arranjo fatorial 4x8 (quatro tratamentos de
duplicagdo cromossdmica x oito popula¢gdes de milho branco tropical), com parcelas
de aproximadamente 48 plantas, acondicionadas em 24 vasos, sendo alocadas duas
plantulas tratadas por vaso, repetidos em dois blocos. Os blocos foram constituidos
de duas casas de vegetacdo diferentes, alocadas junto ao Laboratério de
Melhoramento Genético do Departamento de Biologia Geral da UEL.
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O modelo utilizado para a anélise de variancia fatorial 4x8 foi o seguinte:
Yik=m + Bk + T + P; + TPj + ejk, onde:

m = média geral do experimento; Bx = efeito aleatério do k-ésimo bloco (k =1, 2, ....,
K); T; = efeito fixo do i-ésimo tratamento (i = 1, 2, ...., |); P; = efeito fixo da j-ésima
populagado (j = 1, 2, ...., J); TP; = efeito da interagdo do i-ésimo tratamento com a j-
ésima populagéo; ejx = erro aleatério do i-ésimo tratamento, a j-ésima populagao e k-
ésimo bloco.

As variaveis TA, ME, TR, TSG tiveram seus quadrados médios submetidos a
transformacéo por raiz quadrada.

As médias dos tratamentos de duplicacdo cromossdmcia, populacdes e suas
interagdes foram agrupadas pelo método de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Foi realizado um teste de correlacdo de Pearson entre as variaveis TA, TR,
TSG e ME.

4.3 RESULTADOS

Neste experimento foram utilizadas um total de 116.003 sementes induzidas
e marcadas pela expressdo do gene R7-nj, sendo 15.851 haploides putativas,
resultando em uma meédia geral de 13,7% de TIl, sendo que a taxa média de falso
haploides entre as populagdes foi de 16,3%, resultando em TIR médio de 11,3%
(Tabela 1).

As médias de Tl e TIR dos indutores dentro de cada populacdo foram
significativamente diferentes, sendo que para as populagbes PB15 e PB35 foram
alcancada as maiores TIR e menores para PB01, PB20, PB25 e PB30, com valores
entre 9,6% a 10,5% (Tabela 1). As maiores porcentagens de falsos haploides foram
observadas na indugao das populagdes PB10 e PB30 com valores iguais a 29,0% e
30,7%, respectivamente.

A capacidade média de indugao dos gendétipos indutores, em cruzamento com
as oito populagdes de milho branco, variou significativamente para Tl e TIR,
mostrando que a combinacdo hibrida indutora P1xP2 apresentou o melhor
desempenho, seguida pelas combinag¢des hibridas P1xP3 e P2xP3 e o genitor P1,

com estimativas acima de 13% para Tl e 11% para TIR (Tabela 1).
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Tabela 1 - Taxas de inducdo e taxas de inducgdo real dos seis gendtipos indutores

sobre as diferentes popula¢gdes de milho branco tropical e porcentagem de falso

haploides das populacdes induzidas

- . Média
oy Sementes No. Média Tl Falso Haploide
Genétipos NEI marcadas SHP (%) (%) TI( (;Sal
Contagens e taxas por populacao
Indutores/PB01 102 11609 1371 11,8d 18,3 9,6¢c
Indutores/PB10 157 20071 3144 15,7a 29,0 11,1b
Indutores/PB15 56 8686 1180 13,6¢ 7,2 12,6a
Indutores/PB20 81 9789 1025 10,5e 4,6 10,0c
Indutores/PB25 75 9719 1111 11,4d 7,8 10,5¢
Indutores/PB30 143 20783 3029 14,6b 30,7 10,1c
Indutores/PB35 163 19853 2958 14,9b 19,3 12,0ab
Indutores/PB40 117 15493 2033 13,1c 13,5 11,4b
Contagens e taxas por gendtipos indutores
P1 81 8590 1208 14,1b 11,8b
P2 116 16163 1923 11,9¢ 10,0c
P3 131 14465 1693 11,7c 9,8c
P1xP2 191 26996 4167 15,4a 12,9a
P1xP3 196 25098 3408 13,6b 11,4b
P2xP3 179 24691 3452 14,0b 11,7b
Total 894 116003 15851
Média 13,7 16,3 11,3

Notas: SHP= sementes haploides putativas; Tl= taxa de indugado; NEI= Numero de espigas

induzidas; médias pelas mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa em niveis de
0,05 de probabilidade pelo teste de X2.

