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Resumo:

A producdo de duplo-haploides (DH) tende a reduzir o tempo necessario a
obtencao de linhagens em programas de melhoramento de milho. A inducgao
de haploidia e a subsequente a duplicacdo do material genético sao etapas
fundamentais nesse processo. Este trabalho objetivou a obtencdo de
sementes haploides de diferentes gendétipos, a verificacdo da eficiéncia da
identificacdo das sementes haploides, pela expressdo do gene R1-nj, e a
analise da relacao entre a taxa de inducédo de haploidia e a textura dos graos
de milho. Para tanto, plantas do sintético KHI forneceram pdlen para dois
hibridos semiduros (P2530 e P3989) e um hibrido de pipoca (IAC 125). A
taxa de inducdo foi estimada a partir da relacdo entre o numero total de
sementes produzidas em cada cruzamento e o numero de sementes
possivelmente haploides, identificadas pelo marcador morfolégico R-navajo,
mediante a coloracdo roxa no endosperma e a coloracao branca do embrido.
Foram realizados testes de qui-quadrado para verificar a significancia das
diferencas entre o nimero observado de haploides, obtidos na inducédo com
KHI, e o niumero de haploides naturalmente esperado. A separacdo das
sementes pela coloracdo do endosperma e do embrido, devida a presenca
do gene R1-nj, ndo foi totalmente eficiente. As taxas de inducéo real foram
de 16.50, 22.00 e 31,75% para os hibridos P2530, P3989 e IAC125,
respectivamente, situando-se bem acima do valor de inducéo natural (0.1%),
permitindo concluir que o sintético KHI foi efetivo na inducao de haploidia.
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Introducao

O processo convencional de obtencao de linhagens de milho é demorado,
levando entre seis e oito geracdes de autofecundacédo para produzir a plena
homozigose. A tecnologia dos duplo-haploides (DH) permite reduzir esse
tempo em pelo menos 18 meses (Milach, 2007). As sementes haploides
podem ser identificadas por marcadores morfolégicos, como o gene R1-nj,
mas existe uma grande limitagdo deste tecnologia devido a baixa taxa de
inducéo alcancada e a dificuldade de identificacdo de plantas efetivamente
haploides (Nanda e Chase, 1966). Os objetivos do trabalho foram obter
sementes haploides de diferentes genétipos, separar as sementes
potencialmente haploides (mediante a coloracdo por antocianina atribuida ao
gene R1-nj) e analisar a taxa de indug&o de haploidia em funcdo da textura
do gréo.

Materiais e métodos

Os cruzamentos foram realizados na FEI (UEM), em Iguatemi, Maringa-PR,
durante a safrinha 2015/2016, com o uso de duas fileiras de 3m para cada
hibrido e 20 fileiras de 3m para o indutor KHI. Os hibridos foram semeados
na mesma época e o indutor em 5 épocas diferentes. Durante a polinizagao,
0 polen do indutor foi coletado em “bulk” e colocado nos estigmas das
espigas dos hibridos P2530 e P3989 (semiduros) e IAC125 (milho pipoca).
Apdés o beneficiamento das espigas e sementes obtidas desses
cruzamentos, a taxa de inducédo de haploidia foi estimada pela contagem do
namero de sementes por espiga e pela separacdo das sementes
possivelmente haploides, identificadas pela coloracdo roxa do endosperma,
devido a presenca de antocianina, com simultdnea coloragdo branca do
embrido (Nanda e Chase, 1966).

Resultados e Discussao

Nos cruzamentos realizados, houve a expressdo de antocianina em algumas
sementes, devido a presenca do gene R1-nj. As sementes ndo pigmentadas
podem ser provenientes de contaminacao com pélen externo ou resultantes
do fundo genético do parental feminino (Rabel, 2008). As sementes com
pigmentacdo roxa no endospermae sem coloracdo no embrido foram
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selecionadas como possiveis haploides. A sementes de coloracdo roxa,
tanto no endosperma quanto no embrido, foram identificadas como diploides.
As demais foram contabilizadas como contaminacdes.

A partir da separacdo das sementes possivelmente haploides, foi
determinada a taxa média de inducao de haploidia para os hibridos
induzidos (Quadrol).

Quadro 1 - Resultado do teste de qui-quadrado (x?) para a taxa de possiveis
haploides obtidos in vivo e a taxa de haploides esperados pela indugéo
natural

Possiveis Possiveis Possiveis T.I. Haploides
. . Total de haploides . haploides P 2
Hibrido Espiga sementes  pelo (R- haploides elo real esperados s
pelo germinados pex (%) (0,1%)
navajo) fenotipo
131 21 17 0 0,00 0,13 0,13
P2530 4 129 25 23 3 2,36 0,13 63,90
23 170 28 23 1 0,61 0,17 4,05*
52 232 26 25 10 4,33 0,23 411,27*
6 158 24 24 0 0,00 0,16 0,16
IAC125 10 237 38 35 0 0,00 0,24 0,24
12 117 26 25 1 0,86 0,12 6,66*
19 244 13 13 1 0,41 0,24 2,34
2 377 38 37 4 1,06 0,38 34,82
P3989 27 225 27 22 8 3,64 0,23 268,67*
42 113 13 12 0 0,00 0,11 0,11
46 157 22 20 1 0,65 0,16 4,53*

T.l.:taxa de inducéo; y%: qui-quadrado calculado; *:significativo a 5% de probabilidade.

A taxa média de inducdo variou entre os genoétipos, conforme visualizado
no Quadro 1. O hibrido P3989, semiduro, apresentou uma taxa média de
22% e suas sementes foram as mais faceis de separar pela coloracdo do
endosperma e embrido devido ao seu formato achatado, o qual proporcionou
uma maior area de exposicao do embrido, permitindo uma visualizacdo mais

AW
3 %

/ FUNDACAO : A
;%é f @‘:NP q PARANA
A\

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
de 2016

clara. Por outro lado, o hibrido IAC125, de milho pipoca, teve a maior taxa
média de inducédo (31,75%), oferecendo maior dificuldade de separacéo de
grdos, pois suas sementes tém formato arredondado e dificultam a
visualizacdo da expressdo do R1-nj no embrido. O hibrido P2530, de graos
semiduros, apresentou 16.5% de taxa de induc¢do, valor intermediario entre
0s genotipos estudados. Eder e Chalyk (2002), Rdber et al. (2005), dentre
outros autores também encontraram diferencas ao avaliar diversos
germoplasmas aliados a diferentes texturas de graos.

Conclusodes

O sintético KHI foi efetivo na inducao de haploidia, ocorrendo variacdo em
seus cruzamentos com diferentes genétipos. Entre os genétipos estudados,
o hibrido 1AC125 apresentou a maior taxa média de inducao (31,75%),
cabendo ao hibrido P2530 a menor taxa média de indugéo (16,5%)
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