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RESUMO - A produgdo de individuos haploides e posterior duplicagdo para obter os duplo-haploides em milho
tém despertado grande interesse da comunidade cientifica. A técnica pode reduzir o tempo e o custo de obtencao
de linhagens melhorando a eficiéncia na produg@o de novas cultivares hibridas. Ao que tudo indica a tecnologia ¢
dominada pelas multinacionais do setor, mas para as pequenas empresas de sementes e no setor publico ainda existem
alguns entraves para torna-la viavel a todos os programas de melhoramento. Essa revisdo procura mostrar como ocorre
a obtengdo de duplo-haploides, as dificuldades encontradas nesse processo ¢ os desafios a serem superados.

Palavras-chave: indutores de haploidia, duplo-haploide, duplicagdo cromossomica, Zea mays.

DOUBLED HAPLOIDS: IMPORTANCE IN THE GENETIC BREEDING OF MAIZE

ABSTRACT - The production of haploid individuals and subsequent chromosome doubling to obtain double haploids
(DH) in maize has created great interest in the scientific community. The technique can reduce the time and costs to
obtain pure lines, and improve the efficiency on the production of new hybrid cultivars. Apparently the technique is
dominated by multinational seed corporations, but for small seed companies and public sector there are still some
obstacles to make it viable for all breeding program. This review attempts to show up how to obtain double haploids,
the difficulties of the process and the challenges to be overcome.

Key words: haploidy inducers, double-haploid, chromosome doubling, Zea mays.
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O aproveitamento da heterose, superioridade
da geragdo F, em relacdo aos pais, foi uma das
maiores conquistas da ciéncia. A cultura do milho
foi a pioneira em utilizar os conhecimentos a
respeito da heterose, possibilitando a criagdo e
o desenvolvimento da industria sementeira. No
Brasil, cultivaram-se, no ano agricola 2009/2010, 12
milhdes de hectares de milho (Conab, 2010). Desses,
80% sao formados por sementes de milho hibrido,
isto ¢é, aproximadamente 9,6 milhdes de sacos de
sementes, o que movimentou em torno de 1,4 bilhdo
de reais. Na obtencdo do milho hibrido, ha trés etapas
distintas: a obtencdo das linhagens endogéamicas,
o teste de capacidade de combinagdo das mesmas,
identificando as melhores combinagdes, ¢ a produgao
e comercializagdo das cultivares hibridas. Dentre
as etapas citadas, a obtencdo de linhagens é a mais
demorada e, normalmente, de custo elevado. Isto
porque, para atingir a homozigose, sdo necessarias
de seis a oito geragdes de endogamia (Paterniani &
Campos, 1999).

Em funcdo da demora e do custo para obtengao
das linhagens, os melhoristas ha longo tempo, t€ém
procurado alternativas que agilizem e barateiem esse
processo. Uma delas é o emprego da tecnologia de
duplo-haploides. Isto é, a geracdo de plantulas a
partir de células haploides e posterior duplicacao.
O trabalho pioneiro a esse respeito foi publicado
por Chase (1952). Embora o processo apresentasse
grande potencial, a sua implementacdo em maior
escala ndo foi realizada. Até a década de 90, a baixa
eficiéncia das diferentes técnicas de obtencdo de
duplo-haploides limitava essa ferramenta para uso
em grande escala, em programas convencionais de
melhoramento. A partir de entdo, a tecnologia de
obtencdo de duplo-haploides recebeu a atengdo de

pesquisadores em todo o mundo.

As empresas multinacionais de sementes,

por apresentarem mais  recursos, pensarem
economicamente € serem mais visionarias, tém sido
as mais interessadas no uso dessa tecnologia. Com
isso, elas tém aplicado grandes investimentos, € ao
que tudo indica, estdo tendo sucesso no emprego de
duplo-haploides em grande escala. Contudo, ainda
ha alguns problemas a serem resolvidos. Grande
parte das informacdes estd em poder das empresas
de sementes e ndo sdo de dominio publico. Essa
revisdo propde avaliar o que ¢ conhecido e discutir os
problemas que ainda necessitam ser pesquisados para
disseminar ainda mais o emprego de duplo-haploides

na cultura do milho.

