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RESUMO

GOMES, Willian dos Santos; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2018; Cultura de anteras in vitro visando a producao
de linhagens duplo-haploides de Zea mays L.; Orientadora: Prof2. Virginia Silva
Carvalho; Conselheiros: Profé. Telma Nair Santana Pereira e Prof. Messias
Gonzaga Pereira.

Nos programas de melhoramento de milho, a tecnologia de duplo-haploides é
importante para a produgdo de linhagens. A cultura de anteras € uma técnica
utilizada em diversas culturas para se produzir plantas duplo-haploides. No
entanto, o milho apresenta caracteristicas recalcitrantes para a androgénese e o
sucesso desta técnica € dependente de diversos fatores como genotipo,
condicdes da planta doadora de pélen, estadio de desenvolvimento do micrésporo
e condi¢cdes de cultivo in vitro. Além disso, a pesquisa sob dominio publico para
gendtipos de milho tropicais ainda é rara. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi estudar a correlacdo do estadio uninucleado do micrésporo, que é o mais
adequado para a cultura de anteras em milho, com caracteristicas morfoldgicas e
cronoldgicas da planta doadora de microsporos, e, ap0s esta caracterizacao,
definir, para o cultivo in vitro de anteras, protocolos mais responsivos para a
inducdo de embribes e para a regeneracdo de plantas para 0s gendtipos
estudados. Os materiais genéticos que fizeram parte deste estudo foram as
populacdes CIMMYT-11 e PIRANAO-11, além do hibrido UENF 506-11. No

primeiro experimento foi verificado que as caracteristicas morfologicas da antera

Xii



ndo sdo bons parametros de correlacdo para estadio celular, tendo em vista a
possibilidade de variacbes ambientais existentes ao longo do periodo de cultivo,
resultando em diferencas significativas que podem atrapalhar na definicdo
adequada do estadio celular. O periodo de cultivo expresso em graus-dias foi o
melhor parametro de correlagdo com o estadio celular desejado para os genaétipos
estudados. No segundo experimento foi observado que os genoétipos, assim como
0s meios de cultura exerceram grande influéncia na resposta de inducédo
embriogénica. Os meios de cultura Yu-pei e Yu-pei modificados foram os mais
responsivos na indugdo de micrésporos possivelmente induzidos para o0s
gendtipos estudados. Na etapa de regeneracdo dos micrésporos induzidos a
embriogénese, ndo foi observada nenhuma resposta dos genoétipos em nenhum
dos meios de cultura estudados. De forma geral, os resultados deste trabalho
contribuem para o entendimento e desenvolvimento de protocolos adequados
para a producdo de duplo-haploides com os genotipos de interesse do programa

de Genética e Melhoramento de Plantas da UENF.
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ABSTRACT

GOMES, Willian dos Santos; M. Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February 2018; Anther culture for double-haploid lines production in
Zea mays L.; Adviser: Virginia Silva Carvalho; Committee members: Telma Nair
Santana Pereira and Messias Gonzaga Pereira.

In maize breeding programs, double-haploid technology is important to produce
inbred lines. The anther culture is a technique used in several cultures to produce
double-haploid plants. However, maize presents recalcitrant characteristics for
androgenesis and the success of this technique and is dependent on several
factors such as genotype, conditions of the pollen donor plant and stage of
development of microspore and in vitro culture conditions. In addition, a research
under the public domain for Brazilian corn genotypes is still rare. Therefore, the
objective of this work is to study the correlation of the uninucleate stage of the
microspore, which is more suitable for an anther culture in corn, with
morphological and chronological characteristics of the microspore donor plant.
After this definition, the objective of the work is defined, for the in vitro culture of
anthers, more responsive protocols for the induction of embryos and for the
regeneration of plants for the studied genotypes. The genetic materials that are
part of the study as populations CIMMYT-11 and PIRANAO-11, besides the hybrid
UENF 506-11. In the first experiment it was verified that the anther morphologies
are not good correction parameters for the cell stage, considering a possibility of

variation of life span, period of cultivation time, resulting in different meanings that

Xiv



may disturb the proper definition of the cell stage. The cultivation period expressed
in degrees-days was the best correlation parameter with the desired cell stage for
the studied genotypes. In the second experiment it was observed that the
genotypes, as well as the culture media exerted great influence on the response of
the embryogenic induction. The culture media Yu-pei and modified Yu-pei were
the most responsive in the induction of embryogenic calli for the genotypes
studied. In the regeneration stage of the microspores induced embryogenesis, no
response and genotypes were observed in any culture media studied. In general,
the results of this work contribute to the understanding and development of
adequate protocols for the production of double-haploids with the genotypes of

interest of the Program of Genetics and Plant Breeding of the UENF.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma cultura de grande importancia no cenario
mundial. O cereal é amplamente utilizado como matéria prima para diversos fins,
gue vao desde a alimentacdo animal e humana, até a industria de alta tecnologia,
passando pela engenharia, na producdo de polimeros e producdo de energia e
também no uso medicinal e farmacoldgico, fazendo parte da composicdo de
diversos cosméticos e medicamentos. A variabilidade, por conseguinte, permite
gue o milho apresente os maiores incrementos de producao das ultimas décadas
(Paiva et al., 2010).

Para abastecer o mercado diversificado que o milho possui, programas de
melhoramento sdo de suma importancia para garantir a qualidade e as altas
produtividades (Fischer e Edmeades, 2010).

