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RESUMO

Duplo-haploides em milho tropical: efeito das geragdes F; e F, na expressao do R1-navajo,

obtencgado de linhagens e variabilidade genética

Dentre as diversas questdes envolvendo a tecnologia duplo haploides (DH) em
milho, uma que tem sido pouco discutida é a geragdo em que se deve induzir haploides, no
caso, Fy ou Fa. Destas, a Fi tem sido a mais utilizada. No entanto, o seu uso constante pode
levar a perdas de ganhos genéticos, devido ao menor nimero de recombinag¢oes. Com isso,
alguns autores aconselham o uso da F» na inducio, o que possibilitaria maiores ganhos em
variabilidade genética. Desse modo, os objetivos foram verificar o efeito das geragdes Iy e Iz
na expressao do R7-navajo em germoplasma tropical, na eficiéncia relativa de cada uma das
etapas da metodologia e na variabilidade genética das linhagens DH obtidas. Para isso, cinco
fontes de germoplasma, em geragdes Iy e Iz, foram cruzadas com o indutor de haploidia
tropicalizado LI-ESALQ. As sementes deste cruzamento foram agrupadas por meio do
marcador R7-navajo em trés classes: haploides putativos, diploides e inibidas. Apds esta etapa,
as sementes dos haploides putativos foram submetidas 4 duplicagdo cromossémica e as
plantas duplicadas foram transplantadas a campo para a obten¢do de linhagens DH. As
unidades de sementes, plantulas e plantas em cada etapa da metodologia foram quantificadas
para o estudo da eficiéncia relativa na obtencio de DH. Também foram coletadas amostras
foliares das linhagens DH para genotipagem por meio de marcadores SNP (Single nucleotide
polymorphism). As taxas de inducdo de haploides (HIR), sementes diploides (DSR) e
inibidas (ISR) foram analisadas por meio de um modelo linear generalizado misto
considerando  distribuicdo logit multinomial. As eficiéncias relativas das fontes de
germoplasma e geracoes em cada etapa da metodologia DH foram estimadas por meio de
porcentagem. Os marcadores SNP foram utilizados em estudos de diversidade genética,
estrutura populacional e desequilibrio de ligacdo. Os valores médios observados para as taxas
de HIR, ISR e DSR foram, respectivamente, 1,23%, 23,4% e 75,2% para a geracdo Fi e
1,78%, 19,6% e 82,3% para a geragdo Fz. O maior valor de HIR na F» ocorreu devido a
segregacdo dos genes que inibem o marcador R7-#avajo durante a indugdo de haploides.
Entretanto, apesar da geragdo Fs apresentar maior HIR, ela nio deve substituir a Fi, uma vez
que se perde tempo com um ciclo adicional. A eficiéncia relativa na obtenc¢io de linhagens
DH apresentou o mesmo valor (0,4%) para as geracSes Fi e Fa, indicando que a escolha da
geragdo ndo interfere na quantidade de DH produzidos. As estimativas dos parametros
populacionais para as linhagens DH obtidas de geracdo Fi apresentaram valores para
variancia genética (Vg) de 700,55, tamanho efetivo populacional (N.) de 43,1, diversidade
genética de Nei (GD) de 0,28 e conteudo de informagdo polimoérfica (PIC) de 0,23. Para a
geracdo Fs as estimativas foram de V=0648,88, N.=39,61, GD=0,26 e PIC=0,22. Os valores
de desequilibrio de ligacao foram de 0,069 na geracio Fi e de 0,067 na geracdo Fa. Ou seja, as
linhagens DH oriundas destas duas geragbes apresentaram magnitudes semelhantes de
diversidade genética e de desequilibrio de ligacio. O uso da geracdo F» teoricamente
permitiria obter maior variabilidade genética, devido a recombinac¢io adicional. Entretanto,
neste trabalho esta tendéncia nio foi observada. Com isto, em milho tropical, recomenda-se
o uso da geracio Fi para a obtencdo de DH, por apresentar o melhor balanco entre tempo e
variabilidade genética.

Palavras-chave: Linhagens indutoras; Genes de inibicdo; SNP; Estrutura
populacional



ABSTRACT

Doubled haploids in tropical maize: effect of F; and F, generation on the expressiveness of

R1-navajo, lines obtaining and genetic variability

Among the several questions involving doubled haploid technology (DH), one that
has been little discussed is the generation in which one should induce haploids, in the Iy or
Fa. Overall, the Iy generation has been the most used. However, their constant use can lead
to losses of genetic gains with the selection cycles due to the lower number of
recombination. Thereby, some authors advise the use of F in inductions, which would allow
greater gains in genetic variability. Thus, the objectives were to check the effect of the Iy and
F» generations on the expression of the R7-#avajo in tropical germplasm, on the relative
efficiency of each step of the methodology and the genetic variability of the DH lines
obtained. For this purpose, five germplasm sources, in Fi and F» generations, were crossed
with the tropicalized haploid inducer LI-ESALQ. The seeds from this cross were grouped
using the R7-navajo marker into three classes: putative haploids, diploid and inhibited. Then,
putative haploid seeds were submitted to chromosome duplication, and the duplicate
seedlings were transplanted to the field in order to obtain DH lines. Hence, seed, seedling,
and plant at each stage of the methodology were quantified to study the relative efficiency in
developing DH lines. Moreover, leaf samples from the Do lines were collected for
genotyping using SNP (Single nucleotide polymorphism) markers. Finally, the haploid
inducer rate (HIR), diploid seed rate (DSR) and inhibited seed rate (ISR) were analyzed using
a generalized linear mixed model considering multinomial logit distribution. The relative
efficiency of germplasm sources and generation in each stage of the DH methodology was
estimated by percentage. SNP markers were used in studies of genetic diversity, population
structure, and linkage disequilibrium. The observed mean values of HIR, ISR and DSR were,
respectively, 1.23%, 23.4% and 75.2% for the Fi generation and 1.78%, 19.6% and 82.3%
for the F» generation. The higher value of HIR in F» occurred due to the segregation of
genes, which inhibit the R7-#avajo marker during haploid induction. However, in spite of the
higher value of HIR for F» generation, it should not replace F; since time is lost with an
additional cycle. The relative efficiency observed in the obtention of DH lines was the same
value (0.4%) for generations Fi and F», indicating that the choice between those generations
does not interfere with the quantity of produced DH. Estimates of the population
parameters for the DH lines obtained from F; generation presented values for genetic
variance (VG) of 700.55, effective population size (Ne) of 43.1, Nei’s genetic diversity (DG)
of 0.28 and polymorphic information content (PIC) of 0.23. For F, generation the estimates
were VG = 648.88, Ne = 39.61, GD = 0.26 and PIC = 0.22. Linkage disequilibrium values
were 0.069 in the Iy generation and 0.067 in the F2 generation. Thus, DH lines from these
two generations showed similar values of genetic diversity and linkage disequilibrium.
Nonetheless, the use of the F» generation theoretically would allow obtaining greater genetic
variability, due to the additional cycle of crossing-overs. However, this trend was not
observed in this study. Thus, in tropical maize, the use of the Fi generation to obtain DH
lines is recommended, because it performs the best balance between time and genetic
variability.

Keywords: Haploid inducer lines; Inhibition genes; SNP; Population structure
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a obtencdo de linhagens duplo-haploides (DH) em milho tem se
tornado uma pratica comum em instituicdes publicas e privadas em todo o mundo. Isto ¢ devido
a esta permitir a obtengao rapida de linhagens completamente homozigotas, propiciando material
teste para uma selecdo mais confiavel do que via linhagens obtidas por meio de autofecundagdes
sucessivas. Além disso, a implementagao desta tecnologia em um programa de melhoramento
aumenta o ganho genético, simplifica a logistica utilizada no desenvolvimento e manutencao das
linhagens, possibilita um facil registro de variedades de plantas e potencializa o desenvolvimento
de novos hibridos (MELCHINGER et al., 2005; MELCHINGER et al., 2016a).

Resumidamente, a metodologia DH ¢ classificada pelas seguintes etapas: 1) cruzamento
entre uma linhagem indutora de haploidia e genétipo doador; 2) sele¢ao de sementes de putativos
haploides por meio do marcador R7-77 (NANDA; CHASE, 1966); 3) duplicagao cromossomica,
4) autofecundagdo das linhagens D, para obten¢do das linhagens D, (MELCHINGER et al,,
2005) e 5) inicio dos festerosses e multiplicagdo das linhagens D, para serem inseridas no programa
de melhoramento.

As primeiras linhagens indutoras de haploidia que surgiram, Stock 6 (COE, 1959) e W23
(KERMICLE, 1969, 1971), sao de origem temperada. A partir delas foram desenvolvidas outras
linhagens com maiores taxas de inducao e adaptacao, tanto em ambiente temperado como
tropical. Hoje, as linhagens temperadas com maiores taxas de indugao de haploides (HIR), sao
derivadas da linhagem ginogenética Stock 6: WS14 (LASHERMES ¢ BECKERT, 1988), RWS
(ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005), HZI1(ZHANG et al., 2008), PHI (ROTARENCO et
al., 2010). Ja em pafses de clima tropical o que se observa é uma implantagao mais lenta da
tecnologia (PRIGGE et al,, 2012c), apesar das etapas da metodologia nio serem afetadas por
condi¢des climaticas (PRIGGE et al.,, 2011). Este atraso ocorre principalmente devido a nao
adaptacao dos indutores de haploidia ao clima tropical e a escolha do ambiente em que a
metodologia é implementada, visto que as linhagens D, exigem um ambiente imido com
temperaturas amenas para que os graos de poélen e estilo-estigma se desenvolvam bem para a
realizacio da autofecundacdo. Neste contexto, o Centro Internacional de Melhoramento de
Milho e Trigo (CIMMYT) tem desenvolvido indutores tropicais de haploidia com altas HIR, tais
como Tail 8 e Tail 9, em parceria com a Universidade de Hohenheim. Em nossa universidade nés
temos um indutor de haploidia ginogenético tropicalizado, LI-ESALQ, proveniente do
cruzamento entre (W23xStock6) x hibrido tropical, o qual ainda nao foi estudado quanto as taxas

de indugao de haploides e eficiéncia na obtencao de linhagens DH.
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A escolha das fontes doadoras que serdo utilizadas na indugao de haploides depende dos
objetivos do programa, podendo ser extraidas linhagens DH de populagdes ou hibridos. Em
outra abordagem, que nao seja a de obtenc¢ao de hibridos imediata, o uso da tecnologia DH pode
permitir o resgate de linhagens elite ou selvagens, a partir da indugao de haploides nestas fontes
(BOHM et al., 2017). Em um esquema padrio de obtencio de DH, a geracio F, tem sido
preferencialmente utilizada como popula¢io base (MELCHINGER et al., 2005; SMITH et al.,
2008), enquanto que indugoes envolvendo a geragio F, tem sido pouco abordadas no meio
cientifico. Além disso, utilizar geragdes mais tardias que a F, ndo faz sentido na tecnologia DH, ja
que o objetivo ¢ acelerar o processo de obten¢ao de linhagens. Atualmente, todos os estudos
publicados que envolvem esta questdo sao relacionados a regides de clima temperado ou de
simulacao (BERNARDO, 2009; SLEPER; BERNARDO, 2016), de modo que as regides de
clima tropical foram pouco abordadas até o momento.

Dentre as vantagens de se utilizar a geragao F, na induc¢ao de haploides, esta o ganho de
tempo na obtencdo das linhagens DH e a possibilidade de se manter combinagdes favoraveis
existentes nas linhagens parentais, uma vez que a recombinacdo dos genes ligados ocorrera
somente na meiose que ird originar o gameta responsavel pela formagao da semente haploide
(PIERRE et al., 2011). Por exemplo, em estudos de simulagao foi observada heranca de cerca de
50% de grandes blocos génicos intactos de 7 em cada 10 cromossomos parentais (SMITH et al.,
2008). No entanto, o uso constante da geragao F, ao longo dos ciclos de selecao tem gerado
discussoes no meio cientifico. Uma das questoes abordadas é em relagdo a taxa de recombinagao
nessas linhagens ser menor que em linhagens convencionais, o que podetia acarretar em um
decréscimo na resposta dos ganhos de selecao (RIGGS; SNAPE, 1977; JANNINK; ABADIE,
1999). Por outro lado, ao utilizar a geracao I, na indu¢ao de haploides, haveria um ciclo a mais na
etapa de melhoramento, o que, teoricamente, aumentaria a variabilidade genética das linhagens
obtidas, mas também o tempo e os custos. Além disso, por meio de indugoes de haploides em
geragao I, é esperado cerca de 50% a mais de crossover que nas indugdes que ocorrem em
geragao F,. Assim, por meio do uso da geracdo F, ocorre maior rompimento nas associagoes
desfavoraveis, enquanto que no uso da geracao I ocorre maior preservacio de associagdes
favoraveis (SLEPER; BERNARDO, 2016). Além disso, na etapa de induc¢ao de haploides em
geragdo I, as plantas menos vigorosas e menos sadias podem ser descartadas no campo, ao
contrario das plantas em geracao F, as quais apresentam fenotipo semelhante (BERNARDO,
2009). Diante das particularidades de cada geragao, os autores Sleper e Bernardo (2016) afirmam
que a escolha de qual delas utilizar na indugdao de haploides depende dos objetivos de cada

programa de melhoramento, e do tempo e recursos que o melhorista pode investir na
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metodologia. No entanto, é importante discutir a respeito do custo e beneficio do uso de cada
gera¢do na indugao de haploides em clima tropical.

