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1. A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é uma espécie da familia das gramineas,
sendo o terceiro cereal mais cultivado no mundo, perdendo apenas
para o trigo e o arroz (FAO, 2008). No Brasil, a producéao de milho
vem crescendo ano apoés ano, sendo que na safra 2007/08 a
colheita foi de cerca de 58,59 milh6es de toneladas, 14% superior a
safra 2006/07 (CONAB, 2008).

Os maiores consumidores de milho no Brasil sdo os criadores de
aves (para corte e postura) e de suinos, que utilizam o milho para a
producéo de ragdo (IBGE, 2009). Seu uso nao se restringe a
industria alimenticia, jA que o milho é largamente utilizado na
producédo de elementos espessantes e colantes, além da produgéo
de Oleos. Recentemente, a Europa e os Estados Unidos tém
incentivado seu uso para producéo de etanol. Na alimentagao
humana, o milho é comumente empregado in natura, como milho
verde e na forma de subprodutos como péo, farinha e massas
(PINAZZA; ALIMANDRO, 1998).
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2. O milho hibrido

Em 1909, George Harrison Shull sugeriu um método de
melhoramento de milho visando a produgé&o de milho hibrido, que
apresentou uma notavel contribuicdo para o avanc¢o da agricultura
mundial, dando suporte ao desenvolvimento de uma vigorosa e
competitiva indUstria de sementes (MIRANDA FILHO; VIEGAS, 1978;
PATERNIANI, 1993). O método do milho hibrido baseia-se na
producdo de linhagens endogamicas, que sado obtidas apés
sucessivas autofecundacdes, onde o pélen de cada planta é
coletado da parte masculina (pendéo) e depositado sobre a parte
feminina (estigma) da mesma planta. Em geral, apds seis a sete
autofecundacdes, que levam de 3 a 4 anos, obtém-se uma nova
linhagem (Figura 1) (BUENO et al., 2001). Tém-se como vantagens
da utilizacao de hibridos de milho a associacdo de caracteristicas de
distintos genitores, a exploragéo de interaces génicas e da
heterose na geracao hibrida e a producao de gendétipos uniformes
(PATERNIANI, 1974). No entanto, em um programa para o
desenvolvimento de milho hibrido, a etapa mais onerosa e demorada
€ a obtencao e a avaliagdo das linhagens endogamicas.

Linhagem A

Linhagem B

Figura 1. Producéo de linhagens endogéamicas para obtengéo de
milho hibrido. Figura adaptada de Bueno et al. (2001).
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3. Obtencao de linhagens haploéides
de milho

Uma alternativa disponivel na cultura do milho para acelerar a
obtencéo de linhagens puras consiste na producéo de linhagens
homozigotas instantdneas pelo uso de hapléides duplicados,
também conhecidos como duplo hapléides (CHASE, 1952). A
grande vantagem desse método consiste na diminui¢cdo do tempo
para a obtengéo das linhagens homozigéticas, ap0s o cruzamento
de um hibrido com um indutor de haploidia. Empresas de
melhoramento genético de milho vém trabalhando para aumentar a
porcentagem de plantas hapléides geradas por esse tipo de
cruzamento.

Em um processo normal de autofecundacéo em espécies dipldides,
considerando apenas dois pares de locos independentes
segregando entre os genitores (AAbb) e (aaBB), o genétipo
recessivo aabb tem a probabilidade de ser encontrado na proporcao
de 1/16 em uma populacdo F2. Entretanto, na inducdo de haploidia,
0 mesmo genatipo terd a probabilidade de ocorréncia de 1/4 na
populacgdo. Isso ocorre devido a auséncia dos heterozigotos,
prevalecendo apenas quatro genétipos homozigotos (AABB, AAbb,
aaBB e aabb). Com a obtenc¢éo de linhas homozigotas, a variancia
aditiva € maximizada, os efeitos de dominancia sdo neutralizados e
as vantagens na selecéo de caracteristicas quantitativas podem ser
superiores, uma vez que é realizada somente com base na
aditividade, ndo havendo interferéncia dos efeitos de dominancia e
epistasia (SILVA et al., 2002). No entanto, a maior vantagem desse
processo esta na reducdo significativa do tempo para a obtencao de
linhagens endogamicas.