O milho possui predominantemente uma natureza albgama e, portanto, sua
fecundacao é cruzada. Quando ocasionalmente ocorre a autofecundacéo, muitas
vezes a progénie é caracterizada por tracos indesejaveis, como a reducdo do
tamanho da planta e baixos rendimentos. No entanto, quando a fecundacao
cruzada é realizada, o milho demonstra caracteristicas desejaveis, fenbmeno este
comumente referido como “Vigor Hibrido”. Este fenbmeno é atribuido a acao
complementar de genes favoraveis e €, frequentemente, explorado pelos
melhoristas para desenvolver hibridos comerciais (Paterniani et al., 2008).

No melhoramento de milho, a obteng&o de hibridos envolve vérias etapas

7

que demandam tempo e recurso. Um dos fatores limitantes € a obtencdo de



linhagens que serdo cruzadas para obtengcdo do material hibrido (Silveira e Moro,
2010). Nos métodos convencionais, a obtencao de linhagens endogamicas, isto €,
com todos os locos génicos em homozigose, € obtida apds seis a oito geracdes
de autofecundacdes sucessivas, tornando o processo demorado e oneroso (Rosa
et al., 2016).

Na busca pela otimizagdo desses recursos, a tecnologia de duplo-
haploides € um método que permite a obtencdo de linhagens 100% homozigotas
em um curto espaco de tempo. Um "Duplo-Haploide" (DH) é um gendtipo formado
quando as células (n) de um individuo haploide sdo submetidas a duplicacdo
cromossOmica, de forma espontédnea ou induzida artificialmente (Pierre et al.,
2011).

Existem diversos meios para se obter individuos duplo-haploides, como a
cultura de ovérios; o método bulbosum; o uso de linhagens indutoras; os
micrésporos isolados e a cultura de anteras. Essa Ultima apresenta-se como a
principal técnica em diversas culturas, devido a praticidade e eficiéncia apds o
estabelecimento de protocolos para as mesmas (Pierre et al., 2011).

Em milho, a cultura de anteras foi estudada por diversos pesquisadores (Ku
et al., 1978; Ting et al., 1981; Nitsch et al., 1982; Genovesi e Collins, 1982,
Petolino e Jones, 1986; Barnabas et al., 1987; Obert e Barnabas, 2004; Jager et
al., 2010; Choudhary et al., 2013; Hosseini et al., 2015).

No entanto, apesar da grande contribuicdo desses autores em diversos
aspectos que regem o0 sucesso da cultura de anteras, a responsividade da técnica
ainda ndo é satisfatéria para a utilizacdo rotineira em todos os programas de
melhoramento. Isto se deve a diversos fatores que podem influenciar em sua
eficacia, como por exemplo, o genoétipo e as condi¢cdes de crescimento da planta
doadora, o estadio de desenvolvimento das anteras no momento da inoculacdo
em meio de cultura, o pré tratamento das anteras e o meio de cultura utilizado

para cada espécie (Genovesi e Collins, 1982).



2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Estabelecer protocolos eficientes para a cultura de anteras em milho para
os gendtipos CIMMYT-11, PIRANAO-11 e UENF 506-1, visando otimizar a
dindmica de producao de linhagens do programa de melhoramento de milho da
Universidade Estadual do Norte Fluminense.

Contribuir para a elucidacdo dos mecanismos que controlam a
responsividade da cultura de anteras para producao de duplo-haploides em Zea
mays L., utilizando como modelo de estudos os genétipos UENF-506-11;
PIRANAO-11 e CIMMYT-11, como forma de acelerar a obtencdo de novas
linhagens endogamicas para o programa de melhoramento de milho da UENF.

2.2 Especificos

a) Investigar uma possivel correcdo entre o estadio uninucleado de
desenvolvimento do micrésporo com parametros cronolégicos e morfologicos, a
fim de determinar o momento ideal para a coleta das anteras e posterior

inoculagao in vitro.



b) Definir um protocolo responsivo para as fases de indugcdo e regeneragcédo na
cultura de antera, utilizando como material de trabalho os gendétipos UENF 506-
11, CYMMIT 11 e PIRANAO 11.



3. CAPITULOS

3.1 DEFINICAO DO ESTADIO UNINUCLEADO DO MICROSPORO EM Zea
mays COM BASE EM PARAMETROS CRONOLOGICOS E MORFOLOGICOS

3.1.1 INTRODUCAO

A obtencéo do estadio adequado de desenvolvimento do micrésporo para a
inoculacado das anteras in vitro tem sido um dos grandes gargalos para 0 sucesso
da cultura de anteras. O estadio citolégico considerado ideal para a cultura de
anteras em milho é o uninucleado. Neste estadio ha a possibilidade de
reprogramacao dos microsporos, que seguiriam a rota gametofitica normal, para o
desenvolvimento e crescimento esporofitico, tornando possivel a diferenciacédo de
micrésporos em plantas haploides/duplo-haploides, por meio de técnicas de
cultura de tecidos (Pierre et al., 2011).

No entanto, na pratica, a definicdo desse estadio é dificultada devido a falta
de marcadores morfolégicos precisos que possam ser correlacionados com o
periodo citolégico, o qual pode se modificar em questdo de horas. Desse modo, a
auséncia de precisdo nessa etapa resulta no comprometimento da eficacia das

etapas seguintes (Moraes et al., 2008).



Apesar da inerente importancia do estabelecimento correto do estadio dos
micrésporos para o cultivo in vitro de anteras, sdo escassos 0s estudos
correlacionando caracteristicas citologicas e parametros morfologicos e
cronologicos, a fim de determinar o periodo ideal de coleta e inoculacdo de
micrésporos de milho in vitro (Moraes et al., 2008).

