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Resumo

A metodologia de linhagens duplo-haploides permite obtencao
de linhagens em até trés geragoes, via cruzamento de plantas
de milho com indutores de haploidia, e posterior selecao

com base na presenca ou auséncia de coloragao purpura no
embriao, carater expressado pelo gene R1-navajo. A maioria
dos indutores de haploidia em milho é de origem temperada,
tendo desempenho inferior em condigdes tropicais, o que tem
incentivado programas de melhoramento a adaptar indutores
de haploidia via retrocruzamento com genotipos tropicais. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial germinativo e
caracterizar indutores de haploidia tropicalizados com base
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em atributos agrondmicos. Para tanto, dois experimentos
foram implantados na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas-MG@G, entre novembro de 2014 e setembro de 2015.

O potencial germinativo foi avaliado com base no total de
plantas germinadas, total de plantulas anormais ou mortas,
comprimento de parte aérea e raiz, e massa fresca e seca

de plantulas. Em outro experimento, os indutores foram
comparados com base em 30 caracteristicas morfoagronémicas
demandadas pelo Ministério da Agricultura para testes de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade em milho
comum. Foram avaliados os indutores Stock 6, W23, Tail P1,
Tail P2, Tail P1 xTail P2; 90109igig, 91202igig e 91207 igig.
Observaram-se diferencas significativas entre genotipos para
caracteristicas ligadas a qualidade fisioldgica das sementes,
com valores de coeficiente de determinacao genotipico acima
de 77,8, denotando a predominancia de efeitos genéticos.

Com relacao a caracterizacao agrondmica dos indutores,
verificou-se alta expressao do marcador fenotipico R1-navajo
em todos os indutores avaliados, caracteristica de grande
importancia para a selecao de haploides em milho, e ciclo
superprecoce, com destaque para o hibridoTail P1 xTail P2,
com 48 dias para o florescimento masculino. Os resultados
indicam necessidade de multiplicacao frequente dos indutores
de haploidia, visando manter a qualidade fisiologica das
sementes, e de escalonamento do plantio dos indutores para
sincronizacao do florescimento com as populagoes-fonte,
considerando-se também as condicoes climaticas e o sistema
de manejo adotado, para favorecer o maximo de polinizagao, e,
consequentemente, de producao de sementes haploides.
Palavras-chave: Zea mays L; desenvolvimento de linhagens
duplo-haploides; inducao de haploidia; obtencao de cultivares;
variabilidade genética.
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Abstract

The double-haploids technology allows obtaining maize lines
in three generations, by crossing maize plants with inducers

of haploidy, and subsequent selection based on the presence
or absence of purple color in the embryo, character expressed
by the R1-Navajo gene. Most haploid inducers in maize

are temperate, having inferior performance under tropical
conditions, which has encouraged breeding programs to adapt
haploid inducers via backcrossing with tropical genotypes.The
objective of this work was to evaluate the germination potential
and to characterize tropicalized haploid inducers based on
agronomic attributes. In order to do so, two experiments were
carried out at Embrapa Milho and Sorgo, in Sete Lagoas-MG,
between November 2014 and September 2015.The germination
potential was evaluated based on total germinated plants,

total of dead or abnormal seedlings, length of aerial part and
root of seedlings, and fresh and dry mass of seedlings. In
another experiment, the inductors were compared based on 30
morphoagronomic characteristics demanded by the Ministry
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of Agriculture for tests of distinguishability, homogeneity

and stability in maize.The inductors Stock 6, W23, Tail P1,

Tail P2, Tail P1 xTail P2; 90109igig, 91202igig and 91207 igig.
Significant differences were observed between genotypes

for characteristics linked to the physiological quality of the
seeds, with genotype coefficient of determination above 77.8,
indicating the predominance of genetic effects. In relation to the
agronomic characteristics, there was a high expression of the
R1-Navajo phenotypic marker in all of the evaluated inducers, a
characteristic of great importance for the selection of haploids in
maize, and an early-mature cycle, especially forTail P1 xTail P2
hybrid, with 48 days for male flowering. These results indicated
the need for frequent multiplication of haploid inducers,

aiming at maintaining the physiological quality of the seeds,
and stagger of the planting of the inducers to synchronize the
flowering with the source populations, considering also the
climatic conditions and the adopted management system, in
order to maximize pollination and haploid seed production.

Keywords: Zea mays L; doubled-haploids lines; induction of
haploidy; cultivars development; genetic variability.

Introducao

O milho (Zea mays L.), € uma planta aldgama e pertence

a familia Poaceae. E uma cultura de grande importancia
econdmica, por causa do seu uso na alimentagao animal,
matéria-prima para biocombustiveis, na industria quimica e em
outras atividades. Uma das maiores caracteristicas da cultura
do milho é a sua variabilidade genética, que tem possibilitado
aumentos continuos de produtividade ao longo dos anos e a
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adaptacao a diferentes ambientes, por meio do melhoramento
vegetal.

Em programas de melhoramento de milho, uma alternativa
que vem ganhando espaco para obtencao de linhagens
endogamicas é a tecnologia de linhagens duplo-haploides (DH).

Esta técnica se baseia na obtencgao de individuos haploides,
com numero basico de cromossomos para a espécie (n=10), e
posterior duplicagao de seu genoma, de forma espontanea ou
artificial (CHASE, 1952; PRIGGE; MELCHINGER, 2011).