Dois processos para a producao de hapléides séo utilizados: um é
baseado em técnicas de cultura de tecido (in vitro) e o outro por
meio da inducao genética (in vivo). Como a cultura de anteras em
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milho tem se mostrado uma metodologia bastante complexa e cara
(BECKERT, 1994; SANTOS; ZANETTINI, 2002), a opcdo mais
comum tem sido pela indugdo genética de haploidia e a posterior
duplicacdo cromossémica. A inducéo in vivo baseia-se na utilizacéo
de linhagens indutoras de hapléides. A maioria dessas linhagens é
derivada de duas linhagens temperadas, a Stock6, que gera
hapléides gimnogenéticos, ou seja, de origem materna (COE JR.,
1959), e a W23, que gera hapléides androgenéticos por meio de
uma mutacgéo no alelo do gene IG, produzindo o alelo ig,
denominado de gametdfito indeterminadol (KERMICLE, 1969).

A frequéncia de hapldides gerados com o sistema W23 (igl) varia
de 1 a 3% (KERMICLE, 1969, 1973). Ja o sistema Stock6 possui
uma frequéncia em torno de 3% (SARKAR; COE JR., 1966),
embora varias iniciativas tenham sido realizadas no intuito de
aumentar essa frequéncia. Lashermes e Beckert (1988) cruzaram a
linhagem W23 com a linhagem Stock6 e obtiveram a linhagem
indutora WS14, com uma taxa de inducéo de 3 a 5%. Sarkar et al.
(1994) obtiveram uma taxa de inducdo de 6% nos cruzamentos
realizados.

Os mecanismos moleculares da inducado de haploidia em milho nédo
foram totalmente compreendidos. Porém, para o caso de indutores
gimnogenéticos, em que o indutor é o doador de pdlen, ha indicios
de que, para a formacao de linhagens hapléides, dois nlcleos
espermaticos sao desenvolvidos com diferentes velocidades
(BYLICH; CHALYK, 1996). Como resultado, um dos nucleos
espermaticos atinge o estagio pronto para a fertilizacédo, enquanto o
outro ndo. A existéncia de somente um nudcleo espermatico normal
em um gréo de polen pode ser a razdo para a quebra da fertilizacédo
dupla e o desenvolvimento de sementes com embrides haploides na
espiga da planta que recebeu pélen de um indutor gimnogenético
(ENALEEVA; TYRNQV, 1996).
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4. Sistema gametofito
indeterminado (ig17)

O alelo recessivo do gene gametofito indeterminado (igl) restringe o
potencial embriogénico das células, produzindo, em alguns casos,
somente 0 genoma de um dos dois parentais (KERMICLE, 1969;
EVANS, 2007). Esse alelo foi identificado como o causador de
alteracOes significativas na estrutura dos embrides de milho
(KERMICLE, 1969). Foi observado que a presenca do alelo igl
permite a ocorréncia de um namero variavel de divisdes mitdticas,
resultando em um saco embrionario com 16 nulcleos ou mais, em
vez dos oito nucleos observados normalmente (Figura 2) (LIN, 1981;
HUANG; SHERIDAN, 1996). Como resultado dessas divisdes
mitGticas adicionais, o individuo mutante que apresenta o alelo igl
exibe heterofertiliza¢do, poliembrionia e variagdo no nivel de ploidia
do endosperma depois da fertilizacéo.

Algumas caracteristicas séo atribuidas a interferéncia do alelo ig1,
como sinergia multipla no saco embrionario, o6citos multiplos e
vérias células centrais (KERMICLE, 1971; LIN, 1981; HUANG;
SHERIDAN, 1996; GUO et al., 2004). Essa mutacédo afeta também a
migracado nuclear e a diferenciagéo celular (LIN, 1981; HUANG;
SHERIDAN, 1996). No saco embrionario do mutante igl, a fase
proliferativa é prolongada, sugerindo que a func¢éo do alelo selvagem
igl promova uma interrupcéo na proliferacao da diferenciacéo no
saco embrionario (LIN, 1981).