Tendo em vista esta limitagdo, sobretudo em gendtipos de milho
desenvolvidos no Brasil, o objetivo deste estudo foi estabelecer uma correlacdo
direta entre o estadio uninucleado de desenvolvimento dos micrésporos e as
caracteristicas morfolégicas e cronologicas de Zea mays L. com o intuito de

determinar o ponto ideal de colheita das anteras para o cultivo in vitro

3.1.2 REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1 Caracteristicas botanicas e morfolégicas do milho

Na classificacdo botanica, o milho € um cereal C4 que pertence a divisao
das Fanerégamas, classe das Liliopsidas, ordem Gramineae, familia Poaceae,
tribo Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L. O género Zea € composto por
um grupo de gramineas, perenes e anuais, nativas do México e da América
Central (Doebley, 1990).

Tabela 1. Distribuicdo e classificacdo das espécies e subespécies do género Zea.

Secao Espécie Subespécie Habito Genoma
Luxuriantes Zea diploperennis Perene 2x
Zea perennis Perene 4x
Zea luxuriantes Anual  2x
Zea Zea mays Zea mays mexicana Anual 2x
Zea mays parviglumins Anual  2x
Zea mays Anual  2x

huehuetenangensis
Zea mays mays Anual  2x




O milho é uma espécie albgama e alotetraploide, possuindo um
comportamento diploide, com 2n =4x= 20 cromossomos. Possui taxa de
autofecundacéo inferior a 5%, sendo o0 vento o principal agente de polinizacéo
(Marcos Filho, 2005).

E uma espécie monoica, ou seja, possui 6rgdos masculinos e femininos na
mesma planta e em inflorescéncias diferentes. Os 06rgdos masculinos estdo
situados no topo do colmo, agrupados na panicula e os femininos em espigas
axilares. Os 6rgaos masculinos amadurecem antes dos femininos e por isso, &
uma espécie protandrica (Sangoi et al., 2013).

O 6rgdo masculino, denominado de pendéo ou flecha, é constituido de um
eixo central denominado raquis, do qual surgem varias ramificacoes laterais. De
cada ramificacdo lateral podem surgir varias outras, denominadas terciarias. Ao
longo das ramificacbes estdo localizadas as espiguetas, dispostas aos pares,
sendo uma séssil e outra pedunculada; as espiguetas sao arranjadas
alternadamente (Viana et al., 1999).

O pendoamento inicia-se quando o Ultimo ramo do penddo esta
completamente visivel. O inicio da inflorescéncia masculina antecede de dois a
quatro dias a exposicdo dos estilos-estigmas. Em condicbes de campo, a
liberacdo do pdélen geralmente ocorre nos finais das manhas e inicio das noites.
Neste estadio, a planta atinge o maximo crescimento. Um penddo de tamanho
médio chega a ter 2,5 milh6es de grdos de pdlen, o que equivale dizer que a
espiga em condi¢c6es normais dificilmente deixara de ser polinizada pela falta de
polen, uma vez que o numero de 6vulos estd em torno de 750 a 1000 (Fancelli e
Dourado Neto, 2000).

A inflorescéncia feminina € constituida por um eixo, ao longo do qual se
dispdem os alvéolos e onde se desenvolvem as espiguetas aos pares, sendo
cada espigueta formada por duas flores, uma fértil e outra estéril. Cada flor tem
um ovario com um uanico 6vulo e, a partir do ovério, desenvolve-se o estilo-
estigma. O conjunto do estilo-estigma ira constituir o cabelo ou, também,
denominada barba de milho (Viana et al., 1999).

Os frutos do milho, além de serem ricos em energia, sdo conhecidos
botanicamente por cariopse e sao formados por quatro principais estruturas
fisicas: pericarpo, endosperma, embrido e pedicelo ou ponta, cada qual com suas

caracteristicas quimicas especificas (Wang et al., 2000; José et al., 2005).



O sistema radicular do milho possui uma parte seminal de raizes
adventicias que promove a fixagdo priméria e absorcao de nutrientes. Além disso,
o sistema radicular possui a funcdo de manter a posicdo vertical da planta,
evitando sua queda. Da parte do embrido que corresponde a radicula, originara a
raiz primaria que se aprofunda no solo em sentido vertical. A seguir, surgem as
raizes secundarias, as quais apresentam uma grande capacidade de ramificacao
e a raiz primaria desintegra-se. Posteriormente, surgem as raizes adventicias,
gue quando atingem o solo ramificam-se intensamente, sendo muito importantes
na sustentacéo fisica da planta (Freddi et al., 2009).

O caule do milho € um colmo ereto, geralmente ndo ramificado e
apresentando nés e entren6s que se denominam de meritalos, 0s quais sao
esponjosos e relativamente ricos em aclUcar. As plantas do milho séo
consideradas de folha estreita, com comprimento muito superior a largura. As
folhas estdo dispostas alternadamente e inseridas nos nos. As folhas séo
constituidas de uma bainha invaginante, estreita e de forma lanceolada,
possuindo bordos serrilhados com uma nervura central vigorosa (Freddi et al.,

2009).

3.1.2.2 Historico da haploidia em plantas

O primeiro haploide esporofitico natural foi observado em 1921 /por
Bergner e colaboradores em uma espécie de erva daninha, Datura stramonium.
No entanto, somente em 1952 houve a primeira tentativa de utilizar os haploides
na reproducao, selecionando a baixa frequéncia de haploides partenogénicos no
milho e, em seguida, aplicando tratamentos de duplicacdo cromossémica para
produzir linhagens 100% endogamicas (Chase, 1952). Apesar dessa
possibilidade, a paternogénese estava limitada a um pequeno numero de
espécies que respondiam positivamente a essa técnica (Genovesi e Collins,
1982).