Para obtencao de haploides em milho, o método mais
utilizado é o protocolo in vivo, que consiste no cruzamento

de populacdes-fonte com indutores de haploidia, que sao
genodtipos (linhagens ou hibridos) que possuem a capacidade
de induzir, em certa proporcao, a formacao de sementes

com embrides haploides, com constituicao genética baseada
nos genes dos genotipo-fonte. Entretanto, plantas haploides
possuem vigor extremamente reduzido e dificuldades para
reproducao por causa da impossibilidade de meiose normal
nas células precursoras dos gametas, sendo necessario o
tratamento das plantulas haploides com agentes quimicos que
promovam a inibicao da mitose, permitindo a duplicagcao dos
cromossomos em haploides de milho sem que haja divisao
celular. Apds a duplicagao cromossoémica, estas plantas podem
ser autofecundadas e passam a ser chamadas de linhagens
duplo-haploides, uma vez que, para cada cromossomo que

a planta haploide possuia anteriormente, passa-se a ter uma
coOpia exata, o que lhe confere completa homozigose e o
mesmo numero de cromossomos de uma planta diploide
(PRIGGE; MELCHINGER, 2011). Desta forma, essa técnica
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permite obtencao de linhagens homozigotas em trés geracoes,
acelerando a producao de cultivares de milho.

Na cultura do milho, sdo conhecidos dois processos de inducao
in vivo de haploidia: a androgénese e a gimnogénese. Na
androgénese, o indutor de haploidia é utilizado como genitor
feminino, recebendo pdélen do gendtipo-fonte em seus estilo-
estigmas. Porém, quando o nucleo reprodutivo do grao de
polen chega ao saco embrionario e se funde com a oosfera,
ocorre o desenvolvimento de um embriao haploide contendo
apenas genes derivados do genodtipo-fonte, no caso, o genitor
masculino.

Na gimnogénese, o indutor € utilizado como genitor masculino.
Neste sistema, quando o nucleo reprodutivo do grao de pdlen
do indutor gimnogenético entra em contato com a oosfera do
genotipo-fonte no interior do saco embrionario, ha a inducao da
divisao mitotica da oosfera em um embriao haploide, portando
genes oriundos apenas do genitor feminino. Este processo é o
mais utilizado para obtencao de linhagens duplo-haploides, por
apresentar maior taxa de inducao e praticidade de uso, uma vez
que a polinizacao, para inducao de haploidia, pode ser realizada
em lotes isolados, com despendoamento dos genodtipos-fonte.

Todos os genotipos atualmente utilizados como indutores

de haploidia sao derivados das linhagens Stock 6, que induz
a formacao de haploides gimnogenéticos a uma taxa de 3%
de frequéncia, e W23, que gera haploides androgenéticos
com frequéncia entre 1 a 3% (KERMICLE, 1969; BELICUAS et
al., 2007; SILVA et al., 2009). Como esses progenitores foram
selecionados e melhorados em locais de clima temperado, a
maioria dos indutores de haploidia desenvolvidos em milho é

9
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de origem temperada, tendo dificil adaptacao em ambientes
tropicais.

Os efeitos das caracteristicas edafoclimaticas dos tropicos sobre
o comportamento agrondmico de linhagens de milho indutoras
de haploidia tém incentivado programas de melhoramento

a adaptar indutores de haploidia via retrocruzamento com
genotipos tropicais (PRASANA et al., 2012; TRINDADE et

al., 2015). Visando a transferéncia dos genes ig e R1-nj para
genotipos de milho tropicais, Rabel et al. (2008) obtiveram

seis familias de linhagens indutoras tropicalizadas, a partir do
cruzamento do indutor W23 com o hibrido simples BRS 1010,
obtendo taxas de inducao entre 0,4 e 0,6%.

O Centro Internacional de Melhoramento de Milho eTrigo
(CIMMYT) e a Universidade de Hohenhein iniciaram uma
parceria para adaptacao dos indutores UH400 e RWS a
ambientes tropicais, por meio do retrocruzamento com
germoplasma tropical. Em avaliacdes experimentais conduzidas
em dois ambientes tropicais do México, em duas safras, estes
indutores TAILs (Tropically Adapted Inducer Lines) expressaram
taxas de inducao de haploidia de 9 a 14%, sendo que o hibrido
derivado do cruzamento entres essas linhagens demonstrou
heterose para vigor da planta e producgao de podlen sob
condicoes tropicais e taxas de inducao de haploidia similares
aos parentais (8 a 10%) (KEBEDE et al., 2011; PRIGGE et al.,
2012). Estes indutores possuem 75% de genoma tropical, sendo
codificadas comoTail P1,Tail P2 eTail P1 xTail P2. A Embrapa
Milho e Sorgo adquiriu licenca para uso destes indutores

no ano de 2013, e em 2014, comecou a testar o desempenho
agrondmico destes materiais em condicoes brasileiras.
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A despeito do processo de adaptacao dos indutores TAlLs

ao clima tropical, considerando a origem temperada destes
indutores, pode-se aventar a hipétese de que existe diferenca
no comportamento agrondmico do indutor em funcao de suas
caracteristicas genéticas, do tipo de mecanismo de inducao
(androgénese ou gimnogénese) e de sua adaptabilidade ao
ambiente tropical. Desta forma, tendo em vista a escassez de
informacgodes sobre o comportamento agronémico de indutores
de haploidia em condigoes tropicais, este trabalho teve como
objetivo avaliar caracteristicas de importancia agrondmica em
indutores de haploidia tropicalizados.

Materiais e Métodos

Para avaliacao de caracteristicas agrondémicas em indutores
de haploidia, este trabalho foi realizado em duas etapas:

1) avaliagao de qualidade fisioldgica de sementes; e 2)
caracterizacao agrondmica em indutores de haploidia
tropicalizados.

Qualidade Fisioldgica e Potencial Germinativo de
Sementes em Indutores de Haploidia

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratorio de Analise
de Sementes da Embrapa Milho e Sorgo, localizado no
municipio de Sete Lagoas, no Estado de Minas Gerais, entre
abril e julho de 2016.