Gametogénese e fertilizaciio na cultura do milho

O ciclo da planta de milho ¢ conhecido como
haplodiplobionte, ocorrendo alternancia de geragdes
de esporodfitos e gametofitos (Figura 1). Desses, a
geracdo esporofitica ¢ a mais duradoura e inicia-
se com a fusdo dos gametas masculino e feminino.
Antes da fertilizacdo, ocorre a antese, quando os
graos de poélen sdo liberados pelo penddo, recaindo
sobre estiletes receptivos de outras plantas. O estilete
¢ o filamento de conexdo entre o estilo-estigma e o
ovario. Ap6s o contato dos graos de pdlen com os pélos
viscosos do estilo-estigma, esses germinam, emitindo
o tubo polinico, até atingir o saco embrionario. Nesse
instante, ocorre a dupla fertilizagdo. Isso porque um
dos nucleos reprodutivos do grao de polen se funde
com a oosfera, gerando a célula ovo ou zigoto. Esta,
por crescimento e diferenciagdo, origina o embrido.
O outro nucleo reprodutivo se funde com os nucleos
polares, formando uma célula triploide, que, apds se
dividir mitoticamente, origina o endosperma, tecido

de reserva da semente (Kiesselbach, 1980).
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Para a producdo de sementes haploides, ha
mecanismos alternativos ao processo citado acima,
que sdao capazes de gerar esporofitos com um
complemento cromossomico reduzido, ou seja, com
um nimero gamético de cromossomos (n). Quando
o crescimento esporofitico ocorre a partir da célula
gamética masculina, ou microsporo, denomina-
se androgénese ¢ o haploide assim produzido ¢

considerado androgenético. Caso o desenvolvimento
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Gametofito Oosfera (n)
masculino

esporofitico sejainduzido na célula-ovonao fertilizada
(gameta feminino), o processo ¢ denominado
gimnogénese, gerando um haploide gimnogenético.
Tais mecanismos podem ser espontaneos ou induzidos
e serdo detalhados posteriormente.

Os esporofitos haploides produzidos por
esses mecanismos podem passar por um evento de
duplicacdo cromossdmica, originando linhagens

duplo-haploides (DH), totalmente homozigotas.
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FIGURA 1. Esquema do ciclo da planta de milho,

mostrando a alternancia de geragdes esporofitica (2n,

diploides) e gametofitica (n, haploides). Elaboragao da figura: Patricia M. O. Pierre.
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Historico do emprego dos duplo-haploides

Em plantas, os haploides naturais foram
descritos em aproximadamente 100 espécies de
angiospermas. No entanto, a ocorréncia natural
1996).

A ocorréncia natural de haploides foi descrita

da haploidia ¢é considerada rara (Vasil,

primeiramente em 1922, por Dorothy Bergner em
Datura stramonium. Relatos similares em outras
espécies de importancia econdmica, como Nicotiana
tabacum (tabaco), por Clausen & Mann, em 1924
(Forster et al., 2007), Triticum compactum (trigo),
por Gains & Aase, em 1926 (Wedzony et al., 2009),
Solanum (batata), por Hougas & Pelouquim, em 1958
(Rokka, 2009), Oryza sativa (arroz), por Niizeki &
Oono, em 1968 (Pauk et al., 2009), Hordeum vulgare
(cevada), por Kasha & Kao, em 1970 (Devaux e
Kasha, 2009), e Brassica (canola), por Thomas &
Wenzel, em 1975 (Gil-Humanes & Barro, 2009),
surgiram em seguida.

A primeira planta haploide de milho foi descrita
por Stadler & Randolph, em 1929 (Rober et al., 2005).
Chase (1952) foi o pioneiro a propor o emprego
de haploides de milho com o intuito de acelerar a
obteng@o de linhagens. O autor identificou haploides
naturais e duplicou seu niimero cromossdmico, para a
obtencao de duplo-haploides.

Entre 1964 ¢ 1966, o primeiro haploide
gerado por meio de cultura de anteras foi obtido
por Guha & Maheshwari, em Datura stramonium.
Isso correspondeu a um grande avango na produgao
artificial de duplo-haploides (Wedzony et al., 2009).
Entre 1974 ¢ 1980, ocorreu o langcamento das
primeiras cultivares DH, Maris Haplona, de canola,
¢ Mingo, de cevada, embora linhagens DH tenham
sido previamente produzidas a partir de haploides

espontaneos. Nos anos 80 do século passado, diversos

protocolos e inovagdes tecnoldgicas para a obtencao
de linhagens DH, em mais de 200 espécies vegetais,
foram divulgados (Forster et al., 2007), contudo, foi
somente nos ultimos vinte anos que se mostrou viavel

na produgdo de sementes melhoradas.