Cerca de 40 anos apos a identificacdo do primeiro haploide espontaneo, os
pesquisadores do Departamento de Botanica da Universidade de Delhi (india),
Guha em 1964 e Maheshwari em 1966, renovaram o interesse da comunidade
cientifica sobre haploidia ao obterem os primeiros embrides haploides, dessa vez

provenientes de anteras imaturas de Datura inoxia. Desse modo, descobriram que



era possivel alterar o desenvolvimento gametofitico normal dos micrésporos para
diferenciacdo de um grao de pdlen maduro e redireciona-los para a via de
desenvolvimento esporofitica. Como resultado, embrides e plantas haploides
foram entdo produzidos. Esta descoberta abriu o caminho para uma pesquisa
mais ampla sobre a cultura de anteras, que foi particularmente bem sucedida em
Solanaceae, Brassicaeae e Gramineae (Genovesi e Collins, 1982).

O grande interesse pelos haploides ficou oficialmente evidente com a
organizacdo do ‘Primeiro Simpodsio Internacional de Haploides em Plantas
Superiores’, que foi realizado em Guelph (Canada) em 1974 (Kasha, 1974).
Desde entdo, o numero de haploides espontaneos detectados cresceu de forma
constante, resultando, em 1974, no registro de haploides em mais de cem
espécies de angiospermas (Kyunghee, 2016).

Apesar da alta procura por haploides que ocorreu nesse periodo, 0s que
eram provenientes de producdo espontanea n&do poderiam ser utilizados
rotineiramente nos programas de melhoramento, devido a sua baixa frequéncia
de ocorréncia, sendo, portanto, necessaria a inducdo dos mesmos por meio de
técnicas de cultura de tecidos (Genovesi e Collins, 1982).

No entanto, apesar de culturas economicamente importantes como a
cevada (Hordeum vulgare L.), o arroz (Oryza sativa) o tabaco (Nicotiana spp) e o
trigo (Triticum aestivum L.) responderem de maneira eficiente na produgédo de
haploides pelo cultivo in vitro, outras espécies cientificamente interessantes, como
a Arabdopsis thaliana, muitas plantas lenhosas e o milho (Zea mays L.), ainda
permanecem recalcitrantes para a cultura de anteras, sendo, portanto necessarios
mais estudos a fim de compreender os mecanismos da androgénese e englobar

essas culturas na lista de espécies responsivas (Germana, 2011).

3.1.2.3 Mecanismo da androgénese

Durante a evolucdo, as células vegetais mantiveram a capacidade de
expressar grande parte do seu genoma quando estimuladas adequadamente,
permitindo se organizarem em um novo individuo, dando origem a uma nova
planta (Segui-Simarro, 2010).

Esta notavel caracteristica, denominada totipoténcia celular, permite que

uma célula adote um crescimento proliferativo (calo) ou desvie para um programa
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de desenvolvimento diferente do original. Estes programas incluem a formacgao de
um novo individuo por meio da regeneracdo sucessiva de todos os seus 0rgaos
vegetativos (organogénese) ou diretamente pela entrada em uma nova via
embriogénica (embriogénese) (Segui-Simarro, 2010).

Utilizando condi¢cbes experimentais adequadas, é possivel induzir a
organogénese e, ou a embriogénese a partir de células de uma variedade de
tecidos e orgdos vegetais, incluindo folhas, cotilédones, raizes, hipocatilos,
anteras, ovarios, etc. (Razdan, 2003). Do ponto de vista aplicado ao
melhoramento vegetal, um dos tipos de células mais interessantes para regenerar
individuos é a precursora de gametas, devido a possibilidade de regenerar
individuos haploides ou duplo-haploides (DH), como € o caso dos 6vulos
(presentes no interior do ovario) e dos micrésporos (presentes no interior das
anteras) (Segui-Simarro, 2010).

A embriogénese proveniente de micrésporos é geralmente induzida pela
reprogramacdao celular dos micrésporos, alterando sua via de desenvolvimento
gametofitico para o crescimento e desenvolvimento esporofitico. Sob condi¢cbes
naturais, o micrésporo desenvolve-se em um grdo de pdlen maduro que
compreende dois nucleos reprodutivos e um vegetativo. Assim, a alteracéo para o
desenvolvimento esporofitico deve ser iniciado antes do inicio da divisdo celular,
gquando o0s micrésporos ndo estdo comprometidos a seguirem a via de
desenvolvimento gametofitico (Genovesi e Collins, 1982).

Essa mudanca da ontogenia normal de um micrésporo visando a
passagem para a via esporofitica requer profundas modificacbes na morfogénese
celular. Conforme o modelo proposto por Grande e Moraes-Fernandes (1990),
existem dois momentos em que o micrésporo poderia ter sua ontogenia alterada:
0 primeiro seria no inicio da meiose e o segundo momento, durante o estadio
uninucleado do micrésporo (Segui-Simarro, 2010).

Embora ndo exista um consenso sobre o inicio e o ponto final exatos entre
0S quais a reprogramacdo pode ser universalmente alcancada, parece que 0s
micrésporos uninucleados sdo especialmente adequados para serem induzidos.
Isto &, provavelmente, devido ao seu estado de transcricdo, ainda ndo totalmente
diferenciado (Malik et al., 2007), em oposicdo ao pdélen maduro, onde um
programa de expressdo especifico para genes de maturacdo de poélen é ativado
(Honys e Twell, 2004).
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No milho, a cultura de anteras possui um comportamento recalcitrante e os
trabalhos que utilizaram anteras, contendo em seus interiores micrésporos em
estadio uninucleado de desenvolvimento celular, alcancaram o0s melhores
resultados na resposta embriogénica (Genovesi and Collins, 1982; Barnabas et
al., 1999; Spitko et al., 2006; Jager et al., 2010; Hosseini e Cheshmeali, 2015).