Apds a obtencio das sementes provenientes do cruzamento entre a fonte de
germoplasma com o indutor, os putativos haploides sio selecionados pela cor, devido a presenca
de antocianina nas sementes, ocasionada pelo marcador R7-7 (NANDA; CHASE, 1966). Este
marcador ¢é largamente utilizado, porém neste processo ocorre a presenca de muitos falsos
positivos. Com isto, varias metodologias ja foram desenvolvidas para complementar o R7-7, tais
como o teor de 6leo (MELCHINGER et al., 2014), a presenca e auséncia de ligula (PRIGGE et
al., 2012a), a presenca e auséncia de ghssy € a resisténcia a herbicidas (MELCHINGER et al.,
2016a), e o uso de citometria de fluxo (BATTISTELLI et al., 2013; COUTO et al., 2013). Estas
metodologias possibilitam que os individuos haploides sejam selecionados com maior
confiabilidade, visto que o marcador R7-77 possui expressividade variavel que depende do
germoplasma utilizado como doador (PRIGGE et al,, 2011), ou ainda, pode ser inibido pela
presenca de genes especificos presentes em germoplasma tropical (CHAIKAM et al., 2015). O
germoplasma do milho tropical ndo possui em sua constituicdo os genes que atuam na rota da
expressdao da antocianina. Por outro lado, possui genes mutantes conhecidos como C7-1, C2-1df e
in-1D, que atuam no sentido de impedir a expressio de antocianina nas sementes (COE et al.,
1988; STINARD; SACHS, 2002). Na presenca destes genes, a inibicdo pode ser total ou parcial,
dependendo de como os alelos estarao presentes, se de modo homozigoto ou heterozigoto
(CHAIKAM et al.,, 2015). Assim, supondo-se por exemplo, que um germoplasma com bom
desempenho agronomico possua os genes inibidores da antocianina, seu uso na obten¢ao de
novas linhagens DH seria dificultado. Neste contexto, é importante ressaltar que o
comportamento destes genes inibidores na obtengao de haploides tropicais a partir de geragdes I,
e F, ainda nao foi estudado em milho tropical.

Outro fator importante na obtenc¢ao de linhagens DH ¢ a analise das etapas utilizadas na
metodologia em relagdio as suas eficiéncias. Neste contexto, Melchinguer et al. (2016b)
detalharam estas etapas e apresentaram resultados relacionados com os custos de produgao das
linhagens e de produtos antimitéticos utilizados na duplicagdo cromossomica. Entretanto até o
momento nao ha na literatura um estudo detalhado das etapas e suas eficiéncias relativas,
considerando indugdes em geracdes I, e I, ou mesmo, milho tropical. Estes resultados poderiam
auxiliar na identificagao das etapas criticas da metodologia, direcionar a sele¢ao e o melhoramento
de indutores para estas etapas, além de oferecer um planejamento da logistica necessaria para

cada fase da metodologia, em fun¢ao do nimero de DH pretendido.
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1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo geral

Analisar o efeito das gera¢oes F, e I, de cinco fontes de germoplasma de milho na

obtencao de linhagens duplo-haploides em clima tropical.
1.1.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito das geracdes F, e F, na expressio do R7-7 em germoplasma
tropical.

2. Estudar a eficiéncia relativa de cada uma das etapas da metodologia de obtenc¢ao de
DH considerando as geracoes F, e F, como populacio de inducio.

3. Analisar o efeito das geragoes I, e I, na variabilidade genética entre linhagens DH
obtidas a partir de cinco fontes de germoplasma.

4. Avaliar a taxa de indugao de haploides do indutor LI-ESALQ.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Duplo-haploides no melhoramento de milho

Na cultura do milho, o vigor hibrido descrito por Shull (1908, 1909, 1910), tem sido
uma das mais valiosas contribui¢des praticas do melhoramento genético ao ser humano e a
agricultura mundial. Por causa dele a superioridade dos genoétipos heterozigotos tem sido
explorada ha muitos anos, possibilitando rentabilidade no mercado de sementes. A partir dos
principios fundamentais desenvolvidos por este pesquisador, hoje se sabe que para obter hibridos
com alto desempenho ¢é necessirio o cruzamento entre linhagens elite divergentes e
complementares geneticamente (SOUZA JUNIOR, 2001). No entanto, a etapa de obtencio
dessas linhagens é demorada e cara, e com seis geragoes de autofecundagdo a homozigose dos
locos atingem aproximadamente 99,22%. Devido a isso, os melhoristas de milho tém buscado
por inovagdes tecnologicas que possam complementar a obtengao de linhagens elite e uma dessas
tecnologias é a obteng¢do de linhagens DH. Nas ultimas décadas os DH tém sido largamente
utilizados nos programas de melhoramento permitindo uma redugdo de custo e aceleracio do
processo de obtencdao de linhagens e consequentemente de hibridos (MELCHINGER et al,,
2013).

Por causa deste sucesso, ¢ importante introduzir o conceito de DH e explicar sobre suas
vantagens e a metodologia envolvida na sua obtengao. Os DH sdo definidos como um genétipo
ou planta que teve suas células haploides duplicadas espontaneamente ou artificialmente por meio
de antimit6ticos. Os DH formados a partir de duplica¢des espontaneas nao sio vantajosos para
serem utilizados em programas de melhoramento, uma vez que a duplicacio ocorre de forma
aleatéria e em menor porcentagem, tornando trabalhosa a selecao dessas linhagens no campo
(WU et al., 2014). Uma técnica que poderia ser utilizada para selecionar os DH neste caso seria a
citometria de fluxo que quantifica o DNA, no entanto, considerando uma producio de linhagens
em massa, seria necessario analisar todas as plantas no campo, o que torna esta técnica
ineficiente. Ja na duplicagdo artificial a metodologia pode ser controlada e os protocolos podem
ser ajustados para que a duplicagdao seja maximizada, e o melhorista tem um controle maior das
plantas que foram duplicadas. Por causa disso a duplicacio cromossomica artificial tem sido
largamente utilizada na obtengdo das linhagens DH.

Dentre as vantagens da tecnologia DH ¢ importante citar algumas mais relevantes:

1) O ganho no tempo em relacao as linhagens convencionais, visto que sao necessarios
apenas tres ciclos de melhoramento para obter as linhagens DH, a partir de indugdes em

geracao I, (Tabela 1).



16

Tabela 1. Comparagdes entre ciclos e etapas utilizadas na obtenc¢ao de linhagens convencionais e duplo-
haploides em milho

Linhagens convencionais Linhagens duplo-haploides
Ciclos Etapas Colheita Etapas Colheita
1 Linhagem A x Linhagem B Fi Linhagem A x Linhagem B Fi
2 Formagao de_ populago So Inducio de haploides Putativos haploides
recombinante
3 So- autofecundagio St Duplicacio crNomossémica ¢ Dy
autofecundacdo de Dy

4 Si - autofecundacio S, Multiplicagdo de linhagem Dy D>

5 S; - autofecundacio S3

6 S3 - autofecundacao Sy

*Inicio dos zest-crosses

2)

3)

4)

5)

0)

1)

Obtencdao de material 100% em homozigose, porcentagem que nido se atinge em
linhagens recombinantes, que pode ja ser cruzado com testador, sendo a selecio mais
confiavel e preditiva que o uso de linhagens convencionais (SMITH et al., 2008).
A reducio de custos, de mido de obra necessiria nas autofecundacdes e o trabalho
laboratorial. Simplificando a logistica por tras da obtenc¢ao de linhagens recombinantes os
recursos podem ser realocados em novos ciclos de melhoramento para obtenc¢do de mais
linhagens DH ou de testes para obtencao de hibridos. Além disso, os esforcos para
manutengao de linhagens é menor (ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005).
Maximiza a variancia genética entre as linhas DH e facilita a selecio de caracteristicas
quantitativas (BORDES et al., 2000).
Possibilita maior eficiéncia e precisao de selegdo, principalmente se combinada com o uso
de marcadores moleculares (GEIGER; GORDILLO, 2009; ROBER; GORDILLO;
GEIGER, 2005). Ainda, os marcadores moleculares permitem que o germoplasma
feminino e masculino dos hibridos doadores seja acessado (HECKENBERGERA et al.,
2005).
E por fim, se um melhorista de milho tiver a pretensio de registrar e proteger uma
cultivar, as linhagens DH cumprem os critérios da DHE (distinguibilidade,
homogeneidade, estabilidade) perfeitamente, devido a sua completa homozigose
(GEIGER; GORDILLO, 2009).

Em relagao as desvantagens da tecnologia podem ser citadas:
O menor numero de recombina¢des em linhagens DH quando comparada com as
linhagens convencionais. Além disso, no processo de obten¢ao de linhagens DH ocorre

uma rapida endogamia que impossibilita a selecao dos melhores genétipos. Ao contrario,
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na obtengdao de linhagens convencionais a selecio dos melhores gendtipos ocorre em
cada ciclo de autofecundagio, o que possibilita que diversas caracteristicas sejam fixadas.

2) A auséncia de indutores tropicalizados que dificultam o uso da tecnologia no Brasil.

3) A periculosidade do antimitético colchicina utilizado na duplicagdo cromossomica, sendo
importantes estudos que visem sua substitui¢ao por outros produtos.

4) A influéncia ambiental e do genétipo doador na expressao de antocianina nas sementes.

5) A autofecundagao das linhagens D, que pode ser prejudicada por chuvas em excesso.

A metodologia para a obtengao dos DH inicia-se com a polinizacio de fontes de
germoplasma, selecionadas pelo melhorista, com a linhagem indutora de haploidia utilizada como
doadora de pélen. Deste cruzamento sao obtidas sementes haploides que sao entdo selecionadas
visualmente, uma a uma, para serem submetidas ao protocolo de duplicacio cromossémica. A
selecio de sementes haploides ¢ possibilitada pela coloragao arroxeada causada pelo gene
dominante do sistema R7-navajo (R7-1j), na aleurona e endosperma das sementes (COE, 1964).
Assim, as sementes com embrido branco e endosperma roxo siao selecionadas como individuos
haploides, sendo as outras descartadas por serem consideradas diploides. Esta selecao pela cor
ocorre devido ao seguinte processo, considerando o alelo do R7-7/ como R,R, por exemplo: no
endosperma o tecido ¢ triploide, sendo um alelo do parental masculino e dois do feminino. No
caso das sementes induzidas, um alelo seri do indutor e os outros dois serdo da fonte de
germoplasma utilizada, sendo o endosperma constituido por Rr, o que causa a expressao da
antocianina na aleurona das sementes. No embridao, a constitui¢ao alélica ¢ diploide, assim, se
ocorrer a fertilizacdo e a formagao de uma semente diploide a constitui¢ao dela sera Rz, ou seja,
o R7-nj vai se expressar. Se o embrido se desenvolver em uma célula haploide, sua constituigao
sera r, impedindo a expressao do R7-#, pois o embrido nao contém o genoma da linhagem
indutora que carrega o alelo marcador (NANDA; CHASE, 1966, PIERRE et al., 2011).

Apesar de parecer uma etapa facil, o marcador R7-7 tem expressividade variavel, e pode
ter expressao fraca na aleurona, nao fornecendo uma indica¢do precisa das sementes haploides e
por causa disso as sementes selecionadas sio chamadas de haploides putativos, ja que havera
falsos positivos na amostra. Outra questao relacionada ao marcador é que as fontes de
germoplasma tropicais possuem genes inibidores que impossibilitam a expressividade do R7-7
(CHAIKAM et al.,, 2015), diminuindo a eficiéncia da técnica nestes locais, tema que sera discutido
no préximo tépico.

A duplicagdo cromossomica artificial é realizada com antimitéticos que bloqueiem a

divisao celular. Ultimamente a colchicina é um dos bloqueadores mitéticos mais utilizados nos
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protocolos de duplicagdo cromossomica por possibilitar resultados eficientes (PRASANNA,
CHAIKAM, MAHUKU, 2012). No entanto, existem pesquisas relacionadas a sua substitui¢ao
por produtos mais baratos e menos cancerigenos (MELCHINGER et al., 2016b). Esse agente se
liga a tubulina e inibe a polimerizacio dos microtibulos que compdem as fibras dos fusos, nao
havendo, assim, a migra¢ao dos cromossomos para os polos das células. Dessa forma, as células
que anteriormente eram x (haploides) passam a ser 2x (diploides)(PIERRE et al., 2011). Apés a
duplicagdo cromossomica artificial as plantas sdao transferidas para o campo. Em milho, cerca de
30% das plantas haploides submetidas ao tratamento com colchicina conseguem ser
autofecundadas e produzir as sementes que serao 100% homozigoticas. Essa fase é conhecida
como duplo- haploide de primeira geracao (D) (PRIGGE; MELCHINGUER, 2012) e a partir
da multiplicagao dos D, sao obtidos os duplo-haploides de segunda geragao (D,) (Figura 1). A
partir dos D, ocorre a multiplica¢ao de sementes e podem ser iniciados os primeiros processos de

test-crosses (FRITSCHE-NETO, GARBUGLIO, BOREM, 2013).