Obtencao de haploides em milho

Partenogénese espontinea
A partenogénese  espontdnea ¢ O
desenvolvimento de uma célula-ovo néo fertilizada,
em um esporo6fito haploide, tratando-se, portanto,
de um fendémeno gimnogenético. A ocorréncia
de haploides naturais em milho ja foi verificada,
porém, em uma taxa extremamente baixa. Segundo
Chase (1963), essa taxa é de uma em cada mil, ou
seja, insuficiente para ser utilizada em programas
de melhoramento de milho. Além disso, esse
percentual pode ser influenciado pelos gendtipos
materno e paterno e por fatores ambientais.

Para separar haploides naturais de diploides
resultantes de uma fertilizacdo normal, marcadores
fenotipicos podem ser utilizados. O principal
marcador empregado ¢ a coloracdo da ligula.

A duplicacdo cromossomica espontanea do
nimero cromossdmico ocorre em aproximadamente
10% das plantulas haploides. Em um esfor¢o para
melhorar essa frequéncia, Chase injetou 0,5 mlde uma
solucdo de colchicina (0,05%) e glicerina (10%) no
no escutelar das plantulas haploides, mas a eficiéncia
foi baixa (Genovesi, 1990).

Inducéo in vivo
A indugdo in vivo tem sido preferida em
relacdo aos outros métodos ¢ baseia-se na utilizagdo
de linhagens indutoras. Tais linhagens podem gerar

haploides androgenéticos ou gimnogenéticos. No
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caso dos androgenéticos, apos a fertilizagcdo, um dos
nucleos reprodutivos do grao de pdlen se desenvolve
em um “pseudo-embrido”, ao passo que, no sistema
gimnogenético, ¢ a oosfera que se desenvolve.

Inicialmente, duas linhagens indutoras de
haploidia se destacaram. A primeira delas foi
desenvolvida a partir de uma linhagem denominada
Stock6 (Coe, 1959), que, quando autofecundada,
produziu uma frequéncia de haploides em torno de
3,2%. A linhagem indutora Stock6 gera haploides de
origem materna ou gimnogenéticos. O mecanismo
de indugdo de haploidia dessa linhagem ndo ¢ bem
conhecido (Rotarenco et al., 2009). Acredita-se que
os haploides resultem de uma falha na fertilizacao,
devido ao gameta masculino ou feminino. Nao
ocorrendo a fertilizagdo, por um mecanismo também
nao elucidado, a oosfera cresce e se diferencia em um
“embrido” (Sarkar & Coe, 1966). No caso do sistema
gimnogenético, a linhagem indutora ¢ utilizada como
genitor masculino (doadora de poélen) (Figura 2A).
Assim, o haploide resultante ¢ de origem materna.

A outra linhagem, conhecida como Wisconsin
23 (W23), gera haploides androgenéticos. A taxa de
indugdo ¢é relativamente menor, variando de 1 a 3%
(Kermicle, 1969, 1973). Pelo exposto, ela € utilizada
como genitor feminino (receptor de pdlen) nos
cruzamentos (Figura 2B). Desse modo, a “semente”
haploide se desenvolve a partir do ntcleo reprodutivo
do grao de polen.

O controle genético do sistema androgenético
tem sido estudado. Um gene (ig), denominado
gametofito indeterminado, ¢ responsavel pelo carater.
O alelo recessivo desse gene induz a producdo de
haploides a partir do gameta masculino (Kermicle,
1969). Esse alelo esta localizado no brago longo
do cromossomo trés, a 90 ¢cM do loco envolvido

na produgdo de ligula (Ig?), o mais distal do brago

curto (Kermicle & Demopulos-Rodrigues, 1980).
Enquanto que, em uma megasporogénese normal,
ocorrem trés mitoses sucessivas, resultando em
um saco embrionario com oito nucleos, sob a agdo
do alelo ig recessivo, algumas megasporogéneses
sofrem quatro ou mais mitoses, resultando em um
saco embrionario com 16 nucleos ou mais (Lin,
1981). Como resultado dessas divisdes mitdticas
adicionais, o individuo que apresenta o alelo ig
recessivo exibe heterofertilizacdo, poliembrionia
e variagdo no nivel de ploidia do endosperma,
depois da fertilizacdo. De acordo com Lin (1981),
0s sacos embrionarios com oosferas degeneradas
provavelmente favorecem o desenvolvimento
de um nucleo reprodutivo de grdo de poélen sem
a ocorréncia de fertilizagdo, dando origem a um
embrido androgenético haploide.