Por meio das médias e desvio padrdo da média de Tl foi possivel verificar

combinacgdes especificas entre populagdes doadoras e gendtipos indutores (Figura 1).

Contudo, o indutor P1xP2 esta entre os melhores gendtipos indutores para Tl's, em

todas as combinacbes com as populacdes doadoras de milho branco tropical,

refletindo em maior média de TIR.
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Figural. Taxas de indugdo (Tl) dos seis gendétipos indutores nas diferentes

populagdes de milho branco tropical e média de Tl real por indutor.
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Notas: Barra de desvios = desvio padrdo da média; médias pelas mesmas letras nao
apresentam diferenga significativa em niveis de 0,05 de probabilidade pelo teste de X2.

Houve diferenga significativa entre os tratamentos para a TS, sendo que os
agentes antimitéticos ndo promoveram maior mortalidade que o controle negativo com
agua. Os tratamentos pronamide e APM+pronamide apresentaram maiores TS'’s que
o tratamento com colchicina (Tabela 2, Figura 2).

A analise de variancia revelou efeitos significativos para os tratamentos,
populagdes e de interacdo entre tratamento x populagdo para a caracteristica TA
(Tabela 2). Em média, a TA foi significativamente menor para o controle negativo em
relacdo aos tratamentos com substancia antimitoticas (Figura 3). Dentre as
populagdes de milho branco, a populacdo PB25 apresentou as menores médias de
TA, revelando menor resposta aos tratamentos de duplicacdo cromossdmica. As
demais populagdes apresentaram respostas diferenciadas aos tratamentos para
restaurar a fertilidade. O tratamento APM+pronamide foi significativamente melhor
para PB40 e o pior para a PB35. Nas popula¢des PB15, PB20, PB25, PB30 e PB35 o
controle negativo esta agrupado entre as maiores médias de TA, sendo observado
TA’s entre 22,2% a 76,0%.
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Tabela 2 - Quadrados médios e respectivos niveis de significancia para quatro
tratamentos de duplicagdo cromossémica, por imersao de raiz em plantulas V2, em

oito populag¢des de milho branco tropical e suas interagdes.

Fonte de Variacio GL TS TAY MEY EAY TRY TSGY
onte de Variagao Quadrado Médio
Bloco 1 0,0540ns 0,4390ns 7,2080* 3,4030ns 3,0710* 2,7910*

Tratamento (T) 3 189,45* 2,2740* 1,4480* 3,0250ns 2,2120* 1,7580*
Populacao (P) 7 48,708ns 6,7440* 5,6340* 1,9930ns 5,3620* 5,3840*
Interagcéao TxP 21 57,346ns 1,3640* 2,6180* 1,4200ns 1,8790* 1,7850*

Erro 31 39,034 0,291 0,4730 11,760 0,5110 0,5380
Média (%) 94,4 54,4 37,8 42,2 23,4 22,11
CV% 6,6 7,4 11,5 17,0 15,3 16,2

Notas: GL=Graus de liberdade; CV%= Coeficiente de variagdo em %; TS= taxa de
sobrevivéncia; EA= eficiéncia da autofecundacgao; TA= taxa de autofecundacao; TR= taxa de
reproducgdo; TSG= taxa de sucesso geral; ME= porcentagem de macho estéril; ns,*= nao
significativo e significativo, respectivamente, em nivel 0,05 de probabilidade pelo teste F. W=

quadrados médios e CV% com base em dados transformados por raiz quadrada.

Figura 2 -Taxa de sobrevivéncia média dos diferentes tratamentos de duplicagao

cromossdmica
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Notas: médias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo agrupamento de médias dos

pelo teste de Scott & Knott em nivel de 0,05 de probabilidade.
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Figura 3 - Taxa de autofecundagdo média de 8 populagdes de milho branco sobre

diferentes tratamentos de duplicagdo cromossémica
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Notas: médias seguidas pela mesma letra minuscula pertencem ao mesmo agrupamento de
médias entre tratamentos dentro de populagdes e médias seguidas da mesma letra maiuscula
pertencem ao mesmo agrupamento de médias das popula¢des dentro dos tratamentos pelo
teste de Scott & Knott em nivel de 0,05 de probabilidade.