Indutor

ginogenético Selegao de
i

putativos haploides |  Dyplicacdo cromossomica

x — (R7-navajo) S DO — D1

-
Doador ¢ piu 0%

(hibrido, populagéo)

Figura 1. Esquema das etapas utilizadas na obtencéo de linhagens duplo-haploides em milho

2.2. Indugdao em milho tropical e a presenca de genes inibidores

Como dito anteriormente, a primeira etapa na obtencao dos DH envolve polinizagoes
com uma linhagem indutora de haploidia. As primeiras linhagens indutoras descobertas no meio
cientifico foram a W23 (KERMICLE, 1969,1971), com taxa de indu¢ao de haploides (HIR) entre
1 a 2% e a Stock 6 (COE, 1959; COE; SARKAR, 1964) com HIR de 2 a 3%. A partir destes
gendtipos indutores de haploidia os geneticistas incorporaram o marcador R7-7/ para facilitar a
selecdo das sementes e plantulas haploides (NANDA; CHASE, 1966; GREENBLATT; BOCK,
1967; CHASE, 1969). Através dos anos, novas linhagens indutoras foram desenvolvidas a partir
da Stock 6, a fim de alcangar maiores taxas de indugao de haploides e melhorar as caracteristicas
agronomicas das plantas. Estas linhagens sao conhecidas como ginogenéticas por serem utilizadas

como doadoras de pdlen, ou seja, o haploide formado carregara apenas o genoma da fonte de
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germoplasma usada no cruzamento, e nao do indutor. Dentre as linhagens desenvolvidas pode-se
mencionar as de origem temperada com HIR variando de 6 a 14%: WS14 (LASHERMES;
BECKERT, 1988), MHI (EDER; CHALYK, 2002), RWS (ROBER; GORDILLO; GEIGER,
2005), PHI (ROTARENCO et al., 2010), e as variedades de origem tropical desenvolvidas no
CIMMYT, que apresentam HIR de 8 a 10%, tais como Tail 8 e Tail 9 (PRIGGE et al., 2012a) ¢ o
indutor de raiz vermelha (CHAIKAM et al., 2016). As linhagens ginogenéticas sio utilizadas
preferencialmente na tecnologia DH por possuirem maior HIR que as androgenéticas, manejo no
campo facilitado devido a altura das plantas, permitindo que varios materiais possam ser
induzidos simultaneamente (FRITSCHE-NETO, GARBUGLIO, BOREM, 2013), e¢ pelas
sementes haploides herdarem o citoplasma e os cromossomos do doador. Ja a linhagem
androgenética W23, por ser utilizada como fémea, ndo conquistou o mercado de sementes e
institui¢oes publicas por possuir baixa HIR e produzir poucas sementes, e por resultarem em
linhagens DH pouco atrativas para o melhoramento de milho. Este fato se deve a constitui¢ao da
semente haploide que possuirda os cromossomos das fontes de germoplasma utilizadas, mas o
citoplasma sera da W23 (PRASANNA,CHAIKAM, MAHUKU, 2012), fato que diminui a
indugao haploide.

Apesar dos indutores de haploidia ginogenéticos serem muito importantes na obtengao
de linhagens DH, os mecanismos envolvidos no fendmeno da inducao de haploides nao foram
ainda definitivamente elucidados. Dentre os estudos relacionados ha duas hipoteses, a primeira é
de que irregularidades entre a microsporogénese e a fertilizagao, distorcida geneticamente,
incentivem o 6vulo haploide a se desenvolver sem que tenha ocorrido a fecundagio (CHALYK
et al., 2003; GEIGER; GORDILLO, 2009). BARRET et al. (2008) observaram distor¢ao de
segregacao no loco ggi/, no indutor PKO6, responsavel pela indugdao de haploides maternos. Este
alelo apresentou penetrancia incompleta, sendo um alelo mutante que atua no desenvolvimento
do pdlen do indutor. Assim, na presenca de distor¢ao de segregacao, a fertilizagao niao ocorre de
modo normal, formando o embrido haploide. A partir deste estudo, XU et al. (2013) detectaram
uma regido e a nomearam de sed7, sendo que ela engloba os genes envolvidos na distor¢ao de
segregacao responsavel pela indugao de haploides em milho. Em analises de QTL em populagdes
segregantes provenientes de cruzamentos com indutores de haploides maternos, foi observado
um QTL (ghirl) explicando 66% da variancia genética da HIR e um (¢hir8) explicando 22%. Os
resultados sugerem que a HIR e a falha na fertilizagdo sio fendmenos relacionados (PRIGGE et
al., 2012b). A segunda hipdtese dos mecanismos que podem acontecer na forma¢ao do embriao
haploide ¢ a elimina¢do cromossomica apos a fertilizagdo normal, sendo que analises citolégicas

revelaram a presenca de microntcleos em células mitdticas de 6vulos fertilizados e de
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mixoploides em raizes de plantulas haploides (ZHANG et al.,, 2008; ZHAO et al., 2013; QIU et
al., 2014). LI et al. (2009) encontraram evidencias de eliminagao cromossomica a partir do estudo
de introgressao de DNA do indutor nas sementes haploides e concluiram que as eliminagdes
podem ser iniciais ou tardias durante a fertilizagdo, resultando em porcentagens de introgressao
ou eliminagio total do genoma do indutor.

Apresentado alguns dos mecanismos envolvidos na indugdo de haploides e as linhagens
indutoras utilizadas hoje na tecnologia DH, é importante discutir dois entraves da obtencdo e
selecao das sementes haploides em paises de clima tropical. O primeiro deles é a tropicalizacio
das linhagens indutoras, visto que dificilmente elas produzem poélen, possuem resisténcia a
doengas e se desenvolvem para serem incorporadas num programa de melhoramento. Como
dito, no CIMMYT foram desenvolvidos indutores a partir de cruzamentos entre as linhagens
indutoras e linhagens tropicais adaptadas (PRIGGE et al., 2012a) que possibilitaram as pesquisas
de DH na instituicao desde entdo. No Brasil, as empresas privadas sao detentoras dos indutores
tropicalizados e ndo difundem os resultados de suas pesquisas, sendo que nas universidades
publicas o uso de indutores tropicais é incipiente. O segundo entrave esta relacionado a
expressividade de antocianina no germoplasma tropical. O gene R7-navajo possui um alelo
dominante que promove a pigmentagao com antocianina nas sementes, NO eNtanto sua expressao
val variar devido a influencia do background genético das fontes de germoplasma, devido as
mudancgas ambientais e épocas de plantio (KEBEDE et al,, 2011; PRIGGE et al,, 2011) e ainda,
devido a alguns genes inibidores presentes nas fontes de germoplasma tropicais, sendo que estes
fatores dificultam a selecdao das sementes haploides. Dentre os alelos dos genes inibidores pode-
se citar os C7-I, C2-1df e in-1D (STINARD; SACHS, 2002), que atuam na rota da antocianina,
impedindo a coloragdo arroxeada no embrido e endosperma das sementes. Se na fonte de
germoplasma utilizada houver a presenca de alelos inibidores dominantes C7-1, as sementes
provenientes dos cruzamentos entre indutor de haploidia e doador serio sem coloragio,
impossibilitando a selecao das sementes haploides pelo R7-7. Na presenca de outros alelos
inibidores, C2-1df e in-1D, a expressividade de antocianina pode ser segregante, o que possibilita
que as sementes com coloragdo arroxeada somente na aleurona sejam selecionadas como
haploides enquanto que aquelas que nao possuirem coloraciao sejam descartadas (CHAIKAM et
al., 2015).

Por causa deste entrave na expressividade de antocianina nas sementes, devido a
presenca de genes inibidores, o CIMMYT desenvolveu um indutor de haploidia ginogenético
com raiz vermelha que possibilita que as sementes provenientes dos cruzamentos entre indutor

de haploidia e germoplasma tropical sejam selecionadas quando a expressao da antocianina for
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incompleta ou nao ocorrer. A HIR deste indutor é de 8,6 a 10,2% e a selecio ocorre apds a
germina¢ao das sementes, de forma rapida, pois as raizes dos haploides ficam brancas e dos
diploides vermelhas. No entanto, apesar de apresentar uma solu¢ao na selecao dos haploides e
possuir boa HIR, este indutor nio apresentou desempenho agrondomico desejavel devido o
experimento ter sido conduzido entre indutores temperados e acessos selvagens (detentores da
coloracao vermelha da raiz), e ser testado em condicGes tropicais, sendo necessarias ainda etapas

de melhoramento para o indutor ser utilizado largamente (CHAIKAM et al., 2016).

2.3. Geragao de indugdo e variabilidade genética

A escolha da fonte de germoplasma doadora e a geracdo em que ela se encontra sao
fatores que também devem ser discutidos na tecnologia DH devido a sua influéncia na HIR e na
obtengdo de linhagens com maior variabilidade genética.

A fonte de germoplasma influencia na indugao de haploides, sendo importante num
programa de melhoramento selecionar ndo s6 o material com base nas suas caracteristicas
agronomicas, mas também quanto a sua HIR, a fim de que o melhorista de milho ndo perca
tempo e dinheiro em indu¢des que nao vao trazer beneficios (KEBEDE et al., 2011; PRIGGE et
al., 2011). Além disso, considerando um germoplasma tropical, ele ainda deve ser escolhido
quanto a sua influéncia na expressividade de antocianina devido os genes inibidores (CHAIKAM
et al., 2015). Ja a geracao que deve ser utilizada na indu¢do é uma questio pouco discutida no
meio cientifico, sendo encontrados até o momento dois trabalhos em clima temperado, um com
dados simulados (BERNARDO, 2009) e um com dados reais (SLEPER; BERNARDO, 2016).
Na pratica, os DH sdo produzidos a partir da geracao F; (MELCHINGER et al., 2005; SMITH et
al., 2008) por acelerar o processo e constituir uma amostra da viabilidade genética que se
expressaria na geracao F,.

Utilizando a geragao F, ¢ possivel manter blocos génicos parentais nas linhagens DH,
uma vez que a recombinagao de genes ligados vai ocorrer somente em uma meiose (PIERRE et
al., 2011). Dependendo do objetivo do programa de melhoramento pode ser vantajoso ter 95%
dos locos ligados nao recombinados (SMITH et al., 2008). Entretanto, alguns autores discutem a
respeito da perda de ganho genético entre os ciclos de selecao, com a reduzida porcentagem de
recombinacdo causada pelo uso constante da geracio F, (RIGGS; SNAPE, 1977; JANNINK;
ABADIE, 1999). Ao contrario, ao utilizar a geragao F, aumenta-se um ciclo para obter linhagens
devido a autofecunda¢ao da geragao F,. Porém o atraso de mais um ciclo gera 50% a mais de

recombinantes nas linhagens DH e possibilita uma sele¢io das melhores plantas na indu¢ao de
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haploides, o que nao é possivel na geracao F,, visto que as plantas sio geneticamente idénticas

(Figura 2) (SLEPER; BERNARDO, 2016).

Linhagem A X Linhagem B

i |»ﬂ3i!fim
i e Y

Populagio haploide - Fq Populagio haploide - Fp
Populagiao duplo-haploide - Fq Populagiao duplo-haploide - F

Figura 2. Esquema representando as recombinacdes que ocorrem em um alelo, em indu¢des de haploides

a partir de geragoes Iy e F2 em milho.

Em estudo de simulagao foi observada uma maior resposta de sele¢ao em linhagens DH
obtidas de geragao I, que I, quando o nimero de QTL utilizado foi maior que 200. Em ciclos
continuos de selecio o ganho foi de 103% no ciclo 5 para 106% no ciclo 15. A indu¢ao de
haploides também pode ser realizada a partir de geracoes I, e F,, porém com adicionais ciclos de
autofecundacio o que ocorre é uma diminuicdo na porcentagem de recombinacido, e utilizar
geragoes a partir da F, aumenta o tempo de obtencao de linhagens e posteriormente de hibridos
para o mercado, inviabilizando a légica da metodologia DH (BERNARDO, 2009). De acordo
com Sleper e Bernardo (2016), a escolha da geracao F, ou F, na inducao de haploides vai
depender dos objetivos do melhorista, visto que cada uma apresenta suas vantagens e
desvantagens proprias. No entanto, é importante discutir a respeito de qual delas apresenta maior
custo beneficio na obtencao de linhagens DH em clima tropical.

Alguns autores tem discutido o uso da indugdo de haploides e obtengdo de DH como
forma de resgatar diversidade genética em populagoes selvagens de milho flint. Ao contrario do
milho dent, que possui um pool génico abrangente originado dos EUA e sul da Europa, o qual
possibilita o desenvolvimento de novas linhagens sem grandes preocupacées, o milho flint foi

extraido apenas das linhagens F2, F7, EP1 e DK105, apresentando baixa diversidade genética.
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Como o sucesso na taxa de autofecundagdes em milho selvagem ¢é extremamente baixo, devido
os alelos deletérios e a perda de vigor, tem-se discutido o uso da tecnologia DH na obten¢ao de
novas populagdes de milho flint (STRIGENS et al., 2013). BOHM et al. (2017) compararam
varias caracteristicas de linhagens elite dens, linhagens selvagens que originaram o grupo dent e
linhagens DH extraidas de milho dens selvagem. Os autores observaram maior resposta de sele¢ao
para a maioria das caracteristicas estudadas entre as linhagens DH obtidas que os outros

genotipos, indicando que a tecnologia DH ¢ interessante no resgate de diversidade genética.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Para a condugio do experimento foram selecionados cinco hibridos simples de milho
comercial, a fim de representar o germoplasma comercial brasileiro presente nas empresas
privadas. Para isso, foi selecionada uma fonte de germoplasma de cada empresa que possuem
mesma caracteristica de ciclo, porém diferentes origens e textura de griaos (Tabela 2). A partir
destes cinco hibridos simples foram formadas populagdes com uma geracao de endogamia. A
obtengao da geragio F, ocorreu em canteiros localizados no Laboratério de Melhoramento de
Plantas Alégamas da Universidade de Sao Paulo/ESALQ), na cidade de Piracicaba — SP (22°42' S,
47°38' W, 539m). As parcelas foram constituidas de linhas de 1,0 m de comprimento, utilizando-
se o espacamento de 0,85 m entre linhas e 0,20 m entre plantas. A semeadura ocorreu no verio,
na safra de 2013/2014. O manejo e os tratos culturais foram realizados de acordo com os
procedimentos recomendados para a cultura do milho (EMBRAPA, 2016). As sementes foram
colhidas, debulhadas e guardadas em camara fria para posteriormente serem utilizadas na etapa de

indugao de haploides.