Virias iniciativas foram realizadas no intuito
de aumentar as frequéncias de indugdo de haploides
das linhagens Stock6 e W23. Em condigoes
temperadas, a partir dessas duas linhagens, foram
geradas inumeras outras. Lashermes & Beckert
(1988) obtiveram a linhagem indutora WS14,
com uma taxa de indu¢do de 3 a 5%. Ja Sarkar et
al. (1994) relataram taxa de inducdo de 6% nas
linhagens obtidas. As linhagens indutoras ZMS
e KMS também foram derivadas da Stock6 e o
cruzamento delas deu origem a linhagem MHI,
que induz, em média, 6,5% de haploides (Chalyk,
1999; Eder & Chalyk, 2002). A linhagem indutora
RWS, obtida pelo cruzamento entre WS14 ¢ KMS,
mostrou de 8 a 10% de haploides gimnogenéticos
(Rober et al., 2005).

Para a identificacdo precoce dos haploides
gerados por meio do uso de linhagens indutoras,
Chase & Nanda (1965) descreveram um sistema

de marcador fenotipico baseado na pigmentacdo
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FIGURA 2. Tipos de inducdo in vivo de haploidia. (A) Cruzamento envolvendo a linhagem indutora Stock6,
gerando um individuo haploide ginogenético (n=10), resultante do desenvolvimento mitotico da oosfera ndo
fecundada. Nesse caso, ocorre a degeneragdo do nticleo reprodutivo do grao de pélen. (B) Cruzamento normal,
gerando um individuo diploide (2n=20), oriundo da fecundagao normal do nucleo reprodutivo e oosfera. (C)
Cruzamento envolvendo a linhagem indutora de haploidia W23, gerando um individuo haploide androgenético

(n=10), resultante do desenvolvimento mitdtico do ntcleo reprodutivo do grao de podlen. Nesse caso, ocorre

degeneracdo da oosfera. Elaboracdo da figura: Patricia M. O. Pierre.

por antocianina, determinado pelo gene R-navajo apresentam pigmentacdo somente no endosperma,

Legenda
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(RI-nj). O alelo dominante promove a pigmentacdo ficando com o embrido branco (Figura 3).

com antocianina no endosperma e no embrido das Infelizmente, o alelo marcador RI-nj tem

sementes diploides, sendo que as sementes haploides  penetrancia incompleta e expressividade variavel,
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Endosperma roxo
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FIGURA 3. Mecanismo de funcionamento do marcador fenotipico R-navajo, em linhagens indutoras

androgenéticas. Nesse caso, a linhagem indutora ¢ utilizada como genitor feminino. (A) Embrido diploide

(Rr) de coloragdo roxa, oriundo da fecundacdo normal da oosfera (R) pelo nicleo reprodutivo (7). (B) Embridao

haploide androgenético (7), oriundo de divisdes mitoticas. Este apresenta coloragdo branca, devido a auséncia

do alelo R (exclusivo do saco embrionario da linhagem indutora), que confere pigmentagdo com antocianina.

Elaboragao da figura: Patricia M. O. Pierre.

nao fornecendo uma indicagdo precisa das sementes
haploides (Rabel, 2008). Nos cruzamentos do hibrido
Chuandan13 com pdlen da linhagem indutora Stock®o,
13399 sementes. foram

foram obtidas Dessas,

identificadas 303 provaveis haploides (com base

no marcador R-navajo). Apos a analise citologica,
verificaram que, das 253 sementes que germinaram,
somente 71 apresentavam n=10 cromossomos (Tang
et al., 2009). Por essa razdo, outros marcadores tém

sido avaliados para identificar os haploides. Os alelos
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para auséncia de ligula e glossy (lg1, g2 e glI) também
tém sido utilizados com sucesso relativo (Lashermes
& Beckert, 1988, citados por Barbosa, 2009).

Inducéo in vitro

Trés métodos para a obtengdo de DH in vitro
tém sido utilizados: cultura de anteras/pélen; cultura
de ovarios/oosferas; eliminacdo de cromossomos, pela
técnica bulbosum. Desses procedimentos, a cultura de
anteras e pdlen tem sido mais empregada na cultura
do milho. O primeiro relato de um experimento bem
sucedido ocorreuem 1975, na China (Genovesi, 1990).