Foram avaliados 13 genodtipos experimentais, a saber:

os indutores temperados Stock 6 (gimnogenético) e W23
(androgenético); dois indutores gimnogenéticos tropicalizados,
denominadosTail P1 eTail P2, obtidos do cruzamento dos

11
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indutores UH400 e RWS com linhagens tropicais de milho; dois
hibridos obtidos pelo cruzamento entre os indutoresTail P1 e
Tail P2, havendo a inversao do parental feminino e masculino
(Tail P1 xTail P2 eTail P2 xTail P1); os indutores androgenéticos
tropicalizados 90109 igig, 91202 igig e 91207 igig, obtidos do
cruzamento entre a linhagem W23 e o hibrido BRS 1010 (RABEL
et al., 2008) e como testemunhas experimentais as linhagens
CMS MO019 e CMS MO027 e os hibridos simples BRS 1055 e BRS
1060.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso,
com quatro repeticoes. As avalicoes de potencial germinativo

e de qualidade de sementes se deram por semeadura de 50
sementes de cada um dos 13 genodtipos descritos anteriormente
em quatro rolos de papel germiteste. Para tanto, trés folhas de
papel germiteste foram previamente umedecidas com agua

na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel seco, sendo as
sementes distribuidas uniformemente ao longo de todo o rolo,
os quais foram enrolados cuidadosamente, fixados com elastico
e levados para germinador, com parametros de temperatura
(25,4 °C), umidade (56% UR) e luminosidade (12h30 de luz)
controlados.

Sete dias apds a semeadura, os rolos foram abertos, e

foram avaliadas as seguintes caracteristicas no conjunto de
plantulas recém-germinadas: total de plantulas germinadas,
por contagem do numero de plantulas que emitiram radicula e
hipocodtilo, com resultado em porcentagem; total de plantulas
anormais ou mortas, em porcentagem (%); comprimento de
parte aérea e comprimento de raiz, ambos medidos por régua
graduada, em centimetros; razao raiz/parte aérea, obtida

pela relacao entre o comprimento radicular e o comprimento



Caracteristicas Agronémicas de Indutores de Haploidia Adaptados ao 13
Ambiente Tropical

da parte aérea; massa verde de plantulas germinadas, em
miligramas, obtida por pesagem em balanca de precisao de
trés casas decimais das plantas que apresentaram germinacao
normal; massa seca de plantulas germinadas, em miligramas,
obtida por secagem das plantulas em estufa de ventilacao
forcada em 65 °C por 48 horas, com posterior pesagem em
balanca de precisao de trés casas decimais.

Na analise de variancia, considerou-se o efeito dos genétipos
(indutores de haploidia) e das testemunhas. Foram estimados
as meédias, o coeficiente de variacao experimental e o
coeficiente de determinacao genotipica para as caracteristicas
avaliadas. Em seguida, procedeu-se a avaliacao dos grupos

de gendtipos avaliados (indutores androgenéticos, indutores
gimnogenéticos e testemunhas experimentais, separando-se
ainda em linhagens e hibridos), efetuando-se o desdobramento
dos graus de liberdade dentro do experimento em contrastes
ortogonais para todas as caracteristicas avaliadas. Todas as
analises estatisticas foram efetuadas com auxilio dos softwares
genes (CRUZ, 2013) e SISVAR (FERREIRA, 2011).
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Figura 1. Etapas da avaliacao do potencial germinativo de
indutores de haploidia. A) Desinfeccao de sementes; B)
Distribuicao de sementes em papel germiteste; C) Amostras

em germinador; D) Plantulas normais apds sete dias de
germinacao; E) Plantulas anormais; F) Afericao do comprimento
de plantula com régua graduada.
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Caracteristicas Agronomicas de Indutores de
Haploidia Androgenéticos e Gimnogenéticos
adaptados ao Ambiente Tropical

Esta etapa do trabalho foi realizada na area experimental da
Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, no Estado de Minas
Gerais, entre janeiro e setembro de 2015.

Neste experimento, foram caracterizados seis indutores de
haploidia: os indutores gimnogenéticos tropicalizados Tail

P1 eTail P2; o hibrido entre os indutoresTail P1 eTail P2, e os
indutores androgenéticos tropicalizados 90109 igig, 91202 igig
e 91207 igig, obtidos do cruzamento entre a linhagem W23 e o
hibrido BRS 1010 (RABEL et al., 2008).

Estes genotipos foram cultivados em blocos nao casualizados,
compostos por sete fileiras de 5 m, espacadas de 0,70 m, com
plantio de 5 sementes por metro linear, com populagoes de
plantas em torno de 175 plantas por bloco.Todas as operacoes
de plantio e manejo efetuadas no experimento seguiram

as recomendacodes preconizadas para a cultura do milho
(FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

A caracterizacao dos seis indutores de haploidia avaliados
neste estudo se iniciou a partir da antese deles, prosseguindo
até a pos-colheita. Foram utilizadas 30 caracteristicas
morfoagrondmicas para caracterizagcao e distingao entre

os indutores avaliados, sendo parte delas demandada pelo
Ministério da Agricultura em ensaios de valor e cultivo e uso e
de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade em milho
comum.

15
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Figur 2. spects de espigas (A, B e C), pendao (D) e de plantas
(E e F) dos indutores de haploidia avaliados no experimento.

Quando da realizacao de avaliagoes visuais de caracteristicas
morfoagrondmicas em condicoes de campo, definiu-se como
progénies para avaliagao as plantas localizadas nas 4° e 5°
fileiras, considerando-se 10 plantas para avaliacao nas duas
fileiras, desprezando-se as duas primeiras e as duas ultimas
plantas em cada fileira. A relacao de caracteristicas avaliadas
vem a seguir:
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Angulo entre a lamina foliar e o colmo: angulo entre o
colmo e a lamina foliar medido logo acima da 1? espiga,
variando em pequeno, médio e grande.