Tabela 2. Fontes de germoplasma de milho utilizadas na indugao de haploides

Fontes de Germoplasma Textura do Grao Ciclo Transgénico Empresa
2B587PW Semidentado Precoce Sim Dow
30F53H Semiduro Precoce Sim Pionner
DKB390 Semiduro Precoce Nio Dekalb
STATUS VIPTERA Duro Precoce Sim Syngenta
BMS&20 Duro Precoce Nao Biomatrix

O estudo utilizou o indutor de haploidia ginogenético LI-ESALQ), o qual é proveniente
do cruzamento de duas linhagens indutoras W23 X Stock6, com um hibrido adaptado as
condi¢bes edafoclimaticas tropicais. Com isto, o indutor LI-ESALQ) ¢ mais adaptado ao clima e
solos brasileiros. Este indutor também possui heranga dominante do marcador R7-7, responsavel
pela expressao de antocianina no endosperma e embridao das sementes (NANDA; CHASE,

1966). Neste estudo o indutor LI-ESALQ foi utilizado como doador de pdlen.
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3.2. Indugao de haploides em clima tropical

O indutor tropical de haploidia LI-ESALQ foi utilizado na polinizagiao das 10 fontes de
germoplasma citadas anteriormente (os cinco hibridos de milho tropical e suas geracbes de
origem F, e FF,). O campo de indugdo de sementes haploides foi delineado em local isolado, na
area experimental do Departamento de Genética da Universidade de Sao Paulo/ESALQ, na
cidade de Piracicaba — SP (22°42' S, 47°38"' W, 539m) na safra de 2014/2015. As sementes do
indutor e das fontes de germoplasma foram semeadas em linhas de 7,0 metros, com numero
variavel de plantas dentro de cada parcela, sendo o espagamento entre plantas de 0,20 m e entre
linhas de 0,85 m. Em cada linha foram distribuidas duas sementes por cova, sendo o desbaste
realizado 20 dias apdés a emergéncia das plantas. Foi utilizado um delineamento de blocos
completos casualizados com trés repeticbes no tempo, sendo que as fontes de germoplasma
foram intercaladas por linhas do indutor, a fim de que houvesse condigdes ideais para a
polinizagao. Desse modo, foram utilizadas trés linhas do indutor e cinco das fontes de
germoplasma, sendo dispostas da seguinte forma: uma parcela composta pelo indutor, trés
parcelas das fontes de germoplasma, mais uma parcela composta pelo indutor, mais duas parcelas
das fontes de germoplasma e a ultima parcela sendo composta por sementes do indutor. Deste
modo, os plantios do indutor LI-ESALQ foram realizados em trés datas, espagadas por cinco
dias, por ele possuir florescimento precoce. No florescimento, as linhas de fémeas foram
despendoadas manualmente, a fim de garantir a polinizacio natural por meio das plantas do
indutor tropical de haploidia LI-ESALQ. Todos os tratos culturais foram realizados de acordo

com as recomendagoes para a cultura do milho (EMBRAPA, 20106).
3.3. Sele¢dao de sementes por meio da expressao de antocianina

Foi analisada a expressividade do marcador R7-7 nas diferentes fontes de germolplasma
e geragoes I, e FF, do més de fevereiro a julho no ano de 2015. Como mencionado anteriormente,
nem todo germoplasma do milho tropical possui em sua constituigao os genes que atuam na rota
da expressao da antocianina. Com isto, as sementes foram separadas de acordo com Nanda e
Chase (1960), e agrupadas em trés categorias:

1) Haploides putativos: sementes com embrido branco e endosperma roxo.

2) Diploides: sementes com embrido e endosperma roxo.

3) Inibidoras: sementes com auséncia total de coloragao roxa.
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As quantidades de sementes totais selecionadas como haploides putativos, diploides e
inibidoras a partir do marcador morfolégico foram utilizadas em anélises estatisticas

subsequentes.
3.4. Germinacgao e duplicagdo cromossomica artificial

Ap6s a classificagdo das sementes, foi realizada a duplicacio cromossémica artificial
utilizando o antimitético colchicina. Esta etapa foi conduzida no més de novembro de 2015 no
Laboratério de Melhoramento de Plantas Alégamas da ESALQ/USP. Para isso, as sementes dos
haploides putativos provenientes das trés épocas de semeadura foram misturadas, a fim de
otimizar tempo e recursos.

As sementes dos haploides putativos foram desinfestadas com hipoclorito 2% e
distribuidos em papel germitest umedecido com agua destilada para que ocorresse a germinagao.
Em seguida, as sementes foram enroladas no papel germitest e acondicionados em BOD, em
temperatura controlada de 25° C por 72 horas. Apos a germinagao, a fim de eliminar grande parte
dos falsos positivos, foi realizada mais uma etapa de sele¢ao. Nesta, as plantulas com alto vigor
foram descartadas por apresentarem fenétipo de sementes diploides. Além disso, algumas
sementes nao germinaram, sendo descartadas.

Realizada a selecao das plantulas de milho por meio do vigor, as plantulas restantes
foram submetidas ao tratamento com solu¢io de 0,06% de colchicina e 0,75% de
dimetilsulféxido (DMSO), por 12 horas (DEIMILING et al., (1997), com modificagao neste
trabalho na porcentagem de DMSO utilizado), e mantidas no escuro a temperatura ambiente,
cuja média do dia foi de 23,7° C. Finalizada a duplicacio artificial, as plantulas foram lavadas em
agua corrente por 40 minutos e entdo transferidas para copos plasticos contendo substrato para
plantas, da marca Basaplant, em casa de vegetacio no Departamento de Genética da
ESALQ/USP (22°42' S, 47°38" W, 539m). As plantulas duplicadas permaneceram por sete dias
em casa de vegetagdo, sendo irrigadas duas vezes ao dia. Devido ao calor e suscetibilidade ao
antimitético, algumas plantulas ndo suportaram a duplicagao artificial e morreram.

Para a analise da eficiéncia relativa do método foram contabilizadas as quantidades de
sementes germinadas, as quantidades que foram duplicadas e também as plantulas sobreviventes

em casa de vegetacio.
3.5. Conducao do experimento a campo apds duplicagdo cromossomica

Apos a etapa em casa de vegetagdo, as plantas duplicadas foram transplantadas para

condi¢cdes de campo, na drea experimental do Departamento de Genética da ESALQ/USP.
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Nesta etapa, as plantas de milho duplicadas sdo caracterizadas como D,, sendo consideradas
linhagens duplo-haploides, porém com pouca adaptagao.

No campo, as fontes de germoplasma e geracao constituiram de uma linha, sendo o
espacamento entre plantas de 0,20 m e entre linhas de 0,85 m. Nesta etapa nio foi utilizado
delineamento experimental. Os tratos culturais ocorreram como o recomendado para a cultura do
milho (EMBRAPA, 2016), no entanto, ndo foram aplicados herbicidas, uma vez que as linhagens
duplo-haploides sdo sensiveis a estes. Assim, o controle de plantas daninhas foi realizado de
forma mecanica.

Um més apds o transplantio, que ocorreu em dezembro de 2015, foi realizada uma nova
selecao e descarte de falsos positivos. Para isso, as plantas que apresentaram vigor, tais como
altura de mais de um metro e meio, caule grosso e com expressao de antocianina, folhas verde
escuro e penddo com muitas ramificagées, foram eliminadas (Figura 3). Esta sele¢ao permitiu que
permanecessem no campo apenas linhagens D,, e consequentemente, que fosse realizada a

estimativa da taxa de falsos positivos em cada geragao.

Figura 3. Area experimental das linhagens duplo-haploides (Dg). No centro da imagem é possivel
observar que toda a linha apresenta caracteristicas de linhagens duplo-haploides. Ao lado da linha central
de duplo-haploides ha falsos positivos (seta preta), que foram descartados.

A taxa de falsos positivos (FDR) refere-se a probabilidade de uma amostra ser negativa
verdadeira, ou seja, ¢ a propor¢io de sementes diploides presentes no grupo de sementes
selecionadas como haploides pelo marcador R7-7. Para estimar esta taxa foi utilizada a seguinte
equagao, conforme Melchinguer et al. (2013):

FP

FDR = ———
TP+ FP

em que, FP (falso positivo) ¢ a quantidade de sementes diploides no grupo de sementes haploides

selecionadas pelo marcador R7-#j e TP (verdadeiro positivo) é a quantidade de plantas haploides
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no campo apoés o desbaste. Também foi estimada a verdadeira taxa de indugdo de haploides (Real
HIR), dividindo as quantidades de plantas haploides no campo pelo numero total de sementes
induzidas em cada fonte de germoplasma.

A fase de florescimento das linhagens D, iniciou-se no final do més de dezembro de
2015 com duragio até o meio do més de janeiro de 2016. Nesta etapa foi realizada
autofecundagdo artificial com o objetivo de obter as linhagens D,. Todas as plantas que
apresentaram desenvolvimento de polen, até mesmo uma unica antera aberta, foram submetidas
a autofecunda¢ao manual. As espigas que apresentaram atraso na liberagdo do estilo-estigma
foram cortadas em 2 a 3 centimetros a partir do apice, para possibilitar o sincronismo do
crescimento do estilo-estigma com a liberagiao do pdlen pela planta.

Nesta etapa de conduc¢do do experimento em campo, foram contabilizadas as

quantidades totais de plantas D, e as quantidades de plantas D, que foram autofecundadas.
3.6. Colheita das espigas D,

As espigas das linhagens D, foram colhidas no final do ciclo das linhagens D, no més
de fevereiro de 2016, na maturidade fisioldgica da semente de milho (55 a 65 dias apds o
florescimento). Na etapa do florescimento das linhagens D, ocorreram muitas chuvas na cidade
de Piracicaba — SP, média de 267 mm (POSTO METEOROLOGICO DA ESALQ) e por causa disto
foram obtidas menos sementes que o esperado. As espigas D, foram selecionadas em funcao do

tamanho, da quantidade de sementes e da expressao do R7-7.
3.7. Analise de dados fenotipicos
3.7.1. Expressividade da antocianina devido o marcador R1-navajo

Para as analises estatisticas foram considerados os dados fenotipicos obtidos a partir da
selecdo de sementes nas categorias de haploides putativos, diploides e inibidoras. As quantidades
totais de sementes calculadas nestas categorias foram selecionadas por espiga e por meio do
marcador morfolégico R7-7 como descrito anteriormente. A partir destas quantidades foram
analisadas as taxas de indugdo de haploides (HIR), de sementes inibidas (ISR) e de sementes
diploides (DSR).

Os dados obtidos neste estudo sdao categdricos para as variaveis independentes e nossa
variavel de interesse consistiu nas contagens que obtivemos em cada categoria de semente (HIR,
ISR, DSR). Devido a esta estrutura dos dados, foi utilizado um modelo linear generalizado misto

com distribuicao logit multinomial, uma vez que este modelo nos permitiu predizer as
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probabilidades das diferentes taxas de sementes para as fontes de germoplasma e geragoes
utilizadas:

Y,

ki

=u+5,+G,+(SG), +B,+¢

kij

Y ~ Multinomial(N, )
B, ~N(0,0%)
£, ~N(0,07)

Sendo Y, 0 valor das taxas de HIR, ISR e DSR nas fontes de germoplasma £, geracoes 7
e blocos j, ¢ o valor da média geral, S, o efeito fixo da fonte de germoplasma £, G, o efeito fixo
da geragio #, (§G),, o efeito da interagdo de fontes de germoplasma x geragdo, B; o efeito aleat6rio
de blocos j e & o efeito do etro experimental.

Em relagdo a distribuicdo binomial foi utilizada a fungao /g7, cuja expressao é:

T pXif

D) =In(—— T = .
9=y m =

em que 7, ¢ a probabilidade de haver sementes haploides, diploides ou inibidas nas geragoes 7 ¢
fontes de germoplasma £ na i-ésima unidade de observagao (total de sementes).

Estas andlises foram realizadas com o procedimento PROC GLIMMIX do software
SAS (SAS UNIVERSITY EDITION, 2016). Os graficos relacionados a estes calculos foram
obtidos por meio do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009) do software R versio 3.3.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 20106).

3.7.2. Eficiéncia relativa na obtengdo de linhagens duplo-haploides

Para o estudo de eficiéncia relativa foram consideradas todas as etapas utilizadas na

obtencio das linhagens DH (Tabela 3):

Tabela 3. Etapas (E,) utilizadas na obtenc¢io de linhagens DH em milho

Etapa Descrigiao

1. Total de sementes de putativos haploides
Duplica¢dao cromossémica

Etapa em casa de vegetagdo

Campo

Campo ap6s descarte de falsos positivos
Autofecundagao de linhagens D,

Total de espigas colhidas

Total de espigas D,

Sl S N S o
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Desse modo, as quantidades de unidades presentes (sementes, plantulas e plantas, como
também sementes D,) em cada uma dessas etapas foram utilizadas na analise da eficiéncia
relativa. As analises foram realizadas conforme proposto por Melchinguer et al. (2016), porém

considerando todas as oito etapas. Assim, o efeito de cada etapa foi obtido por:

% = —* porcentagem per se de cada etapa (E,) em relagio a quantidade inicial de putativos
1

haploides (E)).

% r = — porcentagem relativa de cada etapa (E,) em relagdo a etapa anterior (E ).

n—1

As porcentagens per se (%) obtidas referem-se as etapas posteriores a germinagao de
putativos haploides, ou seja, indica quanto por cento de material biolégico foi perdido desde a
selecdo de putativos haploides até a obtengao das sementes D, propriamente ditas. Por outro
lado, as porcentagens relativas (%o) referem-se a quanto por cento de material biologico foi
perdido de uma etapa seguinte em relagao a ultima.

Os valores obtidos foram explorados de forma grafica e também em tabelas para
comparar as fontes de germoplasma e suas geracdes quanto as eficiéncias estudadas. Calculos de
porcentagens e porcentagens relativas possibilitaram que fossem realizadas comparagoes, uma
vez que nesta etapa do experimento nio houve repeticdes. E importante mencionar que as
quantidades iniciais de sementes variaram entre cada fonte de germoplasma e geraciao, sendo

todas elas utilizadas neste estudo.
3.8. Analise dos dados genotipicos

As analises dos dados genotipicos foram realizadas com o objetivo de quantificar a
variabilidade genética proveniente do uso da cada geracao e fonte de germoplasma nas inducoes
de haploides, como também verificar possiveis estruturagdes populacionais das linhagens DH

obtidas.
3.8.1. Genotipagem e controle de qualidade

Para os estudos de variabilidade genética por meio de marcadores moleculares foram
coletadas amostras foliares das linhagens D, obtidas de geragoes F, e F,, uma vez que o total de

linhagens D, obtidas nio foi suficiente para serem utilizadas nas analises genotipicas.
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As quantidades totais de linhagens D, em cada fonte de germoplasma e geracio
variaram entre si e foram menores que aquelas presentes no campo na etapa de autofecundagao.
Isto ocorreu porque foi feita uma amostragem das plantas que pudessem representar toda a

populacdo, sendo coletadas folhas das plantas isentas de doencas e daquelas que foram

autofecundadas (Tabela 4).