A cultura de anteras/polen baseia-se na
inoculagdo desses em meio de cultura apropriado.
Este, por sua vez, contém substancias que favorecerao
o desenvolvimento de calos ou embrioides
(embriogénese somatica indireta), que, apos estimulos
adequados, poderdo regenerar em plantulas haploides
ou duplo-haploides. Em outros casos, os micrésporos
oriundos das anteras podem ser diretamente
regenerados em plantulas, sem a formagao de calos
ou embrioides (embriogénese somatica direta). O
primeiro processo ¢ o mais empregado.

Para a indu¢do, ¢ necessario que as anteras
sejam pré-tratadas a baixas temperaturas. Para isso,
elas sdo incubadas a 8 °C, por 14 dias (Genovesi
& Collins, 1982; Willadino et al., 1995) ou a 7 °C,
por dez dias (Barnabas et al., 1999, He et al., 2006).
Acredita-se que esses pré-tratamentos favoregcam o
desenvolvimento de micrésporos uninucleados, que
consistem no estadio mais responsivo para a cultura.
A responsividade ¢ definida como a proliferacao
anormal de um ou mais embrioides ou calos, a partir
dos microsporos presentes no interior das anteras
(Genovesi, 1990).

Vérios meios nutritivos tém sido empregados

para aindugao de calos/embrioides, a partir de anteras/

poélen de milho, como: meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), meio YU-PEI ou YP (Ku et al., 1978),
meio N6 (Chu, 1981), e variagdes desses. Os meios de
cultura, além de conterem seus componentes basicos,
podem ser suplementados com carvao ativado, cuja
fung@o ¢ criar uma fina rede de poros, capazes de
absorver substancias toxicas excretadas pela parede
das anteras ou componentes toxicos do meio de
cultura (Genovesi, 1990; Thomas, 2008); sacarose,
que ¢ fonte de carboidratos; nitrogénio organico;
vitaminas; reguladores de crescimento, como o
acido 2.,4-diclorofenoxiacético ou 2,4D e acido
2,4,5-triiodobenzoico ou TIBA, cuja composicao
e concentragdo sdo determinantes no crescimento e
no padrdo de desenvolvimento da cultura, e agentes
gelificantes, como agar- um polissacarideo, extraido
de algas marinhas, ou gelrite-polissacarideos, de acido
glucurdnico. Os meios nutritivos contendo as anteras
sao incubados a 25-28 °C, no escuro, ¢ respondem em
aproximadamente quatro a seis semanas (Genovesi,
1990; Caldas et al., 1998).

das

haploides) ocorre a partir de embrioides ou calos

A regeneragdo plantulas  (provaveis
embriogénicos, que apresentam totipoténcia celular,
ou seja, sdo capazes de se diferenciar em uma plantula.
O sistema de regeneragao consiste na transferéncia dos
embrioides ou calos embriogénicos do meio de indugao
para o meio de regeneragdo (meio similar ao de indugao,
com modificagdes na concentragdo de agucares ¢
na composicdo ou concentragdo dos reguladores de
crescimento). Para o milho, frequentemente tem sido
utilizada a sacarose, em menores concentragdes (2 g
L' em vez de 20-30 g L'!). Em relag@o aos reguladores
de crescimento, 0 2,4D e o TIBA tém sido substituidos
pela cinetina ou o acido naftalenoacético (ANA).
Nesse caso, 0 meio ¢ incubado a 25-28 °C, na presenca
de luz (Barnabas et al., 1999).
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A responsividade da cultura de anteras em
milho ¢ gendtipo-dependente. De acordo com
(1990), dos
em 1975, por Miao, somente nove responderam

Genovesi 159 genotipos testados
positivamente. Willadino et al. (1995) verificaram
que, das seis plantas utilizadas para o cultivo
de anteras, somente uma apresentou resposta
androgenética positiva. Desta, foi possivel regenerar
duas plantas, uma delas apresentou deficiéncia
de clorofila nas folhas e a outra apresentou
caracteristicas fenotipicas normais, possuindo 20
cromossomos (duplo-haploide) sem a utilizagdo de
colchicina ou qualquer outro bloqueador mitético.

Acredita-se, também, que, no controle
genético do carater, a acdo alélica predominante
¢ de dominancia parcial. Na tentativa de realizar o
melhoramento genético da responsividade da cultura
de anteras em milho, Marhic et al. (1998) avaliaram
individuos DH oriundos de geragoes CO, C1 ¢ C2 de
uma populacdo sintética de milho e verificaram que
houve aumento no nivel de resposta androgenética in
vitro e naregeneracao de plantulas DH, com a selecao.
Foi observada, também, melhora na frequéncia de
duplicagdo cromossdmica espontanea, porém em
menor magnitude.