3.1.2.4 Aspectos morfoldgicos do estadio uninucleado em Zea mays L.

Do ponto de vista morfoldgico, o estadio uninucleado em milho é alcancado
antes da emergéncia do pendao que ocorre cerca de seis a oito semanas apos a
semeadura a depender do gendtipo e ambiente cultivado. Apés esse periodo, as
células gaméticas passam a conter trés nudcleos (dois generativos e um
vegetativo), passando a ser denominados ‘graos de pdlen’ e, portanto,
comprometidos a seguirem o desenvolvimento gametofitico ao invés do
crescimento e desenvolvimento esporofitico (Cheng e Neuffer, 1989).

Além do periodo que precede o pendoamento, o estadio uninucleado de
desenvolvimento celular também é observado em diferentes regides de um
mesmo pendéo. Isso porque, o desenvolvimento da espigueta superior precede o
do inferior do penddo, gerando microsporos em diferentes estadios de
desenvolvimento. Essa diferenca de desenvolvimento pode variar entre o0s
genaotipos com o estadio de desenvolvimento, e é mantida até a antese, onde os
estadios celulares posteriormente se homogenizam (Cheng e Pareddy, 1994).

Outro problema € que a ocorréncia desses estadios € muito variavel, por
ser dependente da temperatura. Por isso, € preferivel expressar o estadio de
desenvolvimento da planta em graus-dia, ou soma térmica, do que em namero de
dias (Streck et al., 2006). O conceito de graus-dia parte do seguinte principio: o
desenvolvimento de uma espécie vegetal esta relacionado com o meio-ambiente
em cada fase fenoldgica ou no ciclo da cultura e é controlado a partir da soma
térmica diaria necessaria para cada estadio (Carvalho et al., 2013).

Para que se possa fazer a estimativa climatolégica da data de ocorréncia
de cada um dos principais estadios de desenvolvimento da planta, € necessario
que se estabelecam as exigéncias térmicas de cada cultivar para atingir os
distintos estadios. Os valores de temperatura basal inferior variam de acordo com

a espécie e o cultivo. Alguns trabalhos também utilizam valores diferentes para
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cada etapa do desenvolvimento da planta. Para a cultura do milho, por exemplo, é
utilizado um valor de 10°C como temperatura basal inferior (Assis et al., 2006).

Apesar de existirem métodos que colaborem para uma descricdo cada vez
mais detalhada sobre o momento em que a célula estd mais apta a responder
positivamente a cultura de anteras na formacdo de embrides, (Maraschin et al.,
2005; Touraev et al., 2001; Moraes et al., 2008 e Segui-Simarro 2010), s&o raros
os trabalhos em milho que correlacionem caracteristicas morfolégicas da planta
doadora de micrésporos em conjunto com uma cronologia adequada. Essa
correlacdo seria util para que fosse incorporada na metodologia da técnica, haja
vista a importancia de coletar os micrésporos no periodo ideal para garantir alta
responsividade in vitro (Pierre et al., 2011).

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1 Material Genético

Foram utilizadas duas populacées de milho (Zea mays L.) pertencentes a
grupos heteréticos distintos: populacdo CIMMYT-11, pertencente a um grupo
heterdtico tipo ‘duro’ e populagdo PIRANAO-11, pertencente a um grupo
heterético ‘dentado’, além de um hibrido interpopulacional oriundo dessas
populacdes (CIMMYT11 X PIRANAO11) denominado UENF 506-11.

Ambas as populacbes possuem um gene braquitico que confere a
caracteristica de porte mais baixo as plantas. Estas populacdes sao oriundas da
Universidade Federal de Vicosa (UFV), onde foram trabalhadas até o quinto ciclo
de selecdo recorrente reciproca. Do sexto ciclo em diante foi dado
prosseguimento ao melhoramento dessas populagdes na Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), onde 0 mesmo se encontra no 16°
ciclo de selecdo recorrente reciproca. Essas populagbes possuem um alto nivel
de heterozigoze, proporcionando maior variabilidade genética das potenciais
linhas duplo-haploides a serem obtidas, caracterizadas e selecionadas para a

producéo de novos hibridos.
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3.1.3.2 Determinacéo do estadio de desenvolvimento do micréosporo

O experimento foi realizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, situada em Campos dos Goytacazes — RJ, as coordenadas
geograficas 21°45'43”S e 41°17°23”W, altitude média de 11 metros, no periodo
entre os meses de marco a maio de 2017. Para a determinacdo do estadio de
desenvolvimento do micrésporo, foi realizado o plantio das sementes das
populacbes (CIMMYT-11 e PIRANAO-11) e do hibrido (UENF 506-11). Os
penddes foram coletados em cinco diferentes periodos de tempo, com intervalos
de 24 horas entre uma coleta e outra (Tabela 2). A coleta foi iniciada no periodo
fenolégico que antecede a antese (com o penddo ainda dentro do cartucho do
milho), a fim de determinar 0 momento propicio que contenha a maior
concentragdo de ceélulas no estaddio uninucleado de desenvolvimento do

microsporo.

Tabela 2. Periodos de coleta do penddo determinados de acordo com os dias
proximos ao /estadio fenolégico de pendoamento para as condigcbes ambientais
submetidas. Campos dos Goytacazes - RJ, 2018.

Dias de coleta Dias ap0s a germinacao
1 54
2 55
3 56
4 57
5 58

O estudo foi conduzido em casa de vegetagcdo coberta com filme agricola
de 150 micrometros de espessura e tela de sombreamento de 35%. As sementes
foram semeadas em vasos de 5L, contendo substrato Basaplant® Hortalicas
suplementado com 15g por vaso de NPK, formulagdo 04-14-08, conforme as
indicacdes técnicas para a cultura do milho.