Tabela 4. Quantidades totais de linhagens Dy de diferentes geragdes e fontes de germoplasma que foram
genotipadas por meio de marcadores SNP

Fontes de germoplasma D,F, D/F,
30F53H 16 20
2B587PW 20 15
BMS820 19 14
STATUS VIPTERA 23 16
DKB390 17 13
Total 95 78

Cada uma das amostras foi genotipada com 7430 marcadores do tipo SNP. Esta etapa
foi realizada pela DuPont-Pioneer®, por meio da plataforma Illumina GoldenGate®. Os dados
genotipicos foram otimizados para serem utilizados nos estudos de variabilidade genética, sendo
excluidos os marcadores que apresentaram mais de 10% de dados perdidos ou mais de 10% de
heterozigosidade (SLEPER; BERNARDO, 2016), e aqueles que apresentaram menos de 5% de
menor frequéncia alélica (MAF). Os individuos que apresentaram heterozigosidade maior ou
igual a 10% também foram eliminados das analises de variabilidade genética por nao
corresponderem a linhagens DH e sim a falsos positivos.

Este controle de qualidade e a conversaio dos marcadores SNP para algarismos
numéricos foi realizada por meio da fungio raw.data() do pacote smpReady
(https://github.com/italo-granato/snpReady) do software R versao 3.3.1 (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 20106).

3.8.2. Andlise da varia¢dao genomica

Os parametros populacionais das linhagens DH provenientes das geragdes I, e I, foram
estimados para cada SNP, por grupo (geracées) e subgrupo (fontes de germoplasma), por meio
da funcio popgen() do pacote smpReady (https://github.com/italo-granato/snpReady) do
software R versao 3.3.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016), sendo estas:
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H +R
2x(D+H_ +R)

1) Minor allele Frequency (MAF= ) em que H, ¢ o total de locos heterozigotos para

o SNP avaliado, D ¢é o total de locos homozigotos para o alelo 7z R é o total de locos
homozigotos para o alelo ;’, sendo este ultimo alelo de menor frequéncia.

H
2) Heterozigosidade observada (H, =—————), em que H, ¢ o total de locos heterozigotos

D+H +R

para o SNP avaliado, D ¢ o total de locos homozigotos para o alelo 7, R é o total de locos
homozigotos para o alelo /.

3) Conteido de informacao polimorfica (Polimorphism Information Content), sendo PIC =

£

Ak
1- Z c— Z ZZ P pj , em que p, e p, é a frequéncia do alelo 7 e / para o SNP avaliado.

7
i=1 i=1 j=i+l

_H,+H,

4) Diversidade genética de Nei ef a/ (1983), estimada pela equagao (D,, =H,, 5

), em

que D, mede a diversidade entre a n-ésima e a n’-ésima subpopulacio, H, é a estimativa de
heterozigosidade no n-ésimo loco e H,. é a heterozigosidade no n’-ésimo loco.
5) Variancia genética (V), sendo calculada neste trabalho pela soma das porgbes variancias
aditivas e dominantes devidas as frequéncias alélicas, sendo Vi, = 2pq +4p.’q’.
. . 1 , . .
6) Tamanho efetivo populacional (N, =——) em que f; é o coeficiente de endogamia
i

populacional. O /. foi estimado pela propor¢ao de locos em homozigose de um individuo 1.
3.8.3. Estrutura populacional e parentesco

Para o estudo da estrutura populacional foi realizada uma analise de componentes
principais (PCA), sendo selecionados os dois primeiros valores de PCA, por meio do pacote
pcaMethods (STACKLIES, 2007) do software R. Ja para avaliar o parentesco entre as linhagens
DH, em cada fonte de germoplasma, foi construida a matrix de parentesco genoémica aditiva pelo
método Yang et. al. (2010), por meio do pacote smpReady. A partir desta foi construido um
grafico Heatmap, pelo software R versao 3.3.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016).

3.8.4. Desequilibrio de ligagao

Visto que um dos objetivos foi comparar a variabilidade genética entre as linhagens DH
proveniente das geracdes F, e I,, foi estimado o desequilibrio de ligacao (LD) para o grupo de
DH obtido. Por meio desta estimativa a variabilidade genética pode ser melhor compreendida,

uma vez que o LD ¢ inversamente proporcional a recombina¢io existente. O desequilibrio de
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ligacio foi estimado para 153 linhagens DH e 1897 marcadores SNP que apresentavam os
niimeros cromossémicos e posicdes no genoma do milho. Para isso, foi usado o parimetro t7,
sendo este obtido par a par entre todos os marcadores de cada cromossomo, por meio do pacote
synbreed (WIMMER, 2012) do software R versio 3.3.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2016):

D= pAB- pApB
c
oo D
PAPBpapb

em que PAB corresponde a frequéncia observada do haplétipo AB, e pA=1-pa ¢ pB=1-pba

frequéncia observada dos alelos A e B.

Os resultados de LD e da distancia (kb) entre os marcadores foram organizados em
forma de grifico, por meio do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2009), conforme desctito por
MARRONI et al. (2011),
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4. RESULTADOS

4.1. Indugao de haploides e expressividade do marcador R1-navajo

Pela analise multinomial das taxas de inducdo de haploides (HIR), de sementes diploides
(DSR) e sementes inibidas (ISR), foram observadas diferengas significativas entre fontes de
germoplasma (p < 0,05), geragées (p < 0,05) e fontes de germoplasma x geracio (p < 0,05)
(Tabela 5). Do total de 415979 sementes obtidas neste estudo, 1.45% foram selecionadas como
haploides putativos, 19,2% tiveram a expressao do marcador inibida e 79,27% foram selecionadas

como sementes diploides (Tabela 6).

Tabela 5. Anilise multinomial para efeitos fixos: fontes de germoplasma, geragio e fontes de
germoplasma x gera¢iao

Efeito DF F value
Fontes de germoplasma 8 6567,5*
Geracao 2 1118,2*

Fontes de germoplasma x Geragio 8 66,1*

* Diferengas significativas com probabilidade de 95%

As médias de HIR das fontes de germoplasma variaram de 0,77 a 3,76%, sendo a taxa
do genétipo 30F53H da empresa Pionner® a maior, em ambas as geracdes (Tabela 6). Este
gendtipo também apresentou o maior numero de sementes de putativos haploides selecionadas
pelo marcador R7-7#/ em ambas as geragdes, enquanto o gendétipo 2B587PW da empresa Dow®
apresentou as menores quantidades de sementes. As ISR variaram de 4,6 a 57,7%, sendo o
gendtipo 2B587PW o que apresentou a maior inibicdo nas geragdes estudadas, seguido do
genétipo BM820 da Biomatrix®. Em relacio as DSR, o gendtipo 2B587PW apresentou as
menores taxas que variaram de 41,4 a 57,3%, enquanto que os genétipos STATUS VIPTERA da
Syngenta® e DKB390 da Dekalb® apresentaram as maiores taxas de DSR.

Comparando as duas geragoes de indugao, observa-se que a I, apresentou maior HIR,
(1,78%) que a F, (1,23%) e também maior DSR (82,32%) que a F, (75,22%), mesmo que a
quantidade de sementes diploides e haploides na geragao F, tenha sido menor. Em relagdo a ISR,
se observou uma menor taxa de sementes inibidas na geragao F, (15,78%) que na F, (23,46%)

(Tabela 6).
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Tabela 6. Numero de sementes totais (Ts), diploides (I'p), haploides (Tw) e inibidas (T7) de diferentes

fontes de germoplasma e geragdes (Fr) utilizadas em andlises multinomiais; médias de taxas de induc¢do de

haploides (HIR), de sementes inibidas (ISR), de sementes diploides (DSR) e intervalo para HIR

Fontes de HIR, % ISR, % DSR,%
T T, Ty T T ”r P
germoplasma Média Intetvalo Média Média
30F53H 53293 6371 1598 61262 2,6 0,17 — 8,01 10,4 87,0
2B587PW 20359 28408 383 49150 0,77 014—478 577 414
%/?S’EIEIEA F, 56289 5603 614 62506 0,97  0,18-5,15 8,9 90,0
BMS820 32504 17196 402 50102 0,8 0,13 — 4,46 34,4 64,7
DKB390 51546 3292 582 55420 1,05 0,17 -5,88 5,9 93,0
Total 213991 60870 3579 278440 - - - -
Média - - - - 1,23 - 234 75,2
30F53H 26276 1651 1054 28981 3,76 0,20 — 15,49 54 90,7
2B587PW 12958 9774 186 22918 0,85 0,17 -4,79 41,7 57,3
37%;‘%}3&4 F, 35659 1762 569 37990 1,51 0,21 - 7,59 4,6 93,8
BMS820 15085 4370 225 19680 1,25 0,19 — 8,05 21,1 77,6
DKB390 25811 1724 435 27970 1,53  0,21-3,96 6,1 92,2
Total 115789 19281 2469 137539 - - - -
Média _ ; ; ; 1,78 ; 157 823
Total Geral 329780 80151 6048 415979 - - - -
Média Geral - - - - 1,50 - 19,6 78,7

bl

bl

bl

Na geragao F, a expressividade do marcador R7-7 é mais evidenciada que na F,

indicando a segregacao dos genes C7-I, C2-Idf e In1-D, responsaveis pela inibi¢ao da antocianina

na aleurona da semente (COE, 1994) (Figura 4). Dentre as fontes de germoplasma utilizadas na

indu¢iao de haploides, é possivel observar que as espigas do genétipo 2B587PW foram as que

menos apresentaram coloragao arroxeada, reiterando o observado pela taxa de ISR.

2BS8TPW 30F53H

BM820

DKB390

By

<

STATUS VIPTERA

Figura 4. VariacGes na intensidade da coloragio da expressividade do marcador R7-#/ nas sementes. A.

Geracao Fi; B. Geragao Fo.
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As analises da taxa real de indugdo de haploides (real HIR) e porcentagem de falsos
positivos (FDR) apresentaram valores médios de 0,21% e de 82,11%, respectivamente (Tabela 7).
O genoétipo 30F53H apresentou a maior FDR, tendo média de 90,75%, ou seja, do total de 1598
sementes selecionadas como putativos haploides, 148 sementes correspondiam a haploides
verdadeiros (Tabela 6). Isto indica que uma maior quantidade de sementes selecionadas pelo
marcador R7-7/ ndo corresponde em maior sucesso na selegao de haploides verdadeiros. Na taxa
de Real HIR o genétipo 2B587PW apresentou os menores valores em ambas as geragdes. Assim,
a partir da taxa média de FDR, do total de 6048 sementes selecionadas como haploides putativos,

4966 sementes foram classificadas erroneamente por meio do marcador R7-7/ (Tabela 06).

Tabela 7. Taxa de falsos positivos (FDR) e taxa de indugéo real de haploides (Real HIR) nas cinco fontes
de germoplasma e geracoes Fi e Fa

Fontes de germoplasma Geragio FDR, % Real HIR %
F
30F53H ! 91,2 0,22
F 90,3 0,34
F
2B587PW ! 77,3 0,17
Fz 87,3 0,11
F
STATUS VIPTERA ! 82,1 0,17
Fs 83,8 0,22
F
BMS820 ! 64,9 0,27
F, 76,4 0,24
F
DKB390 ! 80,7 0,20
Fs 86,6 0,20
Médias - 82.1 021

4.2. Eficiéncia relativa nas etapas de obtengao de linhagens DH

Inicialmente serdo apresentados resultados referentes as analises gerais das etapas da
metodologia, considerando todas as fontes de germoplasma e geragao. O total de haploides
putativos foi definido com uma porcentagem de 100% para que houvesse comparagoes. Assim,
ap6s a germinagao dos haploides putativos, ocorreram descartes de plantulas vigorosas, sendo
utilizada na etapa de duplicagdo cromossomica 46,4% do total de plantulas (Tabela 8). O descarte
¢ necessario para que o pesquisador nao perca tempo e recursos na duplicacdo artificial de falsos

positivos e na condugao deles no campo. Apés a duplicagdo cromossomica, a porcentagem per se



38

de plantas que foram levadas a casa de vegetagao foi de 36,6%. Na etapa de campo foi observada
uma eficiéncia de 31,1% e, apds o descarte dos falsos positivos, esta eficiéncia caiu para 14,8%. O
inicio do florescimento das linhagens D, aconteceu 45 dias ap6s a germinagao. Nesta etapa, todas
as plantas que possufam pendao fértil e estilo-estigma compativel foram autofecundadas, sendo a
eficiéncia de 5,9%. No fim do ciclo do milho, todas as espigas autofecundadas foram colhidas,
representando uma eficiéncia de 1,6%, e apods isto, selecionadas como espigas D, aquelas que
apresentavam fenétipo de linhagens DH, sendo a eficiéncia de 0,4%. Dessa forma, a partir de
6048 sementes de haploides putativos foram obtidas 27 linhagens D, de diferentes fontes de
germoplasma e geracdo, quando se utilizou o indutor LI-ESALQ.

No estudo da porcentagem relativa observou-se uma perda maior de material biolégico
apos o desbaste dos falsos positivos, permanecendo no campo menos da metade (47,8%) do total
de 1882 plantas. Esta perda de plantas ocorreu devido a baixa taxa de indugao de haploides (HIR)
do indutor LI-ESALQ e da expressividade variavel do R7-7/ que fez com que falsos positivos

fossem selecionados como haploides.