A analise de variancia também revelou efeitos significativos de ME para
tratamento, populagcdo e a interagdo entre populagdo x tratamento (Tabela 2). O
controle negativo apresentou uma maior média de macho estéreis em relagdo aos
tratamentos com substancias antimitoticas, que ficaram no mesmo agrupamento de
médias (Figura 4). A populagao PB25 apresentou maior média de macho estéreis em
relagdo as demais populacdes. Todos os tratamentos antimitoticos foram eficientes
para reduzir o ME nas populagbes PB01, PB10, sendo que para a PB20 os
tratamentos APM+pronamide e pronamide foram efetivos para reduzir ME. Na PB35
os tratamentos colchicina e pronamide reduziram ME e na PB40 apenas

APM+pronamide foi capaz de reduzir ME.
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Figura 4 - Porcentagem média de macho-esterilidade nas 8 populagdes de milho

branco sobre diferentes tratamentos de duplicagdo cromossdmica
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Notas: médias seguidas pela mesma letra minuscula pertencem ao mesmo agrupamento de
meédias entre tratamentos dentro de populagdes e médias seguidas da mesma letra mailscula
pertencem ao mesmo agrupamento de médias das popula¢des dentro dos tratamentos pelo
teste de Scott & Knott em nivel de 0,05 de probabilidade.

Houve elevada correlagcdo entre as estimativas de TR e TSG para as
combinagdes de tratamentos de duplicagdo cromossémica e populacdes doadoras,
com estimativa igual a 0,99, revelando comportamento semelhantes destas taxas.
Também sendo observado efeitos significativos na andlise de varidncia para os
tratamentos, populagdes e na interagdo tratamento x populacdo para ambas
caracteristicas (Tabela 2). Para estas taxas o APM+pronamide e a colchicina
apresentaram maiores médias geral em relagdo ao controle negativo e ao pronamide
(Figuras 5 e 6). A populagdo PB25 apresenta desempenho inferior em resposta aos
tratamentos para a TR e TSG. Em relacdo aos demais tratamentos, para estas
caracteristicas, APM+pronamide foi significativamente melhor e pior para as
populagdes PB40 e PB35, respectivamente. Enquanto, a colchicina foi o melhor
tratamento para a populagcdo PB10, quando comparada aos demais tratamentos.

Nas populacdes PB15, PB25, PB30 e PB35, a média de TR e TSG do controle
negativo ficou agrupada as médias dos tratamentos antimitoticos. Mesmo com o

controle negativo empregando agua, as populagbes de milho branco tropical



45

apresentaram estimativas de TR variando entre 8,4% a 40,4% e de TSG variando de
7,9% a 38,3%, indicando consideraveis taxas de duplicagdo espontanea.

A partir das médias das taxas de sucesso de duplicacdo e de macho
esterilidade foi verificado que a ME apresenta estimativas de correlagdo de Pearson
iguais a -0,90 com TA, -0,80 com TR e -0,81 com TSG, indicando que quanto maior

a ME menor serao os indices de sucesso na duplicagdo cromossdmica.

Figura 5. Taxa de reprodugdo média de 8 populagbes de milho branco sobre

diferentes tratamentos de duplicagdo cromossémica
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Notas: médias seguidas pela mesma letra minuscula pertencem ao mesmo agrupamento de
meédias entre tratamentos dentro de populagdes e médias seguidas da mesma letra maiuscula
pertencem ao mesmo agrupamento de médias das populagdes dentro dos tratamentos pelo

teste de Scott & Knott em nivel de 0,05 de probabilidade.
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Figura 6 - Taxa de sucesso geral média de 8 populag¢des de milho branco sobre

diferentes tratamentos de duplicagdo cromossémica
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Notas: médias seguidas pela mesma letra minuscula pertencem ao mesmo agrupamento de
médias entre tratamentos dentro de popula¢des e médias seguidas da mesma letra maiuscula
pertencem ao mesmo agrupamento de médias das popula¢des dentro dos tratamentos pelo
teste de Scott & Knott em nivel de 0,05 de probabilidade.

Com base no numero total de espigas DH’s obtidas da soma de todos os
tratamentos em cada populagdo e de seus respectivos numeros de sementes por
espiga, foi possivel verificar que as populagbes PB15 e PB35 apresentaram uma
melhor resposta a duplicagdo cromossémica e produgao de linhagens DH’s (Figura
7).