A fisiologia e o vigor da planta doadora de
anteras exerce grande efeito sobre a responsividade
do cultivo in vitro. Plantas doadoras fracas
produzem poucos embrioides ou calos. Isso indica
que fatores endogenos exercem grande efeito sobre
a responsividade, na cultura de anteras. Fatores
externos, como fotoperiodo, intensidade de luz,
temperatura e nutricdo, também exercem influéncia
(Genovesi, 1990) na responsividade in vitro.

No Brasil, relatos sobre a avaliacdo da
responsividade de gendtipos de milho a androgénese

sdo escassos. Em um estudo sobre a viabilidade da

produgdo de linhagens de milho por meio de cultura
de anteras, Carvalho et al. (1995) testaram 37
genotipos de origem tropical e subtropical. Verificou-
se que, dos 37 materiais testados, apenas os genotipos
677 e 696 (populagao CMS 03) e o gendtipo 712 (da
populacdo CMS 04) foram responsivos, formando
calos. No entanto, o percentual de calos formados em
relacdo ao nimero de anteras plaqueadas foi menor
que 1%. Além disso, a regeneracao de plantas ocorreu
em apenas 5% dos calos formados. Esses resultados
indicaram que a capacidade androgenética dos
materiais utilizados foi muito baixa.

Tendo em vista o pequeno sucesso obtido, a
cultura de anteras ainda ndo pode ser empregada
em programas de melhoramento de milho como
uma metodologia rotineira. Novos germoplasmas e
protocolos devem ser testados. Apds a identificacao
de gendtipos responsivos, uma excelente alternativa
seria a transferéncia das caracteristicas de
responsividade para materiais elite ndo responsivos.
No entanto, ndo foram encontrados trabalhos dessa
natureza para genoétipos do Brasil.

Em relacdo a gimnogénese in vitro, trabalhos
sdo escassos ¢ informagdes tém sido obtidas em trigo,
cevada e arroz (Wedzony et al., 2009). No milho,
Tang et al. (2006) estabeleceram, pela primeira
vez, um protocolo de gimnogénese in vitro a partir
de ovarios polinizados de milho. Nesse trabalho, os
autores obtiveram haploides e DH espontaneos. No
entanto, a frequéncia variou entre 0,06 e 0,17%,

inferior a obtida a partir da gimnogénese in vivo.

Duplicagdo cromossdmica e linhagens DH

instantaneas, em milho

A duplicagdo cromossdmica espontanea pode ser

causada pela endomitose, endorreduplicagdo ou fusdo
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entre os nucleos vegetativos e reprodutivos do grao
de polen, durante a cultura de anteras (Segui-Simarro
& Nuez, 2008). Em haploides induzidos in vivo, a
taxa da duplicagdo cromossdmica espontanea ¢ de 0
a 10% (Chase, 1969; Kato, 2002). Avaliando plantas
haploides obtidas em cruzamentos com o indutor
ZMK, foram verificadas taxas de diploidizagao
espontanea entre 3,3 e 3,6% (Chalyk, 1994).

A partir da cultura de anteras, ha relatos de
taxas de duplicagdo espontidnea de 20 a 40% das
plantulas regeneradas de milho (Martin & Widholm,
1996; Antoine-Michard & Beckert, 1997). Tais
taxas podem ser alteradas de acordo com condigdes
de estresse ou condicdes do cultivo in vitro (Segui-
Simarro & Nuez, 2008). Analisando o processo de
duplicagdo cromossomica espontinea, durante o
cultivo in vitro de microsporos de milho, Testillano
et al. (2004) observaram, a partir de analises de
microscopia eletronica, a ocorréncia de fusao nuclear
entre 0 5° ¢ o 7° dia de cultivo, o que foi confirmado
por meio de analises de citometria de fluxo, que
quantifica o DNA nuclear. Para esses autores, a
ocorréncia da fusdo nuclear é determinante para os
eventos de duplicacdo espontanea.