Tabela 8. Etapas da metodologia usadas na obtencao de linhagens duplo-haploides em milho tropical.
Neste caso, % é a porcentagem per se € %r é a porcentagem relativa

Etapas da metodologia Total % % g
1. Total de haploides putativos 6048 100 -

2. Duplica¢iao cromossomica 2868 46,4 46,4
3. Casa de vegetagao 2218 36,6 78,9
4. Campo 1882 31,1 84,8
5. Campo ap6ds desbaste de falsos positivos 901 14,8 478
6. Autofecundagao de plantas 358 5,9 39,7
7. Espigas colhidas 99 1,6 27,6
8. Espigas D, colhidas 27 0,4 27,2

Nas analises relacionadas a cada geracdo, foi observada uma maior quantidade de
material biolégico em todas as etapas da metodologia na geragdo F; do que na geragao F,. Este
resultado ja era esperado, visto que um hibrido F, produz mais que um hibrido F,, e,
consequentemente, mais sementes haploides foram selecionadas. No entanto, a menor
quantidade de material biolégico na geragao I, nao influenciou na eficiéncia da metodologia DH
(Tabela 9).

Dentre as etapas da metodologia utilizadas, observa-se que a geracio I, apresentou
porcentagens maiores que a geracao I, até a etapa de desbaste de falsos positivos. As
porcentagens de plantulas com vigor descartadas apos a germinacao foram semelhantes entre as
geragoes, sendo de 47 e 48%, respectivamente. No entanto, nas etapas de autofecundagao de

plantas e colheita de espigas o que se observa é um valor maior na porcentagem relativa da
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geragdo IY,. Assim, mesmo com menos material biolégico, a geragiao I, possuiu mais plantas no
campo com pendao fértil que a geragdo F,, caracteristica que possibilitou quase a mesma
quantidade de espigas no final do ciclo entre as geragdes. Apesar das geragdes I, e F, terem
apresentado variacbes nas etapas da metodologia, quanto as porcentagens e quantidades de
material biolégico, a porcentagem de linhagens D, obtidas foi a mesma, de 0,4% (Tabela 9),
indicando que maior quantidade de sementes haploides no inicio da metodologia nio implica
necessariamente em obten¢ao de mais linhagens DH, e que a escolha da geragdao nio influencia

em uma maior porcentagem de linhagens DH obtidas.

Tabela 9. Etapas da metodologia usadas na obtencdo de linhagens duplo-haploides em milho tropical
considerando as geragdes Fy e Fa. % é a porcentagem per se e %or é a porcentagem relativa

. Fl FZ
Etapas da metodologia

Total % % & Total % Yor
0. Total de sementes 278440 137539
1. Total de haploides putativos 3579 100 1,2 2469 100 1,7
2. Duplicagdo cromossomica 1681 47,0 46,9 1187 48,0 48,0
3. Casa de vegetagao 1362 38,0 81,0 856 34,6 72,1
4. Campo 1170 32,6 85,9 712 288 83,1
5. Campo apos o desbaste de falsos positivos 585 16,3 49,9 316 12,7 443
6. Autofecundagio de plantas 222 06,2 37,9 136 5,5 430
7. Espigas colhidas 50 1,3 225 49 1,9 36,0
8. Espigas D, colhidas 16 0,4 31,6 11 0,4 22.4

Os dados das eficiéncias agrupados por fontes de germoplasma podem ser consultados
no Apéndice. As porcentagens per se (o) variaram entre as fontes de germoplasma utilizadas,
indicando que o sucesso das etapas da metodologia também depende delas (Figura 5). Na
duplicagao cromossomica, por exemplo, o genétipo 2B587PW apresentou a maior porcentagem
de plantulas duplicadas, sendo de 70,4% na geracio F, e 60,2% na geracio I, (Tabela Al).
Enquanto o genétipo 30F53H da geracao F, apresentou a menor porcentagem per se da eficiencia
relativa, sendo de 33,9%, devido ao maior descarte de plantulas. Na etapa de casa de vegetagao, o
gendtipo 2B587PW apresentou os maiores valores, sendo de 56,1% na F, e de 53,2% na F,,
enquanto os genotipos 30F53H e STATUS VIPTERA apresentaram os menores valores, de
27,5% na F, e 30,5% na F,, respectivamente. No transplantio a campo, o 2B587PW apresentou
mais uma vez a maior porcentagem per se, sendo de 51,1% na F, e de 39,7% na F, e as menores
porcentagens foram observadas na geragao F, do genétipo 30F53H, de 23,5% e na F, do
DKB390, de 25,2%. Apds o desbaste, as maiores porcentagens per se foram observadas nas

geracoes do BM820, sendo de 14,6% na I, e 9,7% na I, e as menores porcentagens observadas
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no DKB390, sendo de 3,26% na F, e 3,6 na I¥,. No total de espigas colhidas, 31, e de espigas D1
obtidas, 7, o genétipo 30F53H apresentou os maiores valores totais, mas nao as maiores
porcentagens per se.

Na analise das porcentagens relativas (%oy) entre as fontes de germoplasma é importante
discutir a respeito do genétipo 30F53H que apresentou os maiores valores no total de haploides
putativos sobre o total de sementes, sendo de 2,6% na F, e 3,6% na F, (valores que
correspondem a taxa de indu¢do de haploides-HIR). Como mencionado, este gendtipo
apresentou as maiores taxas de falsos positivos (FDR) (Tabela 7), e teve um maior descarte de
plantulas e plantas que nos outros genétipos. Por causa disso, a sua porcentagem relativa apés o
desbaste no campo foi de 36,1%, na geracao F,, e de 33,2% na geracao F,. Porém, mesmo
apresentando taxas elevadas de FDR, este genotipo teve a maior quantidade de linhagens DH

obtidas (7), sendo que nos outros gendtipos os valores variaram de zero a trés linhagens (Tabela

A2).
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Figura 5. Eficiéncia relativa das etapas da metodologia utilizadas na obten¢do de linhagens DH
considerando cinco fontes de germoplasma e geracdes Fi e Fao. 1. Total de sementes de putativos
haploides. 2. Duplicagio cromossoémica. 3. Etapa em casa de vegetacdo. 4. Campo. 5. Campo apos
descarte de falsos positivos. 6. Autofecundacio de linhagens Do. 7. Total de espigas colhidas. 8. Total de
espigas D1
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4.3. Controle de qualidade nos dados de marcadores

Como foram obtidas apenas 27 linhagens D, foi optado por utilizar as linhagens D,. Isto
para que fosse possivel realizar de modo confiavel os estudos de variabilidade genética e as
comparagoes entre as fontes de germoplasma utilizadas e as geragdes I, e IF,.

Em relagio aos marcadores SNP, do total de 7430 utilizados na genotipagem das
linhagens DH, 1367 foram eliminados no controle de qualidade e 4147 foram eliminados por
possuirtem menos de 90% de locos em homozigose. Dentre os 173 individuos utilizados, 20
foram eliminados por terem apresentado H, maior ou igual a 0,10. Apds as etapas de controle de
qualidade e remogao de heterozigotos, 153 individuos (83 da geracao I, e 70 da geracio F,) e
1916 marcadores foram utilizados nas analises de diversidade genética, estrutura populacional e

1897 marcadores no desequilibrio de ligacao.
4.4. Variabilidade genética

As analises de diversidade genética foram feitas em niveis de geragoes, I, e F,, e de
individuos. Em nivel de geragoes, foi observado valor médio de variancia genética (V) maior nas
linhagens DH provenientes da geracao F;, sendo de 700,55, que na geragao I,, de 648,88 (Tabela
10). De forma semelhante, os valores médios de tamanho efetivo populacional (N,), de
diversidade genética (D), conteiudo de informagao polimoérfica (PIC) e minor allele frequency
(MAF), foram maiores entre as linhagens DH provenientes da geracao F, que da F,. Em relacao a
heterozigosidade a geracao I, apresentou valor de 0,03 nos locos estudados, sendo maior que da

geragao F, a qual foi de 0,01.

Tabela 10. Estimativa dos parimetros populacionais de linhagens DH provenientes de geracdes Fy e Fa.
Tamanho efetivo da populagdo (N.), variancia genética (Vg), diversidade genética de Nei (Dg), conteudo
de informacio polimoértica (P1C), minor allele frequency IMAF) e heterozigosidade observada (Ho)

Geragao Numero de individuos N, Vg DG PIC MAF Ho
F1 83 43,1 700,55 0,28 0,23 0,18 0,01
F2 70 39,61 648,88 0,26 0,22 0,17 0,03

Dentre as cinco fontes de germoplasma utilizadas no estudo, a Vg variou de 349,97 a
525,16, a Dg variou de 0,13 a 0,19, a Ho de 0,00 a 0,07, o PIC de 0,10 a 0,14 e a MAF de 0,10 a
0,16 (Tabela 11). O maior valor de N_e H, foi observado entre as linhagens provenientes da
geragdo I, do genétipo 30F53H sendo de 17,56 e 0,07, respectivamente. As linhagens
provenientes das fontes de germoplasma DKB390, 2B587PW e 30F53H também apresentaram
locos em heterozigose. Ja as linhagens DH provenientes do STATUS VIPTERA apresentaram os
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maiores valores de Vi, D e MAF, em ambas as geragoes estudadas. Em relacdo as geragdes I, e

F,, o genétipo DKB390 apresentou maior Vi, D, PIC e MAF na geragao F, que na F,.

Tabela 11. Estimativa dos parametros populacionais de linhagens DH obtidas de cinco fontes de
germoplasma e duas geracoes (Fn): Tamanho efetivo da populacio (N.), varidncia genética (Vg),
diversidade genética de Nei (Dg), contetdo de informacao polimérfica (PIC), minor allele frequency (MAF) e
heterozigosidade observada (Ho)

Numero de

Fontes de germoplasma Fn individuos Ne Ve, Dg; PIC MAF Ho
DKB390 F1 10 5,01 401,06 0,14 0,11 0,12 0,00
DKB390 F2 8 432 43836 0,16 0,12 0,13 0,01
2B587PW F1 19 10,88 386,42 0,14 0,12 0,11 0,00
2B587PW F2 15 11,68 349,97 0,13 0,10 0,10 0,05
BM820 F1 19 9,51 468,35 0,17 0,14 0,13 0,00
BM820 F2 13 6,51 416,66 0,15 0,12 0,12 0,00
STATUS VIPTERA F1 20 10,02 525,16 0,19 0,14 0,16 0,00
STATUS VIPTERA F2 15 7,51 503,42 0,18 0,14 0,15 0,00
30F53H F1 15 9,50 42494 0,16 0,12 0,12 0,03
30F53H F2 19 17,56 389,68 0,15 0,12 0,10 0,07

4.5. Estrutura populacional e parentesco gendomico

Nas andlises de estrutura populacional pelo método PCA (Figura 6) observou-se o
agrupamento de trés grupos, sendo que um deles foi formado pelas fontes de germoplasma
30F53H, DKB390, 2B587PW. As demais populagdes ficaram separadas. As linhagens
provenientes do genétipo STATUS VIPTERA separaram-se dos outros gendtipos no eixo do
primeiro componente principal e as do BM820 pelo segundo componente. Dentro de cada fonte

nao houve a separacao de subgrupos devido ao fator geracdes, ou seja, F, e F,.
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Figura 6. Analise de componentes principais em linhagens DH obtidas de cinco fontes de germoplasma e
das geracdes Fi e Fa.

A partit do coeficiente de parentesco genomico estimado entre as linhagens DH
obtidas, observou-se o agrupamento dos cinco gendtipos e suas geracoes F, e F, (Figura 7). As
linhagens DH provenientes dos genétipos STATUS VIPTERA e DKB390 nio apresentaram
valores de parentesco muito diferentes entre si, visto que os blocos das geragdes F, e F,
formaram um s6. Na analise de PCA o genétipo DKB390 apresentou valores maiores de D
entre as linhagens obtidas da geragao I, que I,. No entanto, este valor de D nao foi suficiente
para separar as linhagens DH das duas geracGes em diferentes grupos, visto que os individuos
deste gendtipo sio mais aparentados entre si que as linhagens dos outros grupos, devido o
coeficiente de parentesco. Ja nas linhagens DH provenientes dos genétipos 2B587PW, BM820 e
30F53H percebe-se uma diferenca na coloracio dos grupos formados pelas geracoes F, e F,,

indicando parentesco entre as linhagens DH.
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Figura 7. Heatmap do coeficiente de parentesco de 153 linhagens DH obtidas de cinco gendtipos e
geragdes Fi e Fa baseado na metodologia de Yang et al. (2010).