‘ Doc_81.p65 11 % 15/12/2009, 09:42



12

Producdo de hapléides androgenéticos em milho

Figura 2. Comparagédo de um saco embrionario normal e um saco
embrionario de um mutante contendo o alelo igl. A) Saco embriona-
rio normal, contendo oito nucleos polares (um ndcleo polar ndo pode
ser visualizado devido ao angulo da fotografia), apés a
megagametogénese. B) Saco embrionario de um mutante contendo
o alelo igl, onde dezesseis nucleos estao presentes no saco embri-
onério. Oito nucleos estao localizados no polo micropilar e outros
oito nucleos estéo localizados no polo calazal. Microfotografia
eletronica de transmissao (HUANG; SHERIDAN, 1996).

O mutante igl ndo condiciona um processo em particular; a sua
interferéncia ocorre anteriormente a formacao do saco embrionario
e altera a atividade de outros genes durante a formacao deste.
Portanto, seus efeitos pleiotropicos parecem ser independentes, ndo
tendo relacdes uns com os outros (LIN, 1981; HUANG; SHERIDAN,
1996). O gene igl esté localizado no braco longo do cromossomo
trés do milho (KERMICLE; DEMOPULOS-RODRIGUES, 1980).
Segundo Evans (2007), o gene igl é amplamente expresso em uma
variedade de tecidos em milho, como folhas, primoérdios foliares,
espigas imaturas, pendéo imaturo, cabelo e palha jovem. O gene igl
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apresenta baixa expressdo no endosperma, em raizes e graos de
polen maduro e se expressa em varias partes florais, nos diferentes
estagios de desenvolvimento.

As sementes de milho que sofrem a interferéncia do gene igl, e séo
consideradas haploides, precisam ser identificadas ainda no estagio
embrionario para viabilizar o processo de duplicacédo
cromossomica. Com o objetivo de identificar as sementes
hapléides, Chase e Nanda (1965) descreveram um sistema de
marcador fenotipico baseado na pigmentacao por antocianina
determinado pelo gene R-navajo (R1-nj). Esse gene controla a
pigmentag&o do endosperma e do embri&o, como um marcador
dominante derivado da fonte indutora. Como o endosperma é
tripl6ide, o marcador ira se expressar em qualquer tipo de
cruzamento. Mas como um embrido hapléide ndo possui a
contribuicdo do genoma da linhagem indutora, que possui o alelo R-
@ navajo, o marcador ndo ira se expressar. Assim, as sementes com @
a pigmentacgéo purpura do endosperma e a ndo pigmentacéo do
embrido podem ser selecionadas como possiveis hapléides (Figura
3) (NANDA; CHASE, 1966; EDER; CHALYK, 2002).

Figura 3. Padrado de coloragdo do marcador morfolégico controlado
pelo sistema R-navajo (R1-nj). A) Endosperma e embrido roxos,
indicando uma semente dipléide normal. B) Endosperma roxo e
embrido branco, indicando haploidia (RABEL, 2008)
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No entanto, a expressao desse gene € bastante influenciada pelo
background genético e pelo processo de maturacdo da semente,
além da existéncia de genes dominantes (C1-l, C2-I4 e I"-ID) que
inibem a sintese de antocianina (COE, 1994; EDER; CHALYK,
2002). Tais fatores dificultam a identificagdo precoce de gendtipos
hapléides, limitando a ampla aplicacdo dessa metodologia em
programas de melhoramento (BELICUAS et al., 2007).

5. Obtencdo de linhagens duplo
hapléides

Apobs a obtencdo e a identificacdo de plantas hapléides, ainda é
necessario que seja feito um tratamento, ainda na fase de plantula,
para duplicar o nimero de cromossomos e restabelecer a fertilidade
das plantas. Para isso, alguns métodos foram desenvolvidos e
consistem basicamente em emergir a plantula em uma solucao de
colchicina (DEIMLING et al., 1997). A colchicina atua na
desorganizacao das fibras do fuso durante a metéafase celular,
impedindo a sua formacéo e a consequente disjuncéo dos
cromossomos, resultando na duplicacdo dos cromossomos.

Trabalhos em andamento na Embrapa Milho e Sorgo vém tentando
compreender os mecanismos de inducdo de haploides
androgenéticos em milho, com a utilizacdo do gene gametofito
indeterminado, assim como a incorpora¢do do gene igl e o gene
R1-nj em linhagens de milho tropicais do programa de
melhoramento, para posterior utilizacdo como uma linhagem
indutora de hapléides androgenéticos.
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