Cada pendao foi dividido em trés areas distintas (apical, mediana e basal)
(Figura 1). As espiguetas foram coletadas nestas trés regibes do pendao, uma
vez que ao longo destas, existem micrésporos em diferentes estadios de

desenvolvimento celular. Esse procedimento teve como objetivo obter marcadores
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morfolégicos mais precisos, com o intuito de determinar a fase ideal de retirada
das espiguetas para a cultura de anteras.

Apical Mediano

Figura 1. Esquema de representacdo das regides do penddo de milho
consideradas para o estudo.

As anteras foram retiradas das espiguetas logo ap6s sua coleta e foram
medidos o perimetro, diametro e comprimento das mesmas, utilizando um
scanner adaptado para andlise de sementes SAS®. O equipamento é composto
por um modulo de captacdo e um software de analise. As anteras foram
colocadas sobre uma bandeja acrilica ho modulo de captacédo e sua imagem foi
capturada e analisada para posterior coleta dos dados.

O estudo foi conduzido em um delineamento em blocos casualizados, em
um esquema fatorial 5x3, com quatro repeticdes, sendo cinco periodos de coleta
dos penddes, apds o surgimento dos mesmos dentro do cartucho do milho (54,
55, 56, 57 e 58 dias) e trés diferentes genoétipos (CIMMYT11, PIRANAO11 e
UENF 506-11). Cada repeticao foi constituida por uma planta em um vaso com 5L
de substrato. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade e os dados quantitativos, submetidos a andlise de regressdo com o
auxilio do programa Genes®.

Para a representacdo da correlacdo entre os dias de coleta estabelecidos
com o estadio celular estudado, foi efetuado o calculo de graus-dia (°C dia), por
meio do somatorio da diferenca entre a temperatura média diaria (Tm) e a
temperatura basal (Tb) de 10°C, da emergéncia até a ocorréncia do estadio
uninucleado na planta. A temperatura média diaria do ar foi obtida pela média
aritmeética entre as temperaturas maximas e minimas absolutas, monitoradas por
meio de um aparelho datalogger Kimo® (Kistock Modelo KH-110 AO).

O calculo utilizado para a definicdo de graus dias foi proposto por Arnold
(1959):
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~TM+Tm
2

GD Tb

em que: GD = graus-dia, °C; TM = temperatura maxima do dia, °C; Tm =
temperatura minima do dia, °C; Tb = temperatura basal inferior, °C.

3.1.3.3 Andlise citogenética

Com o objetivo de correlacionar os dados morfolégicos com o estadio de
desenvolvimento do micrésporo, as anteras coletadas foram submetidas a analise
citogenética. Sendo assim, as espiguetas foram coletadas e fixadas em solucéo
de etanol absoluto: acido acético glacial, na propor¢cédo de 3:1, por 24h a 4°C. Em
seguida, transferidas para uma solucdo de alcool 70% e conservadas em
geladeira a 4°C até serem utilizadas.

Para o preparo das laminas, trés anteras de cada espigueta por individuo,
de cada gendtipo estudado, foram maceradas (squash) sobre a lamina em gotas
de carmim acético 1%. Em seguida, os residuos das anteras foram retirados da
lamina e o carmin acético junto aos micrésporos foram cobertos por uma laminula
para observacdo com auxilio de um microscépio éptico (Bioval®).

A contagem das células se deu classificando-as conforme a Figura 2:

Figura 2. Estadios celulares de microsporos de Zea mays L.. Células meidticas
(a); Tétrade (b); Células uninucleadas (c); Células binucleadas (d). Seta: Nucleo.
Barra: 20pum

O estudo foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado em

um esquema fatorial 5x3, sendo cinco periodos de coleta dos (54, 55, 56, 57 e 58
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dias) e trés diferentes gendétipos (CIMMYT11, PIRANAO11 e UENF 506-11). Cada
repeticdo foi constituida por uma lamina, onde foram contabilizadas 300 células.
Foram realizadas cinco repeticbes e ao final do processo, as anteras dos
tratamentos que apresentaram os maiores indices de micrésporos, no estadio
uninucleado, foram correlacionados com os periodos de coletas determinados no

inicio do experimento.

3.1.3.4 Analise estatistica

Foram analisadas as pressuposi¢coes de normalidade e de homogeneidade
de variancias dos tratamentos, respectivamente, pelos testes de Lilliefors e
Cockram e Bartlet, os quais indicaram a necessidade do uso da transformacéo
raiz de Y + 0,5 — SQRT (Y+ 0,5) apenas para as variaveis tempo (T) e gendtipo
(G) na etapa “Diferencas na concentragéo de células no estadio uninucleado”.

Posteriormente, todos os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os dados relacionados ao periodo de coleta foram submetidos a
andlise de regressdo. Os resultados foram apresentados com meédias né&o

transformadas. Utilizou-se o programa computacional Genes (Cruz, 2013).

3.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1 Aspectos morfolégicos para correlacdo de estadio celular

A andlise de variancia revelou que todos os fatores (genoétipo, tempos de coleta
do penddo e regido do pendado), bem como a interacdo gendtipo x tempo,
contribuiram significativamente (P<0,05) para as diferencas observadas no

didmetro, perimetro e comprimento das anteras estudadas (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia com quadrados médios para os efeitos
do Genotipo (G), Tempo (T) e Regido do penddo (R) e suas interacdes em
relacdo a média de comprimento das anteras de Zea mays L. Campos dos
Goytacazes - RJ, 2018.