Curvatura do colmo (grau zig-zag): variando em ausente,
levemente recurvado e fortemente recurvado.

Numero de folhas acima da 1° espiga.

Presenca de pubescéncia na bainha foliar: variando em
ausente, média e abundante.

Pigmentacao da lamina foliar por antocianina: variando em
ausente e presente.

Numero de nos, contabilizado da base do colmo até a folha
bandeira.

Coloracao da nervura principal: presenca de coloracao por
antocianina na nervura principal da lamina foliar, variando
em ausente e presente.

Coloracao das anteras: presenca de coloracao purpura, em
razao da presenca de antocianina, nas anteras do pendao,
variando em ausente/fraca, presente/média ou presente/
forte.

Angulo entre haste principal e ramificagoes laterais: angulo
formado entre a haste principal do pendao e as ramificacoes
laterais dele, variando entre pequeno, quando menor ou
igual a 45°, médio, quando maior que 45° e menor que 90° e
grande, quando maior ou igual a 90°.
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10. Comprimento da haste principal, medido da base até o apice
do pendao, com régua graduada em centimetros.

1. Comportamento das ramificacoes laterais: comportamento
das ramificacoes laterais do pendao, variando em reta,
recurvada ou fortemente recurvada.

12. Numero de ramificagoes laterais: numero de ramificacoes
laterais do pendao.

13. Coloracao no estilo-estigma: presenca de coloracao purpura,
por causa da presenca de antocianina no estilo-estigma,
variando em ausente ou presente.

14. Comprimento do pedunculo: comprimento do pedunculo da
espiga de milho, variando entre curto, médio ou longo.

15. Producibilidade: peso total de sementes produzidos por
bloco, a 13% de umidade, avaliado em gramas por parcela,
sendo convertido posteriormente em kg/ha.

16. Estande: numero total de plantas por fileira, sendo
consideradas no presente experimento a 4° e 5% fileiras.

17. Numero de espigas: numero total de espigas colhidas para
cada indutor.

18. Peso 1% espiga: média do peso em gramas da 1° espiga de
10 plantas aleatdrias, ap6s surgimento de camada preta nas
sementes.
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Comprimento de espiga: média do comprimento de 10
espigas aleatorias, em cada indutor avaliado.

Diametro de espiga: média do diametro de 10 espigas
aleatdrias em cada indutor de haploidia avaliado.

Numero de fileiras: média do numero de fileiras de graos
em 10 espigas aleatorias para cada indutor avaliado.

Numero de graos/espiga: média do numero de graos
presente em 10 espigas de cada genétipo avaliado.

Peso 100 graos: média do peso em gramas de 100 sementes
de cada indutor de haploidia avaliado, determinado em 10
espigas aleatoérias.

Florescimento feminino: dias do plantio até a emissao do
estilo-estigma em 50% das plantas avaliadas em cada bloco.

Florescimento masculino: nimero de dias do inicio de
emissao de poélen por 50% dos penddes das plantas de cada
indutor de haploidia avaliado.

Duracao da emissao de polen: numero médio de dias de
emissao de polen em 50% das plantas para cada indutor de
haploidia avaliado

Area marcada com R17-nj: area da superficie da semente
marcada com coloracao purpura, por causa da presenca de
antocianina codificada pelo gene R7-navajo (R1-nj), dada em
escala de notas variando entre 1 (nenhuma marcagao) e 5
(semente totalmente recoberta por antocianina).
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28. Intensidade de cor R17-nj: intensidade da coloragao purpura
expressa por presenca de antocianina codificada pelo
marcador R7-nj em sementes, dada em escala de notas
variando de 1 (auséncia de coloragao) a 5 (alta intensidade
de coloracao purpura);

29. Altura de planta: dada pela altura da base da planta até a
folha bandeira, em metros.

30. Altura de espiga: dada pela altura da base da planta até a
insercao da primeira espiga, em metros.

Os dados foram tomados por avaliagdes em campo e pos-
colheita, sendo os dados analisados por estatistica descritiva.

Resultados e Discussao

Qualidade Fisioldgica e Potencial Germinativo de
Sementes em Indutores de Haploidia

Houve diferencas significativas entre genodtipos para todas

as caracteristicas avaliadas (Tabela 1). Considerando-se os
indutores de haploidia e as testemunhas experimentais
separadamente, houve diferenca significativa entre indutores
para todas as caracteristicas avaliadas, mas nao houve
diferenca entre indutores para a germinacao e para o numero
de plantas anormais ou mortas (Tabela 1).

Foram verificadas diferencas significativas entre os indutores de
haploidia avaliados e as testemunhas experimentais para todas
as caracteristicas avaliadas, com excecao da razao raiz/parte
aérea (Tabela 1). Considerando este resultado com as médias
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gerais para estes dois grupos (Tabela 1), percebe-se que, com
excecao do numero de plantas anormais e mortas (AM), para
todas as demais caracteristicas houve uma superioridade das
testemunhas experimentais sobre os testadores no que tange
o potencial germinativo e o desenvolvimento inicial, que € um
dos componentes do vigor da semente (DIAS; BARROS, 1995).

Tabela 1. Quadrados médios, médias, limite superior (LS)
e inferior (LI), coeficiente de variacao experimental (CV%)
e coeficiente de determinacao genotipico (H?) para sete
caracteristicas ligadas a qualidade de sementes de nove
indutores de haploidia e quatro testemunhas.