4.6. Desequilibrio de ligagdo (LD)

As médias gerais de t* nas linhagens DH provenientes das geracdes F, e F, foram de
0,069 e 0,067 respectivamente, ou seja, praticamente iguais e muito baixas (Tabela 12). Com isto,
foi observado um declinio acentuado do LD em func¢ao da distancia (Figura 8). Dentre as
linhagens DH obtidas da geracdo F,, o cromossomo quatro apresentou o maior valor de LD, de
0,079, enquanto naquelas da IF, 0 cromossomo dez foi o que apresentou maior valor de LD, de
0,080. A maior diferenga entre os valores de LD das linhagens DH provenientes de geragiao F, e

F, pode ser observada no cromossomo cinco sendo de um ponto percentual.
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Tabela 12. Média do desequilibrio de ligacio (LD, 1%) entre todos os SNP de cada cromossomo do milho

Cromossomo Fn Numero de SNP Média (1)
F, 0,066
1 333
F, 0,061
F, 0,065
2 233
F, 0,066
F, 0,064
3 223
F, 0,061
F, 0,079
4 178
F, 0,078
F, 0,076
5 196
F, 0,066
F, 0,065
6 124
F, 0,066
F, 0,065
7 159
F, 0,071
F, 0,071
8 149
F, 0,074
F, 0,078
9 141
F, 0,074
F, 0,077
10 161
F, 0,080
F 0,069
Total ! 1897 ’
F, 0,067
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Figura 8. LD decay (1?) versus distancia genética (Kb) das linhagens DH obtidas das gerag¢oes Fi e Fa. A.
Distancia genética de 1000 Kb. B. Zoom na distancia genética, de 300 Kb. Linha preta é o r2 =0,20.
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeito das geragdes F; e F, na indugcao de haploides e na expressividade da

antocianina devido o R1-navajo

Como observado, as HIR, ISR e DSR variaram entre as fontes de germoplasma e
geragoes utilizadas, a partir da metodologia de selecio de sementes por meio do R7-#/ (Tabela 06).
Esta varia¢ao ocorreu, pois o R7-7/ possui expressividade variavel influenciada pelo background das
fontes de germoplasma utilizadas como doadoras (PRIGGE et al,, 2011), como também ¢
influenciado pelos alelos C7-I, C2-1df e in-1D dos genes que causam inibi¢ao da coloragao roxa na
aleurona das sementes (CHAIKAM et al., 2015; STINARD; SACHS, 2002). A expressividade de
antocianina mostrou que o gendétipo 2B587PW possui os alelos que contribuem para uma maior
taxa de inibicao, diferente dos outros genétipos utilizados no estudo (Figura 4). Além disso, ¢
possivel perceber que a partir da expressividade de antocianina, a HIR da geracdo I, foi maior
que a da F, devido a segregacio que os alelos dos genes de inibi¢io sofreram com uma
recombinacdo adicional, o que permitiu que mais sementes de putativos haploides fossem
selecionadas (Figura Al). A expressividade de antocianina também contribuiu no resultado das
DSR e ISR, pois com a segregacao dos alelos dos genes inibidores que atuam na rota do R7-7, a
geracao F, pode apresentar menor ISR e maior DSR que a geragao F,.

Por meio desses resultados fica evidenciada a importancia da escolha da geragiao e fontes
de germoplasma que serdo utilizados na indu¢ao de haploides em milho tropical. Devido a
expressividade de antocianina, a melhor geracao para se induzir haploides em clima tropical seria
a IY,, dependendo dos objetivos do programa de melhoramento, visto que a segregagao dos alelos
C1-1, C2-1df e in-1D possibilitariam maior selecao de haploides ¢ menor perda de sementes
inibidas. Entretanto, utilizar a geragdo I, na indugao de haploides somente por esta finalidade, é
inviavel, uma vez que o tempo utilizado na obtenc¢ao de linhagens DH serd maior. Além disso, as
diferencas nas taxas de indugao de haploides (HIR) entre as gera¢des F, (1,23%) e F, (1,78%) foi
de 0,55%, valor este muito baixo para se perder tempo e recursos com um ciclo adicional. O que
pode acontecer neste caso é o uso da geracao F, em situacOes especificas de um programa de
melhoramento de milho, como a necessidade de induzir haploides em um hibrido produtivo que
apresente alta taxa de inibicdo de antocianina nas sementes. Dessa forma o melhorista nao
descartaria um bom material por causa da inibicdo do R7-#/ e o tempo perdido com um ciclo

adicional pode ser recuperado com a obtencao de linhagens DH promissoras. Neste caso, as
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indugdes continuariam acontecendo nos hibridos de geragao I, e as indugdes em F, ocorreriam
em poucos materiais, de modo a nao interferir no desempenho da empresa.

Diante desses fatos, a geragao I, deve continuar sendo utilizada na metodologia DH, e
nao ser substituida por outras geragoes, por apresentar vantagens, uma vez que ao se utilizar a I,
na indug¢ao de haploides, se ganha tempo nos ciclos de melhoramento e economia de recursos,
pois evita-se o oneroso trabalho de autofecundar todos as plantas. Além disso, é possivel herdar
quase 90% do genoma do doador (SLEPER; BERNARDO, 2016), pois a recombinagdo dos
genes ligados ira ocorrer somente em uma meiose, a que originou o gameta responsavel pela
formagao da planta DH (PIERRE et al, 2011). Esta caracteristica facilita o acesso ao
germoplasma que ja esta presente no meio comercial e que tem boa adaptabilidade (SMITH et al.,
2008), possibilitando que recombinag¢des existentes em linhagens parentais sejam preservadas.
Para as instituigdes publicas ou para um melhorista que quer iniciar um programa de
melhoramento e nao tem germoplasma, ¢ uma alternativa para acelerar as pesquisas e obter
linhagens elite, visto que inserir um germoplasma exético pode ser dispendioso, dependendo das
leis de importagao de sementes do seu pais. No entanto, o uso de material comercial para induzir
haploides nao deve diminuir ou infringir a lei de prote¢ao de cultivares dos paises em que for
utilizado (SMITH et al.,, 2008). E no caso dos paises que possuem permissio para produzir
transgénicos, ¢ importante que sejam pagos royalties caso as linhagens DH ou os hibridos
produzidos sejam comercializados com o evento transgénico. Para as institui¢oes privadas, que ja
possuem seus grupos heteréticos estabelecidos, induzir haploides em geragao F, é uma alternativa
para preservar os genes que ja estao sendo utilizados nos hibridos comerciais, e a partir deles criar
novas linhagens que formarao hibridos mais produtivos.

O indutor de haploidia LI-ESALQ apresentou uma taxa média de HIR de 1,5% (Tabela
0), e taxas de FDR que variaram de 64,97 a 91,23%. Quanto menor a taxa de indu¢ao de um
indutor, maior ¢ a taxa FDR, visto que a expressividade variavel do R7-7/ faz com que sementes
haploides sejam selecionadas erroneamente. Dessa forma, se a taxa HIR de um indutor é mais
alta, como as taxas observadas nos indutores temperados RWS e UH400 e tropicais Tail 8 e Tail
9 (médias de 8 a 10%) (CHAIKAM et al., 2016; PRIGGE et al., 2012a; ROTARENCO et al.,
2010), maior quantidade de haploides reais serao encontrados nas sementes selecionadas pelo R7-
nj. Estes indutores com maiores HIR produzem mais haploides reais, pois foram massivamente
selecionados de acordo com o loco sed 7 que causa distor¢ao de segregacio, responsavel pela
formac¢iao da semente haploide (XU et al., 2013). Assim, para aumentar a HIR do indutor LI-
ESALQ sao necessarias etapas de melhoramento para que a pressiao de selegao force a presenga

do loco sed 1 cada vez mais na popula¢do, uma vez que sem as etapas de melhoramento a
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caracteristica de inducdo pode desaparecer da populacio indutora (MELCHINGER et al., 2016a;
XU et al., 2013).

Na literatura, é possivel encontrar diversas metodologias que complementam o
marcador R7-7/ na selecdo de haploides, ja que os falsos positivos sdo uma realidade na tecnologia
DH. Dentre elas pode ser citada a maior quantidade de 6leo nas sementes haploides, que
acontece devido o uso de um testador com alta quantidade de 6leo. A selecio ocorre de forma
nao destrutiva com o uso de aparelho especifico, que utiliza ressonancia magnética nuclear
(MELCHINGER et al, 2013). A selecio das sementes haploides pela quantidade de 6leo
possibilita que haja menos falsos positivos antes da duplicagio cromossomica e que seja
economizada solu¢iao de colchicina, espagco e trabalho no campo. A outra metodologia é a
coloracao vermelha nas radiculas das plantulas diploides e auséncia desta coloragao nas plantulas
haploides. Esta coloragdo ocorre gracas ao uso do indutor de raiz vermelha desenvolvido no
CIMMYT (CHAIKAM et al., 2016) na inducao de haploides. Ha ainda metodologias utilizadas na
selecdo de haploides quando a planta apresenta no minimo quatro folhas, ndo permitindo que a
selecdo seja feita antes da duplicacio cromossomica de plantulas, mas que podem ser utilizadas
para outros fins, como a citometria de fluxo, a auséncia de ligula e presenca de resisténcia a
herbicida. A citometria de fluxo possibilita analise de quantidade de DNA e ja foi utilizada em
estudos de protocolos de duplicagao cromossomica (COUTO et al.,, 2015), obten¢ao de DH
(BATTISTELLI et al., 2013) e duplicacdo espontanea (WU et al., 2014). A auséncia de ligula ¢
uma caracteristica condicionada pelo alelo /g presente no germoplasma do doador e niao do
indutor. Assim, quando ocorre a inducdo haploide, as plantas com ligula sio descartadas por
apresentarem genoma do indutor, e aquelas sem ligula sdo consideradas haploides (PRIGGE et
al., 2012a). O uso de resisténcia a herbicidas também é uma alternativa para a sele¢ao de plantas
haploides, ja que estas possuirdo o alelo que condiciona resisténcia. Neste caso, o indutor de
haploides é cruzado com um doador transgénico a fim de que as plantas haploides possuam a
resistencia (MELCHINGER et al., 2016a). Na auséncia destas metodologias citadas, o ideal ¢
descartar plantulas antes da duplicagdo e plantas vigorosas no campo, sendo uma estratégia mais

rapida e barata, como o feito neste trabalho.

5.2. Geragdes F; e F, na obtengao de linhagens DH em milho tropical

Conbhecer as eficiéncias das etapas da metodologia possibilita que o melhorista possa ter
um controle maior da quantidade de sementes iniciais que devem ser induzidas, da quantidade de
colchicina que deve ser reservada para a duplicagao cromossémica e de quantas linhagens DH ele

pode obter, visto que na metodologia ha perda de material biolégico por estresse e devido a
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presenca de falsos positivos. A perda de material biologico devido fatores estressantes ocorre em
toda a metodologia de obtencio de DH, sendo o antimitético o fator inicial, seguido da
transferéncia das mudas para o campo e terminando com as condi¢des climaticas na etapa de
florescimento. A etapa de florescimento ¢ uma das mais delicadas da metodologia, visto que ha
pouca producio de pdlen, o que exige maior aten¢ao nas autofecundagdes para que haja um
sucesso na fertilizagdo e também para evitar contaminacées. Além disso, as plantas duplicadas
nao suportam altas temperaturas, o que prejudica a fertilidade do pendio, e chuvas na etapa do
florescimento diminuem a taxa de fecundag¢ao. Em nosso trabalho tivemos este cenario, o que
explica a quantidade de espigas D, colhidas, sendo a média de temperatura no veriao de 2015 de
21,22° 2 31,93° C e 267 mm de chuva no més das polinizagdes. Neste contexto, a eliminagao de
material biologico falso positivo ¢ necessaria para que se diminua custos com colchicina, area no
campo, e tempo, uma vez que o objetivo é cultivar apenas plantas haploides que tenham sido
duplicadas.

Indugoes de haploides em geragées F, e I, ndo interferem na eficiéncia de obtengao de
linhagens DH, ja que mesmo tendo maior quantidade de material biolégico a geragio F,
apresentou a mesma porcentagem (%) de linhagens que a geracao F, (Tabela 9). Por outro lado,
as fontes de germoplasma utilizadas além de influenciarem a taxa de induc¢ao de haploides (HIR)
e a taxa de falsos positivos (FDR), também interferem na metodologia DH. Por exemplo, um
gendtipo pode ser mais suscetivel a colchicina que outro, ou mais resistente ao estresse climatico
que ocorre apds a duplicagdo, ou ser mais propicio a autofecundacdo e fertilizagdo, sendo
importante escolher a fonte de germoplasma também em relacio a sua resposta a metodologia
(Tabela Al e Tabela A2). De toda forma, a influéncia dos gendtipos na metodologia vai iniciar na
indugiao de haploides. Depois disso, ha a influéncia na expressividade do R7-#/ que acarreta na
selecao de haploides verdadeiros e falsos positivos, e entio na duplicacio cromossomica e
campo. Por exemplo, a fonte de germoplasma 30F53H apresentou a maior HIR (Tabela 6) e
valor médio de FDR de 90,75% (Tabela 7), indicando que nem sempre taxas elevadas de HIR
correspondem a um sucesso na selecdo de sementes de verdadeiros haploides.
Consequentemente, a maioria das sementes de putativos haploides selecionadas correspondia a
hibridos. Todavia, a quantidade de linhagens DH foi maior a partir desta fonte, indicando que seu
comportamento nas outras etapas foi satisfatorio.

A partir do estudo das etapas da metodologia de DH ¢é possivel que sejam estimadas as
necessidades de material bioldgico, espago, recursos e tempo, em situa¢des de clima tropical. Por
exemplo, neste trabalho foram obtidas 415.979 sementes induzidas, sendo que 6.048 sementes

foram selecionadas como putativos haploides (Tabela 6). Considerando estes dados, se o objetivo
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de um melhorista fosse obter 1.000 linhagens DH, seria necessario obter 224.000 sementes de
putativos haploides, retiradas de um campo de indugao de cerca de 15 milhdes de sementes.
Considerando o nimero médio de 446 sementes por espiga induzida em geracoes I, e F, neste
trabalho, seriam necessarias cerca de 33632 plantas das fontes doadoras no campo de indugio, se
for colhida apenas uma espiga por planta. Estes valores sao altos pois foram estimados
considerando a inducao média de 1,5% do indutor LI-ESALQ. No entanto, se um indutor com
maior HIR for utilizado na tecnologia, possivelmente o nimero de sementes que se deve induzir
sera menor e as etapas da metodologia ficariam menos dispendiosas. Este calculo também pode
ser comparado entre geragoes, utilizando as 16 linhagens obtidas na geragdo I, e as 11 obtidas na
geragdo F,. Assim, considerando ainda a quantidade de 1000 linhagens DH, se a indugao fosse
realizada em geracao I, seriam necessarias 223.687 sementes de putativos haploides e cerca de 17
milhGes de sementes induzidas, que a partit de uma média de 520 sementes por espiga,
correspondem a cerca de 32692 plantas doadoras no campo de inducdo. Se a indugido fosse
realizada em geragdo I,, seriam necessarias 224.454 sementes de putativos haploides e cerca de 12
milhGes de sementes induzidas, ou seja, 5 milhdes menos de sementes induzidas que na geragao
F, para se obter a mesma porcentagem de DH (Tabela 9). Neste caso, considerando uma média
de 372 sementes por espiga, seriam necessarias cerca de 32258 plantas doadoras no campo de
indugao, que correspondem a 434 menos plantas que na F,. Por meio deste simples calculo ¢
possivel comparar as gera¢oes na inducao de haploides em milho. Como observado, utilizando a
F,, ocorrera uma menor quantidade de material biolégico, mas o tempo gasto para obter as
linhagens DH ¢ maior. Além disso, como ha uma recombinacao adicional, os falsos positivos
poderio ter o fenétipo parecido com os haploides duplicados, devido os alelos recessivos. Desse
modo, haploides duplicados podem ser confundidos com falsos positivos e serem descartados no
campo. Ja com a geracao F, o tempo ¢ menor, e com maior quantidade de material biolégico o
descarte de falsos positivos ¢ facilitado, visto que a segregacao alélica é menor, acarretando em
plantas mais parecidas fenotipicamente, e assim os falsos positivos sao mais facilmente
detectados no campo. Como as porcentagens de obtencao de linhagens DH foram as mesmas,
em ambas as geragoes, é preferivel que as indugodes sejam em I, pois as plantas duplicadas irdo

apresentar a variabilidade presente nos parentais.