Como a duplicagdo espontdnea ocorre
inconsistentemente, ¢ comum o desenvolvimento
de protocolos de inducdo de duplicagdo utilizando
agentes antimitoticos. Diversos agentes tém sido
empregados: colchicina (o mais utilizado, inclusive
para o milho) e herbicidas (amiprofosfo-metil,
orizalina e trifluralina). Todos esses compostos
inibem a formagao do fuso mitdtico, por se ligarem a
tubulina (Figura 4), resultando na ndo-segregacao das
cromatides irmas e, consequentemente, na duplicagdo
cromossomica (Castillo et al., 2009).

A indugao da duplicagdo pode ser realizada in

vitro, com os agentes antimitoticos sendo adicionados

ao meio nutritivo, ou in vivo, aplicando os agentes
diretamente nas plantulas ou por imersao das mesmas
em solugoes antimitoticas.

O desenvolvimento de um protocolo eficiente de
duplicag@o cromossomica ¢ essencial para a obtencao
de plantas DH, em programas de melhoramento,
uma vez que, em geral, a frequéncia de duplicacao
cromossdmica espontanea em haploides de milho tem
sido baixa e extremamente incerta (Wan et al., 1991).

Trabalhosrelacionados aindu¢do de duplicagdo
cromossOmica, em milho, sdo escassos na literatura
e os protocolos relatados, ao serem testados, ndo
possibilitam alcancgar os resultados esperados. Um
desses protocolos foi proposto por Barnabas et al.
(1999), que adicionaram ao meio de indugao solugdes
de colchicina em diferentes concentragdes (0,02
e 0,03%). As anteras foram incubadas nesse meio,
por trés dias, a 29 °C, no escuro. Posteriormente,
elas foram transferidas para meio nutritivo, sem
o bloqueador mitético, para a continua¢do do seu
desenvolvimento. Para a indug¢ao in vivo, Tang et al.
(2006), aplicaram no apice de cada planta haploide,
2 pL de solugdao contendo colchicina (0,1%) e
dimetilsulfoxide (DMSO) a 2%. De acordo com
Castillo et al. (2009), a indug@o in vivo, em plantulas
de milho, ¢ dificultada pela inacessibilidade ao
meristema. Além disso, a aplicagdo de bloqueadores
mitoticos em plantulas é desvantajosa, uma vez que
¢ necessario utilizar altas concentragdes e volume
do agente antimitotico. Por isso, ocorre alta taxa de
mortalidade e a produgdo de plantas mixoploides e
quiméricas ¢ frequente (Rober et al., 2005).

Empresas produtoras de sementes dominam
essa tecnologia e relatam conseguir percentuais
satisfatorios de plantas duplicadas. No entanto, as
metodologias empregadas por essas empresas nao

estdo disponiveis a comunidade cientifica.
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Vantagens do uso dos DH

Pelo menos teoricamente, os duplo-haploides
podem aumentar a eficiéncia no melhoramento
do milho. A principal vantagem ¢ que, com oS
DH, obtém-se linhagens com todos os locos em
homozigose. Quando se utiliza o processo tradicional,
mesmo apds seis a oito geragdes de autofecundagao,
ainda ocorrem locos em heterozigose. E esperado
que, a partir do cruzamento de duas linhagens obtidas
apos oito autofecundacdes, a frequéncia dos locos
em heterozigose seja igual a (1/2)%, ou seja, um em
cada 256 locos deve ser heterozigoto. Essa propor¢ao
¢ pequena, porém, se for considerada que uma planta
de milho possui mais de 30 mil genes, esse nimero
¢ significativo. Nao se deve esquecer, contudo, que
a linhagem DH, apds poucas geragdes, certamente
ndo sera mais completamente homozigotica. Mesmo
considerando baixa taxa de mutacao, de acordo com

o numero de genes ja comentado, a manutengdo da

homozigose completa ¢ uma utopia.

Outra grande vantagem, que ¢ pouco
explorada, ¢ que, com as autofecundagdes sucessivas,
ha um aumento da ocorréncia de recombinagdes
entre os genes ligados. Dessa forma, a possibilidade
de manter combinagdes favoraveis existentes nas
linhagens genitoras ¢ pequena, ou seja, na geragao
F_, todas as linhagens resultantes serdo virtualmente
recombinantes, inclusive nos genes ligados. Com os
DH, a recombinagao de genes ligados ocorre somente
em uma meiose, a que originou o gameta responsavel
pela formacgao daplanta DH. Desse modo, grande parte
dos locos ligados ndo serdo recombinados. Portanto,
a chance de manter combinagdes existentes em
linhagens parentais aumenta. Assim, se uma empresa
de milho utilizar como germoplasma sementes F, de
um hibrido de outra empresa concorrente, a chance
de recuperar linhagens com a maioria dos locos
com a mesma constituigdo dos genitores ¢ alta.