Rep 3 26,92 20,99 0,11 1,57 0,01 0,55 0,003
Gen 12 299,12 296,23** 16,14 61,01 0,25  48,81* 0,37**
Ind 8 373,09 366,31  6,27** 47,09  0,26™  13,79* 0,06™*
Test 3 55,72" 55,72  31,56™ 60,14  0,32**  41,14* 0,23**
Ind vs Test 1 431,51*  457,06* 48,73** 174,91** 0,03 352,02**  3,24**
Erro 36 71,02 81,06 0,59 3,12 0,49 1,11 0,01

Média Geral 83,5 16,6 8,0 15,4 1,94 7,8 0,42

Média Ind 81,5 18,6 7.4 14,2 1,92 6,1 0,26
Média Test 87,8 12,2 9,5 18,2 1,97 1,7 0,79
LS 100,0 45,0 13,9 24,4 2,51 14,9 1,07
LI 55,0 0,0 4,9 7,6 1,22 3,2 0,03
CV% 10,1 54,1 9,6 11,5 1,4 13,3 26,4
H? 80,9 77,8 90,5 93,4 80,9 91,9 80,8

* ** significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F " nao significativo.
Rep = Repeticdo; Gen = Genotipo; Ind = indutores de haploidia; Test =
testemunhas nao indutoras; GER = germinagéo (%); AM = plantulas anormais
e mortas; CP = comprimento de parte aérea; CR = comprimento de raiz; CR/CP
= razao raiz/parte aérea; MV = massa verde de plantula; MS = massa seca de

plantula.
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Os coeficientes de variacao experimentais (CV%) variaram
entre 54,1 e 9,6, com valores mais altos de CV% para numero
de plantulas anormais e mortas e massa seca de plantula
(Tabela 1). No caso de plantulas anormais e mortas, esse valor
de CV reflete também a existéncia de valores nulos dessa
caracteristica para alguns genétipos avaliados, uma vez que
os limites inferior e superior dela oscilaram entre 0 e 45. Ja as
variagoes observadas para a massa seca de plantula indicam a
existéncia de grande variabilidade para este carater, devendo
ser considerada ainda a perda de mais de 10 vezes do peso em
agua dos genotipos em avaliacao apos secagem.

Os coeficientes de determinacao genotipico (H2) variaram

entre 77,8 (numero de plantulas anormais e mortas) e 93,4
(comprimento de raiz), denotando a predominancia de efeitos
genéticos sobre os fenotipicos para as caracteristicas avaliadas.
Mesmo se considerando que o teste de germinacao visa
promover um ambiente que favoregca ao maximo a emergéncia
das plantulas, os valores de H2 indicam a possibilidade de
ganhos por selecao para caracteristicas ligadas a qualidade
fisiologica de sementes para os genétipos avaliados, como a
germinacao e o vigor, o que se torna extremamente importante
tendo em vista a origem dos indutores de haploidia em estudo
e a necessidade de adaptacao deles ao ambiente de cultivo.

A analise de contrastes ortogonais para germinacao, plantulas
anormais e mortas, comprimento de parte aérea, comprimento
de raiz, massa verde e massa seca de plantula indicou
predominio de gendtipos nao indutores de haploidia, no caso,
as testemunhas comerciais, sobre os indutores de haploidia,
(Ind vsTest - Tabela 2). Considerando o melhoramento com foco
principal em produtividade de graos, um dos mais importantes
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componentes da produtividade é o estabelecimento de estande
inicial, o que acaba levando a uma selecao de cultivares para
maior “arranque” inicial. Por outro lado, o melhoramento com
foco em inducgao de haploidia visaria aumentar o numero de
haploides obtidos por cruzamento, o que pode colocar em
segundo plano caracteristicas ligadas a germinacao e vigor,
embora estas caracteristicas tenham suma importancia para
estabelecimento do campo de inducao de haploidia.

O comparativo entre linhagens indutoras e linhagens nao
indutoras (LI vs LNI -Tabela 2) nao apresentou diferenca para
nenhuma das caracteristicas avaliadas, demonstrando que
linhagens indutoras de haploidia apresentam comportamento
analogo ao de linhagens comerciais para todas as
caracteristicas avaliadas. Ja para o contraste entre hibridos
indutores e hibridos nao indutores (HI vs HNI) houve diferencas
significativas para germinagcao, comprimento de parte aérea,
comprimento de raiz, e razao raiz/parte aérea. Este resultado
pode estar vinculado ao maior desenvolvimento inicial em
hibridos comerciais, porém chama atencao o fato de que,
proporcionalmente, hibridos indutores de haploidia tenham
um maior desenvolvimento radicular em comparagao com
hibridos nao indutores, sendo que a manutencao dessa relacao
em estadios mais avancados de desenvolvimento da planta
pode representar uma estratégia de estabelecimento da planta
em condicoes de limitada oferta de nutrientes (TRINDADE;
ARAUJO, 2014).

Encontraram-se diferencas significativas entre indutores
gimnogenéticos e androgenéticos (IndG vs IndA —-Tabela 2)
para comprimento de parte aérea, razao raiz/parte aérea e
massa verde de plantula, observando-se maior comprimento
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de parte aérea e massa verde em indutores androgenéticos e
maior razao raiz/parte aérea em indutores gimnogenéticos. Este
resultado pode ser consequéncia do processo de melhoramento
para obtencao dos indutores androgenéticos avaliados neste
trabalho, que consistiu no cruzamento com o hibrido BRS 1010.

Tabela 2. Médias e valores de F de contrastes ortogonais para
sete caracteristicas ligadas a qualidade de sementes de cinco
indutores gimnogenéticos, quatro indutores androgenéticos,
duas linhagens e dois hibridos comerciais, avaliados no
laboratorio de andlise de sementes da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas-MG.