5.3. Variabilidade genética de linhagens DH obtidas de geragdes F, e F,

Como ja discutido, a geragao que se utiliza na indu¢ao de haploides em milho influencia
na quantidade de sementes iniciais colhidas, nas taxas de indu¢do de haploides (HIR), de

sementes diploides (DSR) e sementes inibidas (ISR). Ja na eficiéncia das etapas da metodologia,



52

nao foram observadas diferengas. Além dessas caracteristicas, outra abordagem importante em
relagdo ao uso das geracoes I, e F, ¢ em relacdo a variabilidade genética. Dentre as estimativas
dos parametros utilizados, a geracao F, apresentou maiores valores de tamanho efetivo (N),
variancia genética (V;), diversidade genética (D), menor frequéncia alélica (MAF) e contetdo de
informac¢ao polimoérfica (PIC) que a geragao F, (Tabela 10), contrariando o que era esperado
(BERNARDO, 2009; MCCLOSKY; TANKSLEY, 2013). Dessa forma, nao ¢ justificavel o uso
da geragdo F, em indugoes de haploides, uma vez que as linhagens provenientes de I,
apresentaram maiores valores de variabilidade genética. Para os programa de melhoramento de
milho que buscam ganhar tempo no lancamento de hibridos, o importante é continuar nas
indug¢oes de haploides em F,.

Diferencas na variancia genética entre linhagens DH obtidas de geracdes F, e F, ja
foram abordadas em outros estudos, sendo que apenas um ciclo de sele¢ao nao ¢ suficiente para
obter ganhos de selecdo superiores ao anterior (COVARRUBIAS-PRIETO, 1987). Sleper e
Bernardo (2016) observaram maiores valores de V; para a variavel resposta umidade de linhagens
DH de geracgao F,, enquanto nas caracteristicas altura de plantas e produtividade foi observado o
contrario, maior V; em linhagens provenientes de geracao F,. Segundo estes autores, a maior Vi
entre linhagens DH provenientes de F, que em I, é acessada quando ha QTLs ligados em fase de
repulsao. E quando o QTL estd ligado em fase de atracio o que ocorre ¢ uma maior V; entre
linhagens DH provenientes de geragao F, que F,. Em estudos de simulagao, Bernardo (2009)
observou ganhos em respostas de selecio maiores entre linhagens DH de geracio F, que I,
quando utilizou 200 QTLs nas andlises em ciclos de melhoramento crescentes, indicando
teoricamente que o uso da geracdo I, possibilita maior ganho de selegdo no melhoramento. O
menor valor de V; em linhagens DH oriundas da geragao F, nao indica, porém, que houve
menor recombinagdo, uma vez que as analises de desequilibrio de ligagdo apresentaram um
menor valor nas linhagens DH de geraciao F, (Figura 8). Apesar de ser levemente menor este
valor de LD na geracdo F,, este indica que houve quebra de blocos génicos ocasionada pela
recombinacdo. No entanto, por estes serem naturalmente muito baixos (em torno de 0,07),
indicando que a maioria dos marcadores segregou de forma independente, o LD nio foi
suficiente para separar as linhagens provenientes de cada geracao em subgrupos, indicando mais
uma vez que a geracao F1 deve continuar sendo utilizada nos programas de duplo haploides em
milho.

O genétipo STATUS VIPTERA apresentou os maiores valores de D e PIC (Tabela
11) entre todos os outros utilizados na indugdao de haploides. Neste contexto, Andrade et al.,

(2016) estudaram 20 hibridos brasileiros de diferentes empresas privadas e observaram que os
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hibridos da empresa Syngenta possufam 11 alelos exclusivos, o que contribuiu para sua maior
diversidade genética quando comparado com os outros hibridos avaliados. Assim, acredita-se que
estes alelos exclusivos tenham contribuido para a maior D nas linhagens DH neste trabalho, o
que acarretou no agrupamento destes materiais de forma isolada (Figura 6).

Estudos envolvendo genotipagem em linhagens DH sao incipientes e em nenhum deles
foi abordada a presenca de alguns locos em heterozigose. A presenca de locos em heterozigose ja
era esperada nas amostras genotipadas por serem coletadas de linhagens D, As linhagens D,
foram utilizadas neste trabalho porque foram obtidas somente 27 linhagens D, nio sendo um
namero suficiente para estudos de diversidade genética, estrutura populacional e desequilibrio de
ligacao. A presenca de falsos positivos no campo ¢ comum na metodologia DH, principalmente
quando o rigor no descarte de plantulas antes da duplicagao cromossomica é menor. Como o
indutor LI-ESALQ ndo tinha sido estudado ainda quanto as suas taxas de induc¢ao de haploides
(HIR), de sementes diploides (DSR) e sementes inibidas (ISR), o descarte das plantulas foi feito
com cautela a fim de evitar a perda de verdadeiros haploides, uma vez que nao foi utilizada
nenhuma outra técnica nesta etapa, apenas a selecio visual do vigor. Desta forma, como a
quantidade de sementes putativas haploides foi menor na geracao F,, o filtro para descarte de
plantulas foi menor que na geracao I, acarretando em maior quantidade de falsos positivos em
D,, sendo estes individuos eliminados apds o controle de qualidade dos marcadores SNP. Diante
destes resultados, fica evidenciada a importancia de se realizar o descarte antes da duplicagao
cromossomica e no campo, antes do florescimento, para eliminar os falsos positivos e garantir
maior eficiéncia na obtenc¢ao de linhagens DH.

Teoricamente, esperava-se que os valores de H; fossem 0,00 para todas as linhagens
DH. Estes alelos em heterozigose nas linhagens D podem ter ocorrido devido a duas hipdteses:
a primeira seria um erro na genotipagem, sendo os alelos homozigotos lidos como heterozigotos.
A segunda hipdtese pode indicar a existéncia de locos heterozigotos que nao foram eliminados
durante a indugao de haploides e que por causa deles nao foi observado valor de 0,0 na estimativa
do parametro H,. Dentre os mecanismos que envolvem a induc¢do de haploides, um deles diz a
respeito da eliminagao de cromossomos que pode iniciar no pélen do indutor (QIU et al., 2014) e
ser presente na fertilizacao das sementes provenientes do cruzamento do indutor de haploidia
com o doador (XU et al., 2013; ZHANG et al., 2008). De acordo com Zhang et al. (2008), que
avaliou raizes de sementes de milho haploides em diferentes tempos de crescimento, as células
que sofreram eliminagdao cromossomica nem sempre tiveram valores de n=10, sendo observado
valores de n=13 ou n=15. Nas linhagens DH deste trabalho pode ter ocorrido algumas plantas

com cromossomos diferentes de n=10 e estas foram genotipadas pelo marcador SNP,
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evidenciando o alelo heterozigoto. Como a indugio é gendtipo dependente, a fonte de
germoplasma 30F53H, por exemplo, a qual apresentou maior H, indica uma efici¢ncia duvidosa
na obtencdo de linhagens DH. Além disso, como ja discutido, neste genoétipo também foram
observadas taxas elevadas de FDR, em ambas as geraces. Outro fator interessante ¢ que a
presenca de DNA do indutor nas sementes haploides ja foi confirmada em estudos anteriores (LI
et al., 2009). Assim, os locos em heterozigosidade obervados nas linhagens DH deste trabalho
podem ser o resultado da introgressao de DNA do indutor.

Diante dos resultados obtidos para milho tropical fica evidenciada a importancia de se
conhecer inicialmente as fontes de germoplasma que serdo utilizadas na obten¢ao de linhagens
DH, devido ao grande efeito destas na eficiéncia das diferentes etapas da metodologia. Além
disso, um ciclo de autofecunda¢ao antes de ocorrer a induciao de haploides nio indicou ser
vantajoso, em termos de variabilidade genética e possiveis ganhos com a sele¢io. No entanto, o
uso da geragao F, ndo pode ser totalmente descartado, principalmente nos casos especificos em
que ha a presenca de genes inibidores, os quais impedem que uma fonte de germoplasma
produtiva e resistente a doengas, por exemplo, possa ser utilizada como fonte de inducio de

haploides.
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6. CONCLUSOES

As linhagens DH oriundas de diferentes geragdes apresentaram variabilidade genética e
desequilibrio de ligacio semelhante. Com isto, em milho tropical, recomenda-se o uso da geragao
F, para a obten¢ao de DH, por apresentar o melhor balango entre tempo e variabilidade genética.

A inducio de haploides em geracao F, possibilita a segregacao dos genes que inibem o
marcador R7-77, aumentando a taxa de indugdo de haploides (HIR) e diminuindo a taxa de
inibicao de sementes (ISR), o que acarreta na selecdo de mais sementes de haploides putativos.
No entanto, somente nos casos especificos em que houver a presenca de inibicdo em um
genotipo promissor, a gera¢ao I, deve ser utilizada.

O uso das geragoes I, e I, na inducdo de haploides nao interfere na eficiéncia do
processo. Por outro lado, a fonte de germoplasma sim.

O indutor tropicalizado LI-ESALQ apresentou taxa média de inducdo de haploides de
1,5%.
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APENDICES

Tabela Al. Eficiéncia relativa em cada etapa da metodologia utilizada na obtenc¢ao de linhagens DH em cinco fontes de germoplasma, representada pelas porcentagens

F1 F2
. STATUS STATUS
Etapas da metodologia 30F53H 2B587PW VIPTERA BMS820 DKB390 30F53H 2B587PW VIPTERA BMS820 DKB390
Total % Total % Total % Total %  Total % Total % Total % Total % Total % Total %
0. Total de sementes 61262 49150 62506 50102 55420 28981 22918 37990 19680 27970
1. Total de haploides putativos 1598 100 383 100 614 100 402 100 582 100 1054 100 186 100 569 100 225 100 435 100
2. Duplica¢io cromossémica 543 339 270 704 319 51,9 223 554 326 56,0 536 50,8 112 60,2 250 43,9 111 493 178 409
3. Casa-de-vegetacio 441 275 215 56,1 243 395 206 512 257 441 344 326 99 532 174 30,5 101 44,8 138 31,7
4. Total transplantado a campo 376 235 196 51,1 197 32,0 176 43,7 225 38,6 298 282 74 397 145 25,4 85 37,7 110 252

5. Toul no campo apés desbaste de 30 g5 ga 9 110 179 138 343 113 194 99 93 26 139 87 152 48 213 56 12,87

plantas F1 g > > > )
6. Autofecundacio 69 43 35 9,1 40 6,5 59 146 19 326 56 53 15 8,06 27 4,7 2297 16 3,6
7. Total de espigas colhidas 31 1,9 8 2,0 2 0,3 3 0,7 6 1,0 29 2,7 7 3,7 5 0,8 1 0,4 7 1,6
8. Total de espigas D1 colhidas 7 0,4 3 0,7 1 0,1 2 0,4 3 0,5 7 0,6 1 0,5 2 0,3 1 0,4 0 0
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Tabela A2. Eficiéncia relativa em cada etapa da metodologia utilizada na obten¢io de linhagens DH em cinco fontes de germoplasma, representada pelas porcentagens

relativas
F1 F2
STATUS STATUS
30F53H  2B587P BM820 DKB390 30F53H  2B587P BMS820 DKB390
Etapas da metodologia W VIPTERA W VIPTERA
Total %R Total %R Total %R Total %R Total %R Total %R Total %R Total %R Total %R Total %R
0. Total de sementes 61262 49150 62506 50102 55420 28981 22918 37990 19680 27970
1. Total de haploides putativos 1598 2,6 383 07 614 09 402 08 582 1,0 1054 3.6 186 08 569 14 225 11 435 15
2. Duplicagio cromossdmica 543 339 270 704 319 519 223 554 326 56,0 53 50,8 112 602 250 439 111 493 178 409
3. Casa-de-vegetacio 441 812 215 796 243 761 206 923 257 788 344 641 99 883 174 696 101 909 138 775
4. Total transplantado a campo 376 852 196 91,1 197 81,0 176 854 225 875 298 866 74 747 145 833 85 841 110 797
5. Total no campo apos desbaste das 50 501 o 44g 110 558 138 784 113 502 99 332 26 351 87 152 48 564 56 509
plantas F1
6. Autofecundacio 69 507 35 397 40 363 59 427 19 168 56 565 15 57,6 27 310 22 458 16 285
7. Total de espigas colhidas 31 449 8 228 2 5,0 50 6 315 29 517 7 466 185 1 45 43,7
8. Total de espigas D; colhidas 7 25 3 375 50,0 66,6 50,0 7 241 1 142 2 400 1 100 0 0
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Figura Al. Taxas proporcionais de sementes diploides (DSR), haploides (HIR) e inibidas (ISR) obtidas de analises multinomiais. As propor¢des sdo representadas em cada
geracio e fontes de germoplasma.
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