A partir dos totais de espigas DH’s de cada tratamento, somando-se todas os
resultados das oito populagdes de milho branco e de seus respectivos numeros de
sementes por espiga, foram obtidos numeros semelhantes de espigas DH’s
empregando colchicina ou APM+pronamide, superando o tratamento com pronamide
e o controle negativo (Figura 7). O elevado numero de espigas alcangado pelo controle
negativo pode estar relacionado a elevada taxa de duplicagdo espontanea observada
em algumas das populagdes de milho branco tropical. O tratamento com colchicina
promoveu o0 aumento da frequéncia de espigas com mais de 26 sementes por espiga

e menor frequéncia de espigas com uma a cinco sementes.
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Figura 7 - Porcentagem de linhagens duplo haploides nas diferentes classes de

numero de sementes por espiga
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Notas: COL= tratamento com colchicina; PRO= tratamento com pronamide; APM= tratamento
com APM+pronamide; CN= controle negativo com agua; DHs= Numero de linhagens duplo
haploides obtidas.

4.4 DISCUSSAO
4.4 1 Taxas de Inducdo a haploidia

As Tl obtidas dos cruzamentos entre os gendtipos indutores CIM2GTAIL e as
populagdes de milho branco tropical, variaram de 11,7% a 15,4% (Tabela 1), sendo
semelhantes as observadas por Chaikam et al. (2018) no México, Kahriman et al
(2022) na Turquia e Kaur et al. (2023) na india, utilizando indutores adaptados ao
ambiente tropical de segunda geracao desenvolvidos pelo CIMMYT. Isto indica que,
mesmo em diferentes ambientes, o padrdo da Tl destes gendtipos se mantem. Logo,
ainda que exista a variagao na taxa de indug¢ao dependendo da populagdo doadora e
dos ambientes, é seguro afirmar que a variagao para estes indutores CIM2GTAIL’s
deve ficar proximas de 8% a 14% (Chaikam et al., 2018).
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Parte da variacdo nas TI's ocorre devido a interagdo dos gendtipos indutores
com as populagdes doadoras (Prigge et al., 2011). Neste estudo foi possivel observar
que o hibrido P1xP2 apresentou as maiores médias na Tl e TIR, porém em
determinados cruzamentos a linhagem indutora P1 alcangou maiores médias de TI
(Figura 1), indicando a existéncia interagcdo do tipo complexa entre os gendétipos
indutores e as populagdes doadoras. Essa interacdo se confirma ao comparar as
meédias TI's observadas neste estudo com os resultados obtidos por Kaur et al (2023),
onde, a linhagem P2 apresentou maior Tl média (10%) em relagcdo a P1 (7,46%),
impossibilitando a escolha um unico gendtipo indutor, que possua a maior taxa de
inducdo, em cruzamento com todas as populagdes, sendo necessario o estudo prévio
da interacdo entre indutores e populagdes doadoras utilizadas, para maximizar a
eficiéncia da producédo de linhagens DH’s.

Assim como em outros estudos, a identificacdo de haploides baseada apenas
na expressao do gene R7-nj apresenta falhas na identificagcdo dos individuos
realmente haploides (Rdober et al. 2005; Prigge et al. 2011; Melchinger et al. 2014,
Chaikam et al. 2016), em funcdo das populagdes doadoras induzidas. Algumas
combinagdes resultantes do cruzamento entre genotipos indutores e populagdes de
milho branco tropical doadoras apresentaram elevadas taxas de falsos haploides,
mostrando que o sucesso da inducido e da correta identificagdo dos haploides é
dependente da populagcdo doadora. Com isso, € essencial aliar a selecéo a partir da
expressdao do gene R7-nj com a utilizagdo de caracteristicas alternativas que
diferenciem haploides e diploides (Choe et al., 2012; Melchinger et al., 2014; Wang et
al. 2016; Sekiya et al., 2020; Souza et al., 2024) para aumentar a eficiéncia na
obtencao de linhagens DHs, principalmente quando viabilizam a eliminagéo de falsos
haploides antes do tratamento com solugdes antimitoticas. Além disto, o
reconhecimento das possiveis porcentagens de falsos haploides, em fung¢do das
populagdes doadoras, auxilia no planejamento e quantificagdo do numero de SHP’s
necessarias para alcangar um numero desejado de DH’s por populagéo.
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4 .4 2 Eficacia das alternativas a colchina