Ind vs Test 815 878 616 186 121 563 737 947 818" 142 182 5592°
Livs LNI 8018 8812 034 2017 1187 024 723 71 022 133 1511 037

Hivs HNI 8625 875 431 1312 125 326 780 1184 1352% 1738 2123 1608"
IndG vs IndA 835 7906 246 1625 2156 3,09 692 795 1563 1398 1448 067

Stock6vsIndG 9875 7969 16,37 125 2000 1387 510 738 27,657 837 1539 50,43
W23 vs IndA 6875 8250 19.83% 3125 1833 1671 795 794 328 127 1554 27,51
L rails vs HI 8625 875 431 1313 125 326 780 1184 328 1738 2124 16,08"
Ind vs Test 192 197 057 616 1179 31830 02 080 261,93"

Llvs LNI 184 213 028 551 960 020 021 062 002

Hivs HNI 220 182 1031 844 139 163 040 098 058

IndG vs IndA 199 183 471 579 646 364" 028 022 227

Stock6vsIndG 1,64 208 1246 487 686 1151~ 021 030 212

W23 vs IndA 142 197 944m 377 646 244 007 028 011

L rails vs HI 220 181 1031* 844 140 163 040 097 058

GER = germinagao (%); AM = plantulas anormais e mortas; CP = comprimento
de parte aérea; CR = comprimento de raiz; CR/CP = razao raiz/parte aérea; MV
= massa verde de plantula; MS = massa seca de plantula; IndG = indutores

de haploidia gimnogenéticos; IndA = indutores de haploidia androgenéticos;
Test = testemunhas nao indutoras; Hl = hibridos indutores; LI = linhagens
indutoras; HNI = hibridos simples nao indutores; LNI = linhagens nao
indutoras.
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Comparando-se a linhagem Stock 6 com os demais indutores
gimnogenéticos, percebe-se que o processo de melhoramento
para aumento dos percentuais de inducao de haploidia
também favoreceram outras caracteristicas (Stock 6 vs IndG
—Tabela 2). Embora o indutor Stock 6 apresente alta taxa

de germinacao e baixo percentual de plantulas anormais e
mortas, para comprimento de parte aérea e raiz, razao raiz/
parte aérea e massa verde de plantula, os demais indutores
gimnogenéticos superaram o indutor Stock 6, indicando que
estes materiais possuem um maior vigor. O vigor em sementes
pode ser definido como a soma de atributos que confere a
semente o potencial para germinar, emergir e se desenvolver
em uma planta viavel sob ampla diversidade de condicoes
ambientais, incluindo-se neste caso condicoes desfavoraveis
(KRZYZANOWSKI; FRANCA NETO, 2001).

Para o contraste entre o indutor W23 e indutores androgenéticos
derivados dele (W23 vs IndA —Tabela 2), houve diferencas
significativas para germinacao, plantulas anormais e mortas,
comprimento de raiz e razao raiz/parte aérea, com superioridade
para os indutores melhorados a partir do cruzamento com o
hibrido BRS 1010. O contraste entre as linhagensTAILs e os
hibridos TAILs (LI vs HI —Tabela 2) demonstrou haver diferencas
significativas para germinagcao, comprimento de raiz e razao
raiz/parte aérea, com maior desenvolvimento para os hibridos
TAILs, o que pode ter relagao com o vigor hibrido resultante do
cruzamento entre as linhagensTAlLs.

Em funcao dos dados apresentados, e estabelecendo-se um
comparativo entre os indutores de haploidia avaliados e os
genotipos comerciais, torna-se recomendavel um manejo
cuidadoso na producao de sementes para indutores de
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haploidia, e que a multiplicacao de sementes deve ser feita
frequentemente, a fim de se garantir a qualidade da semente.
Ademais, as estimativas de H2 para os genotipos estudados
indicam que ha variabilidade para selecao de gendétipos com
melhor potencial germinativo e vigor nos indutores em estudo.

Caracteristicas Agronomicas de Indutores de
Haploidia Androgenéticos e Gimnogenéticos
Adaptados ao Ambiente Tropical

A caracterizacao de indutores de haploidia com base em
caracteristicas morfoldgicas indicou diferencas entre indutores
androgenéticos e gimnogenéticos. Entretanto, boa parte dessas
diferencas pode ter relacdo com a origem dos materiais, a
despeito das diferencas em seus sistemas de indugao.

Todos os indutores avaliados apresentaram angulo entre

a lamina foliar e o caule variando entre pequeno e médio

e curvatura do colmo leve ou inexistente (Tabela 3). Essas
caracteristicas denotam plantas com porte ereto e arquitetura
moderna, uma vez que um angulo pequeno entre o colmo e
a lamina foliar em milho pode ser uma forma de aumentar

a interceptacao de luminosidade no dossel, favorecendo

a fotossintese (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). Outra
caracteristica importante para a captacao de radiacao incidente,
o numero de folhas acima da 1? espiga, variou entre 3 e 6,50
folhas, com destaque para a linhagem indutora 91202 igig.

O numero de nos no colmo das plantas avaliadas variou

entre 8,33 e 13, com destaque para o indutor 90109 igig como
sendo o de maior numero de nds. Cabe destacar também o
aumento em numero de nés decorrente da hibridagao entre as
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linhagensTail P1 eTail P2, com o hibrido alcangando 10,50 nos
no colmo, o que se reflete em uma maior estatura de planta,
e possivelmente uma maior capacidade de propagacao de
pélen em distancia, se esta estatura se combinar com outras
caracteristicas como peso de pdlen, deiscéncia de anteras e
tempo de emissao de polen.

Todas as plantas avaliadas apresentaram presenca de
pubescéncia na bainha foliar e auséncia de coloragao

na nervura principal (Tabela 3), nao constituindo estas
caracteristicas parametros para diferenciacao destes genotipos.
Contudo, a presenca de pigmentacao por antocianina na lamina
foliar se destacou como parametro para diferenciacao entre os
indutores androgenéticos e gimnogenéticos, sendo presente
apenas nos indutores gimnogenéticos. Em trabalhos de selecao
de haploides, alguns autores relatam o uso de coloragcao com
antocianina em caule e folhas como parametro para descarte de
“falsos-positivos” na producao de duplo-haploides (KEBEDE et
al., 2011; PRASANNA et al., 2012), porém deve-se ter em conta
as caracteristicas inerentes aos genotipos-fonte para uso da
pigmentacao externa com antocianina para diferenciacgao.