Efeitos GL QMma QMma QMma
Diametro Perimetro Comprimento
Genotipo (G) 2 0,0717" 0,6198" 4,1851"
Tempo (T) 4 0,1009" 0,7523" 3,6517"
Regiado (R) 2 0,2000" 1,2601" 18,4776"
InteracOes
GxT 8 0,0270" 0,2248" 1,6029"
GxR 4 0,0085"s 0,1399"s 0,6877"s
TXxR 8 0,0175" 0,1058"s 0,4312"
GxTxR 16 0,0199"s 0,1057"s 0,4092"s
Residuo 135 0,0162 0,0852 0,4092
CV (%) 16,72 16,38 35,14

ans e * indicam nao significancia e significancia em P <0,05, respectivamente.

Para os trés genotipos analisados (CIMMYT-11, PIRANAO-11 e UENF-
506-11), ndo houve diferencas significativas no diametro, perimetro e
comprimento das anteras entre a regido mediana e apical do pendao. No entanto,
houve diferenca significativa entre essas regiées em relacao a regidao basal, que

apresentou valores menores para estas variaveis (Figura 3).
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Figura 3. Diametro, perimetro e comprimento, respectivamente, das anteras
localizadas entre as regibes basal, mediana e apical do penddo. As médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.

As informacgdes obtidas corroboraram com a descricdo feita por Cheng e
Pareddy (1994), em que o desenvolvimento das anteras em milho inicia-se na
regido superior do penddo, seguido pelas demais. Posteriormente, esse
desenvolvimento se normaliza ao longo do pendao, quando 0 mesmo esta apto a

iniciar a antese.
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Esses dados indicam uma possivel simplificagdo para apenas duas regides
de coleta para a cultura de anteras: a porcdo mediana até o apice e a base
(Figura 4).

Figura 4. Esquema indicando a simplificacdo na demarcacédo de regifes ao longo
do pend&o com base em parametros morfolégicos.

Houve interacdo entre os periodos de coleta e os genoétipos para as trés
variaveis morfolégicas: diametro, perimetro e comprimento das anteras (Tabela
3). O hibrido UENF 506-11 apresenta valores superiores aos dos seus
progenitores (CIMMYT-11 e PIRANAO-11) para as trés variaveis, independente
do periodo de coleta, evidenciando a existéncia do efeito da heterose no
crescimento e desenvolvimento das anteras do hibrido, em relacdo aos seus
genitores (Figura 5).

Quando analisadas as médias de diametro, perimetro e comprimento das
anteras, entre os intervalos do terceiro e quarto dia de coleta, € observada uma
tendéncia de crescimento anormal, uma vez que as anteras oriundas do terceiro
dia de coleta apresentaram uma média de tamanho superior ao quarto dia de
desenvolvimento, ndo seguindo, portanto, uma légica de crescimento normal ao

longo do tempo (Figura 5).
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Figura 5. Diametro, perimetro e comprimento das anteras em funcdo dos
periodos de coleta de pendao. (Periodos de coleta: 1= 54 dias, 2= 55 dias, 3= 56
dias, 4= 57 dias e 5= 58 dias).
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Quando analisadas as condi¢cbes ambientais no periodo de coleta das
anteras, foi observado um aumento na umidade relativa (UR) média e minima do
ar, no segundo e terceiro dia. Este fato pode ter causado um aumento no teor de
agua das anteras e consequente aumento das mesmas, no segundo e terceiro dia
de coletas. A reducdo da umidade relativa média e minima no quarto dia de coleta
coincide com a diminuicdo das medidas de didametro, perimetro e comprimento

das anteras, no dia em questéo (Figura 6).
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Figura 6. Variacdes de umidade relativa na casa de vegetacdo ao longo dos
periodos de coleta.

Essas observacfes indicam que o diametro, o perimetro e o comprimento
das anteras sao dependentes da UR, ndo sendo parametros morfologicos
confiaveis para a determinacdo do estadio celular dos microsporos. Esse fato
também foi observado por Moraes et al. (2008), que relataram que a influéncia
ambiental pode interferir no estabelecimento correto de correlagbes entre
parametros morfolégicos para marcacdo de estadio celular, portanto, ndo sendo

considerados indicadores confiaveis para 0 mesmo nos genotipos testados.
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3.1.4.2 Diferencas na concentracado de células no estadio uninucleado

O estadio uninucleado de desenvolvimento dos microsporos esta

representado nas Figuras 7 e 8.

Figura 7 Microsporos em estadio uninucleado de desenvolvimento, observados
em microscopio e corados com Carmin acético a 1%. Setas: nucleo celular.
Escalas: 20pum.
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Figura 8. Micrésporos em estadio uninucleado de desenvolvimento, observados
em microscopio e corados com Hoechst a 0,5%. Setas: Unico nucleo celular.
Escalas: 50um (a), 10um (b), 30um (c), 20um (d).

Para a concentracdo de células em estadio uninucleado no interior das
anteras, houve diferenca significativa entre os periodos de coleta, e entre as
regibes do penddo. Os gendtipos estudados ndo apresentaram diferenca
significativa na concentragdo de células em estadio uninucleado e ndo houve

interacéo entre os fatores (Tabela 4).
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia com quadrados médios para os efeitos
do Genotipo (G), Tempo (T), Regido do penddo (R) e suas interacdes na
concentracdo de células no estadio uninucleado de desenvolvimento do
microsporo em Zea mays L. Campos dos Goytacazes - RJ, 2018.

Efeitos GL Qma
Gendétipo (G) 4 79,2175"s
Tempo (T) 2 28,4131"
Regido (R) 2 70,3644"
Interacdes

GxT 8 32,8739"
GxR 8 11,1731"
TxR 4 5,5838"s
GxTxR 16 29,0016"s
Residuo 135 21,3253

CV (%) = 36.53

ans e * indicam nao significancia ou significancia respectivamente em P <0,05.