A TS (Figura 2) dos tratamentos n&o foram inferiores as do controle negativo,
demonstrando uma baixa mortalidade de plantas resultante da exposicdo as
substancias antimitéticas e reduzida mortalidade, quando comparando com outros
trabalhos que utilizaram imers&o de raizes com colchicina, 52,7% (Kaur et al., 2023)
75,8%, ( Melchinguer et al., 2016), 87,7% (Chaikam et al., 2020),

Neste estudo, as TR’s (Figura 5) dos tratamentos com colchicina (27,6%),
APM+pronamide (24,9%), controle negativo (21,1%) e pronamide (20,0%) foram
semelhantes ao obtido por Melchinguer et al., (2016), que apresentaram uma média
de TRigual a 29,2% no seu melhor tratamento utilizando colchicina. Contudo, embora
tenha sido empregado o mesmo protocolo de duplicagdo cromossémica com
colchicina descrito por Chaikam et al. (2020), as TR’s ficaram a baixo da melhor TR
de 41,5% observada por estes autores em diferentes populagdes. Isto indica que o
sucesso da duplicacdo cromossdmica em haploides de milho vai depender das
populagdes doadoras e do ambiente.

A TSG dos tratamentos com colchicina (25,1%), APM+pronamide (24,2%),
controle negativo (19,5%) e pronamide (19,7%), superam os resultados obtidos por
Kaur et al., 2023 (18,71%) e se aproximam dos valores obtidos por Melchinguer al.
(2016) (22,1%), ambos utilizando solugdes de colchicina, porém o trabalho de
Chaikam et al., (2020) resulta em um maior valor de TSG de 36.5% em comparagéo
com o presente estudo. Assim, os resultados obtidos demonstram que todos os
tratamentos apresentaram médias satisfatorias, principalmente para TSG, e
semelhantes aos resultados da literatura. Destacando o APM+pronamide, que no
presente estudo nao diferiu significativamente da colchcicina para TA, TR e TSG,
sendo uma solugao antimitdética promissora para a substituicdo da colchicina na
producao de linhagens duplo haploides em milho.

As frequéncias de espigas DH classificadas com base no numero de sementes
por espiga, observadas neste trabalho por meio do tratamento com colchicina, ficaram
dentro dos intervalos apresentados por Chaikam et al. (2020), empregando o0 mesmo
meétodo. Contudo, os tratamentos de duplicagdo cromossémica envolvendo APM e

pronamide e o controle negativo apresentaram menor frequéncia de espigas com mais
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de 25 sementes. Isto indica que o método de imersao de raizes utilizando colchicina,
promove o aumento do numero de sementes produzidos por espiga DH.

Além disso todos os tratamentos com agentes antimitoticos resultaram em uma
diminuicdo de ME (Figura 5) média em relagdo ao controle negativo, ressaltando a
capacidade das substancias antimitdticas em restaurar da fertilidade masculina dos
haploides (Chaikam et al., 2020; Magbool et al., 2020).

O mecanismo de acédo do pronamiode e do APM s&o diferentes, em quanto o
pronamide causa um encurtamento nos microtubulos (Vaughan et al., 1987.) o APM
atua na B-tubulina inibindo a formagcao de dimeros de tubulina evitando assim a
formacdo de microtubulos (Chaikam et al., 2019) Dessa forma, o sucesso na
duplicagédo cromossémica obtido pelo tratamento APM+pronamide pode estar
relacionado ao sinergismo destas moléculas e seus mecanismos de agéo.

Com base no levantamento de custos para a producédo de um litro de solugao
de cada tratamento, pode-se verificar que os tratamentos APM+pronamide e
pronamide representam uma redug¢ao aproximada de 37 e 61 vezes do custo, em

relacdo ao tratamento com colchicina, respectivamente.

4.4.3 Influéncia das populacdes doadoras sobre o sucesso nos tratamentos de
duplicacdo cromossémica artificial e na duplicagdo espontanea.

A interacao tratamento x populacao revelou que, dependendo da populacao
doadora utilizada, existe um comportamento diferenciado da duplicagao
cromossdmica em resposta aos diferentes tratamentos (Prigge et al., 2012), ocorrendo
interacao do tipo complexa, o que limita o sucesso de um unico tratamento para todas
as populacoes. Isto pode ser evidenciado na TA, TR e TSG para as populagcées PB035
e PB040, com o APM+pronamide sendo o pior tratamento na primeira e o melhor
tratamento na segunda populagédo, respectivamente. Este fato pode explicar a
variacdo do sucesso dos métodos e de substancias antimitoticas em estudos
envolvendo diferentes populagdes. Desta forma, as populacbes doadoras tem
influéncia direta no sucesso da duplicacdo cromossdmica de haploides.

