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(® INTRODUGAO

O processo tradicional de produgdo de hibridos
envolve a geragdo de linhagens endogamicas que séo
obtidas por autofecundagdes sucessivas. Uma das
alternativas disponiveis para este processo na cultura
do milho é a técnica de obtencdo de linhagens
homozigéticas instantaneas pelo uso de hapléides
duplicados (di-haploides). Kermicle (1969) relatou a
ocorréncia de uma mutagdo espontanea que ele
chamou de gametoéfito indeterminado (ig) na linhagem
Wisconsin-23 (W23). Os hapléides gerados por
influéncia deste alelo ig sdo de origem paterna, ou
seja, sdo androgenéticos.

(® OBJETIVOS

Avaliar o processo de obtengcdo de linhagens
homozigéticas a partir de linhagens indutoras de
haploidia nas condigdes tropicais de cultivo e
comparar os métodos de confirmagédo de hapléides
verificando a eficiéncia e aplicabilidade dos mesmos.

(® MATERIAL E METODOS

Obtencao dos hapléides

Foram realizados cruzamentos entre a linhagem

temperada indutora de haploidia Wisconsin-23 (W23)

e o hibrido simples BRS1010, sendo este o parental

masculino. As sementes obtidas nesses cruzamentos

foram colhidas, secadas e separadas conforme o

marcador morfolégico indicador de haploidia (sistema
A B

R-navajo) conforme figura 1.

FIGURA 1 Padrdo de coloragdo do marcador
morfolégico controlado pelo sistema R-navajo. (A)
endosperma e embrido roxo, indicando cruzamento.
(B) endosperma roxo e embrido sem coloragéo,
indicando haploidia.

Contagem cromossomica

Foram confeccionadas laminas de mitose a partir de
meristemas radiculares das plantulas possiveis
haploides.

Marcadores SSR

Foram testados 122 marcadores SSR entre a
linhagem W23 e o hibrido BRS1010. Para

o estudo de distancia genética foram utilizados 13
primers SSR marcados com fluorescéncia e
polimoérficos entre as linhagens que deram origem
ao hibrido BRS1010.
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Citometria de fluxo

Para as analises no citdbmetro de fluxo, foram
utilizadas folhas jovens dos genitores (hibrido
BRS1010 e a linhagem W23) e dos individuos F1
provenientes do cruzamento entre eles. A
metodologia de extragéo e coloragdo da suspenséo
nuclear foi realizada conforme as recomendagées
do fabricante no uso do tampdo DNA Staining
Solution Partec®.

(® RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos cruzamentos entre a W23 e o BRS1010 foram
selecionadas 50 espigas. Os individuos possiveis
hapléides foram analisados com os marcadores
mmc0022 (bin 3,05) e o mmc0081 (bin 5,05)
previamente selecionados. Quatro individuos foram
identificados como haploides entre os 462
analisados, sendo eles 216, 494, 660 e 664 (Figura
2).
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FIGURA 2 Teste de haploidia realizado com os
marcadores mmc0022 (bin 3.05) e mmc0081 (bin
5.05) em gel de agarose 4%. W23: linhagem
indutora; HIB: BRS1010; 801 e 804A: Diploides; 216,
494, 660 e 664: Hapldides.

Para a validagdo dos resultados obtidos com os
marcadores SSR, foram utilizadas as técnicas de
contagem cromossdmica e citometria de fluxo. As
quatro plantas identificadas como hapléides pelos
marcadores SSR foram confirmadas por esses dois
métodos conforme figuras 3 e 4.

FIGURA 3 Fotomicrografia das laminas de mitose
mostrando os 10 cromossomos das plantas
hapléides de milho 216 (A) e 494 (B) Aumento total
1000 X.
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FIGURA 4 Histograma obtidos por citometria de
fluxo de plantas genitoras dipléide P1 e planta
hapléide 216. Observar que o pico G1 das plantas
dipléide P1, no canal 100, e o pico G1 da amostra
216 no canal 50,6.

As quatro plantas hapléides apresentaram fenétipo
caracteristico pelo tamanho reduzido, entretanto
algumas plantas dipldides também apresentaram
porte reduzido

L .
FIGURA 5 Foto comparativa da planta hapléide (A) e
das plantas dipléides (B) e ao fundo, ambas
germinadas na mesma época. EMBRAPA - Sete
Lagoas — MG, Abril/2004.

Um estudo de distancia genética foi realizado
verificando que durante o processo de geragdo dos
individuos haploides a distribuicdo dos alelos das
plantas ocorreu ao acaso (Figura 6).
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FIGURA 6 Figura representativa da distancia genética
entre os haploides e as linhagens que deram origem
ao hibrido BRS1010.

(® CONCLUSOES

A linhagem W23 ¢é efetiva na geragdo de haploides
androgenéticos, induzindo a uma taxa de 1,19% no
gendtipo tropical do hibrido BRS1010.

Todas as plantas identificadas como haploides
apresentavam porte reduzido, sendo que algumas
plantas dipléides heterozigotas também.

O sistema de identificagéo de hapléides por meio de
marcadores morfolégicos (R-navajo) nédo foi eficiente.
Para esta identificagdo os marcadores SSR se
mostraram eficientes e de maior aplicabilidade em
relacéo aos outros dois.

A distribuicdo dos alelos no momento da geragéo dos
individuos hapléides ocorreu de forma aleatoria.
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