Até certo ponto, resultados obtidos com simulagao

FIGURA 4. Acdo da colchicina sobre o fuso mitotico de uma célula haploide de milho hipotética. Uma

célula haploide (x=10 cromossomos) em mitose sob agdo da colchicina. Esse composto se liga a tubulina,

resultando em sua despolimerizagdo, o que impede a segregagdo cromatidica para polos opostos e a ocorréncia

de citocinese, gerando uma célula duplo-haploide com 2x = 20 cromossomos. Elaboragdo da figura: Patricia

M. O. Pierre.
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realizada por Bernardo (2009), para mostrar qual
geragdo seria melhor para obter os DH se F, ou F,
realcam esse fato. O referido autor constatou que
os DH de F,, foram mais eficientes, devido a maior
recombinacdo. Contudo, ndo foi avaliada a chance
de se recuperar a maioria dos locos das linhagens
parentais, que ¢ o objetivo de algumas empresas.
Esse fato, inclusive, tem impulsionado a publicacao
de artigos que discutem a questdo da manutengio da
paternidade das linhagens que originaram o hibrido
comercial (Smith et al., 2008).

No processo de obtencdo de linhagens
DH, assim como no sistema de autofecundagdes
tradicionais, ¢ feita a selecdo per se dos melhores
genotipos. No entanto, essa selegdo ¢ realizada em
uma etapa posterior, apos a obtencdo e duplicagdo
do individuo haploide. E, por ndo haver a
necessidade de autofecundacgdes sucessivas, no
sistema DH, ¢ possivel avaliar um nimero bem
maior de plantas. Estima-se que qualquer empresa
de sementes de milho de porte médio realize mais
de cem mil autofecundag¢des por ano, gerando
despesas com o operador das autofecundacgdes,
bem como com materiais necessarios para a
realizagdo dessa tarefa.

Outra vantagem dos DH ¢ a possibilidade
de obter milhares de linhagens de cada populacao.
No momento, essa vantagem ¢ ainda potencial,
porque o percentual de indugdo de haploides tem
sido baixo e, mais ainda, a taxa de duplicacdo dos
haploides, como ja comentado, ¢ muito pequena.
Adicionalmente, de nada adianta apresentar
milhdes de linhagens no final do processo, pois a
etapa mais dificil ¢ a de identificacao das linhagens
com melhor desempenho per se e em combinagdes
hibridas. Nao ha,

atividade eficientemente sem o teste de campo.

ainda, como realizar essa

Também tem sido colocada como vantagem
da tecnologia a melhor qualidade nos experimentos
de avaliagdes dos hibridos, uma vez que todas as
plantas geradas de uma semente haploide serdo
idénticas (Milach, 2007). Essa é uma vantagem
relacionada a melhoria na precisdo experimental. No
entanto, ndo existem informag¢des que possibilitem

quantificar esses dados.

Conclusoes

A utilizagdo de técnicas de indugdo de haploidia
in vivo e in vitro, aliada a metodologias de duplicagao
cromossdmica, constitui uma estratégia para a
obtengdo de linhagens duplo-haploides em milho.
Embora a técnica seja teoricamente viavel, espera-
se que progressos metodologicos adicionais ocorram
para aumentar a taxa de indu¢@o de haploidia (in vivo
e in vitro) e a eficiéncia da duplicagdo cromossdmica,
para que linhagens haploides instantaneas sejam
obtidas e efetivamente utilizadas para a obtencao de
hibridos de milho com alto desempenho. Considerando
que a etapa de duplicagdo cromossdmica ¢ essencial
a obtengdo de duplo-haploides, a falta dessas
informagdes constitui um entrave para programas
de melhoramento de milho que almejam a utilizagao
dessa tecnologia. Assim, protocolos eficientes de
duplicagdo de cromossomos em milho devem ser
testados, sobretudo por instituicdes publicas, para
que essas informagdes possam estar disponiveis
a comunidade cientifica e as pequenas empresas
produtoras de sementes.

Além disso, informag¢des do comportamento
e da eficiéncia na produgdo de linhagens DH ainda
sd0 escassas, sobretudo para germoplasmas tropicais,
evidenciando a necessidade de que se intensifiquem

as pesquisas a esse respeito.
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