O controle negativo permitiu a identificacdo de populagdes com elevadas taxas
de duplicacdo espontanea, revelando a importancia deste tratamento nos estudos do

potencial de duplicacdo cromossdmica artificial.
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A revisdo de Magbool et al. (2020) cita que é necessaria uma duplicagao
espontanea de no minimo 8% a 10%, para ser considerada viavel a obtencao de DH’s
sem o uso de substancias antimitoticas. Assim, segundo estre critério, pode-se afirmar
que as populagdes de milho branco tropical estudadas tem potencial de duplicacdo
espontanea e para estudos genéticos, visando o melhoramento desta caracteristica,
ficando dentro da variagao de 2,8 a 46% para duplicacdo cromossOmica espontanea
na inflorescéncia masculina, citada por Wei e Chen (2006). A exploragdo da
duplicacao espontanea em haploides de milho pode reduzir o custo de produgao de
linhagens DH’s em até 91% (De La Fuente et al.,, 2015), além de reduzir a

periculosidade pelo manuseio das substancias antimitéticas.

4.4 .4 Potencial do uso de herbicidas na duplicacdo cromossémica de haploides em
milho.

A alta toxidade da colchicina ao ser humano e meio ambiente € o principal fator
que leva a busca de produtos alternativos para duplicagdo cromossdmica
(Melchinguer et al 2016; Ren et al,, 2018; Chaikam et al., 2019), ja que séo
necessarios cuidados especiais em seu manuseio e medidas rigorosas de seguranga
no descarte . Neste sentido, tanto o pronamide quanto o APM se destacam por
apresentar menor toxicidade ao ser humano, sendo o APM ineficaz na inibicao da
formagdo de tubulinas em animais (Morejohn and Fosket, 1984). Além disso, o
emprego da colchicina apresenta maior custo com o APM e pronamide.

O uso da colchicina em diferentes protocolos se encontra bastante avancgado,
definindo as melhores formas de sua utilizagdo no processo de produgao de linhagens
duplo haploides (Gayen et al., 1994; Eder e Chalyk, 2002; Chaikam et al., 2012; Prigge
et al., 2012; Chaikam et al., 2020). Assim, ter identificado um protocolo que n&o diferiu
significativamente do sucesso colchicina na obtencdo de DH’s, representa um
importante passo na substituicao deste agente antimitotico. Contudo, sdo necessarias
mais pesquisas empregando a solucdo de APM+pronamide, visando uma melhor
adequacao do método quanto as doses e tempos de exposi¢cao, para aumentar as
taxas de duplicagéo e a produgdo de um maior numero de sementes por espiga das
plantas DHo.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que: existe interagao entre os

gendtipos indutores CIM2GTAIL e populagbdes de milho branco tropical para a taxa de
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inducdo e que o indutor hibrido P1xP2 apresenta a maior taxa de indugcdo média; o
sucesso na duplicacdo cromossdmica € dependente da populagdo doadora utilizada;
o tratamento APM+pronamide é a alternativa promissora ao uso da colchicina na
duplicagdo cromossémica de haploides; as populacbées de milho branco tropical
estudadas apresentam taxas de duplicagdo cromossémica espontanea, com potencial
para melhoramento genético e produgéo de linhagens DH’s sem o uso de substancias

antimitoticas.
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5. CONCLUSAO GERAL

O indutor hibrido CIM2GTAIL-P1x CIM2GTAIL-P2 apresenta a maior taxa de
inducdo média em cruzamento com as populacdes de milho branco tropical utilizadas.

Existe interacdo entre os gendtipos indutores CIM2GTAIL e populagdes de
milho branco tropical para a taxa de inducgao.

O tratamento APM+pronamide € uma alternativa eficaz ao uso da colchicina na
duplicagcdo cromossémica de haploides, para as populagcdes de milho branco tropical
utilizadas.

As populagcdes de milho branco tropical apresentam taxas de duplicacao
cromossOmica esponténea, com potencial para melhoramento genético e produgéo

de linhagens DH’s sem o uso de substancias antimitoticas.
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