Com relacao as caracteristicas ligadas ao pendao dos indutores,
observou-se presenca de pigmentacao com antocianina no
pendao dos indutores 91207 igig e Tail P2 (Tabela 3). A haste
principal do pendao dos indutores caracterizados variou de 20

a 26,38 cm, com destaque para a haste do hibrido Tail P1 xTail
P2, verificando-se maior tamanho de pendao nos indutores
gimnogenéticos, em relacao aos androgenéticos, o que pode
ter relacao direta com o sistema de inducao, ja que indutores
gimnogenéticos sao utilizados como parental masculino em
campos de inducao (PRASANNA et al., 2012).
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Tabela 3. Caracteristicas morfoldgicas de seis indutores de
haploidia adaptados ao ambiente tropical, avaliados em Sete
Lagoas-MG@G, entre janeiro e setembro de 2015.

Morfologia da Planta
Angulo entre lamina foliar e

colmo Pequeno Pequeno Médio Médio Pequeno Pequeno
Curvatura do colmo (grau zig Levemente Levemente Levemente
zag) Sem curvatura Sem curvatura curvado curvado Sem curvatura curvado
o i 2 espi
Ne° de folhas acima da 1° espiga 450 6,50 6,00 3,00 450 425
Presenca de pubescéncia na
bainha foliar Presente/média Preser édi Preser édi Presente/média P édia P édia
Pigmentagao na lamina foliar por
antocianina Ausente Ausente Ausente Presente Presente Presente
o .
N°de nés 13,00 12,50 12,50 8,33 9,00 10,50
Coloragdo na nervura principal Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Caracteristicas do Pendao
Coloragdo das anteras Ausente/fraca Ausente/fraca Presente/média Ausente/fraca  Presente/média  Ausente/fraca
Angulo entre haste principal e
ramificagdes laterais Pequeno (<45°)  Pequeno (<45°)  Pequeno (<45°) Médio (<90°)  Grande (>90°) Médio (<90°)
Comprimento da haste principal
(cm) 20,00 20,00 19,50 23,00 24,75 26,38
Comportamento das Fortemente
ramificagdes laterais Reta Reta Reta Recurvada recurvada Recurvada
o P .
N° de ramificagGes laterais 10,50 6,50 7,00 6,50 14,50 8,25
Caracteristicas de Espiga
Coloragao no estilo-estigma Presente Presente Ausente Presente Presente Presente
Comprimento do pedtinculo Curto Curto Curto Curto Curto Curto

O angulo entre a haste principal e as ramificacoes laterais do
pendao também foi um fator de diferenciacao entre indutores
gimnogenéticos e androgenéticos (Tabela 3). Enquanto
indutores androgenéticos apresentaram um pendao mais
compacto, com angulo entre a haste principal e as ramificacoes
laterais menor que 45° os indutores gimnogenéticos
apresentaram uma arquitetura de pendao mais aberta, com
angulo de abertura entre haste principal e suas ramificagoes
variando entre 45 e 90°, com maior angulo para o indutor

Tail P2 (>90°). Outra caracteristica de distinguibilidade do
pendao entre indutores gimnogenéticos e androgenéticos foi
o comportamento das ramificacoes laterais do pendao, que se
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apresentaram mais recurvadas em indutores gimnogenéticos.
Considerando o vento como maior agente de dispersao de
poélen, um pendao com arquitetura mais aberta e boa deiscéncia
de polen pelas anteras tem maior possibilidade de propagacao
de pélen em maiores distancias no campo. O niumero de
ramificagoes laterais variou entre 6,50 e 14,50 ramificacoes
laterais por pendao, com maior destaque para o genotipo Tail
P2, com maior numero de ramificagdes por pendao.

Com relagao as caracteristicas relacionadas a espigas,
observou-se pouca variabilidade em caracteres anteriores

a colheita. Em geral, as espigas avaliadas apresentaram
pedunculo curto e presenca de antocianina no estilo-estigma,
com excecao da linhagem 91207 igig (Tabela 3).

Em relacao a caracteristicas relacionadas a produtividade
(Tabela 4), verificaram-se valores de producibilidade de
sementes variando entre 442 e 1.191 kg/ha, valores baixos para
campos de producao de sementes em escala comercial. Para

os indutores androgenéticos, a maior producgao de sementes

foi da linhagem indutora 90109 igig, e para os indutores
gimnogenéticos, a maior producao de sementes foi do hibrido
Tail P1 xTail P2, que expressou a maior producibilidade

no experimento, possivelmente em decorréncia de efeitos

de heterose para producao de sementes. Este fato reflete

a dificuldade na producao de sementes em indutores de
haploidia, muito em virtude da presenca de germoplasma
tropical. O processo de tropicalizacao em indutores de haploidia
é realizado de forma branda, visando evitar a perda do potencial
para obtencao de haploides (KEBEDE et al., 2011; PRIGGE et

al., 2012). Isso leva a uma adaptacao limitada dos indutores ao
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ambiente tropical, tornando o manejo destes gendtipos mais
dificil.

O estande final para os genotipos avaliados variou entre 14
plantas (Tail P1) e 22 plantas por fileira (91207 igig), ficando
aquém do estande ideal, de 25 plantas/ fileira (Tabela 4). O
numero total de espigas produzidas também ficou abaixo do
ideal, variando entre 44 espigas (Tail P1) e 78 espigas (Tail P1
x Tail P2), com varias plantas emitindo uma segunda espiga
viavel.

Tabela 4. Caracteristicas agrondmicas de indutores de haploidia
tropicalizados avaliados em Sete Lagoas, M@, entre janeiro e
setembro de 2015.

Producibilidade (kg/ha) 992,06 515,31 646,26 442,18 448,41 1191,04
Estande 18 16 22 14 17 18
Ne° Espigas 54 50 67 44 65 78
Peso 1? espiga (g) 81,83 69,17 83,67 40,22 39,00 76,10
Comprimento de espiga (mm) 119,31 98 115,81 104,00 100,82 119,92
Diametro de Espiga (mm) 39,42 39,58 39,59 32,24 31,32 34,74
Ne Fileiras de graos 14 14 16 12 12 12
Ne graos/espiga 277 227 320 110 100 240
Peso 100 graos (g) 23,61 27,30 20,63 30,00 28,00 28,00
Florescimento feminino (dias) 56 62 58 49 51 48
Florescimento masculino (dias) 57 62 59 50 52 49
Duragéo da emissao de pélen (dias) 5 5 5 4 4 5
Area Marcada com R1-nj 4 4 4 4 5 5
Intensidade de cor R1-nj 4 4 4 3 3 4
Altura de Planta (m) 1,95 1,45 1,75 1,45 1,35 1,90
Altura de Espiga (m) 0,95 0,75 1,00 0,65 0,75 0,95

Em funcao dos dados apresentados para estande e numero de
espigas, verifica-se que a baixa producibilidade tem relacao
direta com a formagao do estande e com o numero de espigas
emitidas por planta, mas outras caracteristicas também

podem incorrer para esse resultado. O peso da primeira espiga
variou entre 39 gramas (Tail P2) e 83,67 gramas (91207 igig),
verificando-se maior peso da primeira espiga no hibrido Tail P1
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xTail P2 e nos trés indutores androgenéticos avaliados (Tabela
4). O comprimento de espiga variou entre 98 mm (91202 igig) e
119,92 mm (Tail P1 xTail P2), enquanto que o diametro de espiga
variou de 32 a 34 mm para os indutores gimnogenéticos e se
fixou em torno de 39 mm para os indutores androgenéticos.

Considerando-se separadamente indutores gimnogenéticos

e androgenéticos, verifica-se um numero de fileiras de graos
em torno de 12 para indutores maternos, enquanto indutores
paternos apresentam de 14 a 16 fileiras de graos. O niumero de
graos por espiga também variou de 100 a 240 graos por espiga
para o indutorTail P1 xTail P2, e de 227 a 320 graos por espiga,
para o indutor 91207 igig. O peso de 100 graos foi mais estavel
entre os indutores gimnogenéticos, ficando em torno de 28 g,
enquanto que para os indutores androgenéticos variou de 20,63
g (91207 igig) até 27,30 g (91202 igig).

Com relagao ao florescimento masculino e feminino, no

caso dos indutores gimnogenéticos, eles apresentaram

ciclo superprecoce, com destaque para o indutorTail P1 x

Tail P2 (48 dias), enquanto que os indutores androgenéticos
apresentaram ciclo variando entre superprecoce (56 dias para
o indutor 90109 igig) e precoce (62 dias para o indutor 91202
igig). Cabe destacar que a duracao de emissao de pélen ficou
entre 4 e 5 dias para todos os genétipos em avaliacao. Tendo
em vista o ciclo superprecoce apresentado pelos indutores
gimnogenéticos, os quais sao utilizados como genitores
masculinos em campos de indugao, torna-se recomendavel o
plantio escalonado deles de forma a acompanhar o ciclo das
populacoes-fonte para inducao de haploidia. Prasanna et al.
(2012) preconizam o uso de 4 épocas de plantio, espacadas de
sete em sete dias a partir do plantio para que o pdélen do indutor
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atinja todos os gendtipos-fontes em campos comerciais de
obtencao de haploides.

Para a area marcada e intensidade de expressao do marcador
R1-navajo (Tabela 4), verificaram-se valores iguais ou acima de
4, denotando boa expressao do gene marcador para selecao de
haploides nos genétipos em estudo. Tendo em conta a altura
de planta e altura de espiga dos gendtipos avaliados, houve
grande variacao para estas caracteristicas, nao sendo possivel
separar os grupos de indutores em funcao de altura ou insercao
de espiga. Os maiores valores de altura de planta foram
observados nos indutoresTail P1 xTail P2 e 90109 igig. Cabe
destacar ainda a alta insercao de espiga nos indutoresTail P2 e
91202 igig.

Considerando-se os dois sistemas de inducao de haploidia
disponiveis para uso comercial e os dados resultantes do
presente trabalho, para obtencao de haploides em milho em
condicoes de campo, verifica-se como de uso mais pratico os
indutores gimnogenéticos, conforme ja adotado por empresas
de melhoramento para obtencao de linhagens duplo-haploides
por meio de cruzamento com populacoes-fonte (PIERRE et al.,
2011). Na utilizacao destes indutores, recomenda-se cuidados
com escalonamento do plantio (Split), com as condigoes
climaticas e com o sistema de producao visando favorecer ao
maximo a polinizacao e consequente producao de sementes
haploides.

Conclusoes

Considerando os resultados obtidos nos dois experimentos
conduzidos, chega-se as seguintes conclusoes:
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1 - A multiplicagao de sementes de indutores de haploidia deve
ser feita frequentemente, e demanda manejo cuidadoso, a fim
de se garantir a qualidade da semente.

2 - Existe variabilidade para selecao de genoétipos com melhor
potencial germinativo e vigor, considerando os indutores de
haploidia avaliados no presente estudo.

3 - Para a producao de duplo-haploides em milho, em escala
comercial, recomenda-se o uso de indutores gimnogenéticos,
tomando-se cuidados com o escalonamento do plantio

e observacao das condigdes climaticas e do sistema de
manejo adotado, para favorecer o maximo de polinizacao, e,
consequentemente, a producao de sementes haploides.
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