Em relacdo as regifes existentes ao longo do pendao e sua correlacdo
com a concentracdo de células no estadio uninucleado de desenvolvimento, a
regido apical apresentou as menores meédias, diferindo-se da regido mediana. A

regido basal ndo difere das demais (Figura 9).
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Figura 9. Concentracdo de células uninucleadas por regido do pendao. As
médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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Esses dados divergem dos resultados obtidos anteriormente para 0s
parametros morfologicos das anteras (Figura 3), em que foi possivel separar as
regides apical e mediana da regido basal. Quando analisado a nivel celular, o
maior nimero de células uninucleadas € encontrado nas regibes medianas e
basais. Esses dados reforcam a evidéncia de que o diametro, perimetro e
comprimento da antera ndo sao marcadores morfologicos eficazes para
concentracdo de células uninucleadas nos genotipos estudados.

Em relacdo aos periodos de coleta testados, foi observada uma maior
concentragcdo de células em estadio uninucleado de desenvolvimento no terceiro
e quarto dia de coleta para todos os trés genotipos, indicando serem periodos

potenciais para coleta de células no estadio em questéo (Figura 10).
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Figura 10. Concentracao de células no estadio uninucleado de desenvolvimento
do micrésporo, em funcao dos periodos de coleta.

Apesar do periodo de tempo fornecer informacdes mais precisas acerca do
momento onde h&d a maior concentracdo de células em estadio uninucleado,
essas informagBes podem variar conforme as condicbes ambientais, as quais a
planta foi submetida. Assim sendo, a representacao dos dias de coleta em graus/
dias é mais precisa na definicdo do estadio uninucleado. (Tabela 5).
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Tabela 5. Representacdo dos dias de coleta em graus dias e graus dias
acumulados desde a semeadura, destacados em negrito os dias que
apresentaram as maiores meédias de células no estadio uninucleado de
desenvolvimento do micrésporo em Zea mays L. Campos dos Goytacazes - RJ,
2018.

Diade coleta  Dias ap06s Graus dias (°C dia) Graus dias Acumulados
semeadura (GDA) desde a semeadura
1° dia 54 20,66 1169,17
2° dia 55 15,35 1184,52
3°dia 56 18,61 1203,14
4° dia 57 20,19 1223,33
5° dia 58 21,28 1244,62

As somas térmicas obtidas neste trabalho sdo superiores aos valores
obtidos por Hanashiro et al. (2013), por exemplo, que obteve em condi¢cdes de
campo a soma térmica relativa ao periodo de semeadura até o pendoamento
(VT), 860 °C e 855 °C dia para os gendtipos AG 7088 HS e DKB 370,
respectivamente. A provavel razdo dessa diferenca € que o presente trabalho foi
realizado em casa de vegetacdo, onde possivelmente houve um atraso no
desenvolvimento devido ao sombreamento, corroborando com a diminui¢cdo na
disponibilidade de luz no ambiente e interferindo diretamente na fenologia da
planta. Algo similar foi observado por Moraes et al. (2008), em que compararam a
fenologia do milho em estadios especificos da microsporogénese em diferentes
ambientes: camara de crescimento e campo. Os resultados mostraram que para
todos o0s gendtipos analisados, os que foram submetidos a camara de
crescimento apresentaram um retardo no desenvolvimento, se comparados as
plantas cultivadas em campo.

Sendo assim, para vias de confiabilidade, os valores médios obtidos neste
trabalho devem ser tomados como base em plantios realizados em condicdes de

casa de vegetacéao
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3.1.5 CONCLUSOES

O tamanho das espiguetas e das anteras de milho s&o altamente
influenciadas pelas condigdes ambientais;

O diametro, o perimetro e o comprimento das anteras ndo sdo marcadores
morfologicos confiaveis para estabelecer o estadio uninucleado do micrésporo
em milho;

O periodo de tempo, expresso em soma térmica, € o marcador mais preciso
para o estabelecimento do estadio uninucleado do micrésporo em milho;

Para a obtencdo da maior concentracdo de células no estadio uninucleado do
microsporo para 0s gendtipos estudados, em condicdes de casa de
vegetacdo, € recomendavel realizar a coleta das anteras na regido mediana
do penddo, com aproximadamente 1200°C dias, contados a partir da

germinacao.
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3.2 CULTURA DE ANTERAS EM MILHO COMUM (Zea mays L.)

3.2.1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ndo € apenas considerado uma cultura de
importancia mundial como alimento, ragdo ou como fonte de diversos produtos
industriais importantes, mas também é conhecido como uma planta com imensa
diversidade genética. Embora tenha sido domesticado pela primeira vez no
México, encontra-se difundido em todos os continentes (Prasanna, 2012). No
Brasil, o cultivo do milho estd presente em todos os Estados, tornando-se
componente importante na renda de milhdes de pessoas (Araudjo e Nass, 2002).

Devido a natureza alégama do milho, em que a heterose é amplamente
explorada para obter caracteristicas agronémicas desejaveis, a producdo de
linhagens homozigotas para formacgéo de novos hibridos constitui uma importante
etapa para tal. No entanto, a utilizacdo de métodos convencionais de
autofecundacéo para producdo de linhagens, pode demandar de seis a oito
geracoes, tornando o processo demorado e de custo elevado. Em funcgéo disto,
melhoristas tém procurado métodos que acelerem esse processo. Um deles é o
emprego da tecnologia de duplo-haploides (Pierre et al., 2011).

Neste contexto, a producédo de plantas duplo-haploides, por meio da cultura
de anteras, revela-se como uma ferramenta Gtil. Ao contrario dos programas
convencionais de melhoramento, em gque S80 necessarios numerosos ciclos de

plantio e colheita de populacdes segregantes, a regeneracédo de plantas férteis a
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partir de células de gametdfitos, permite o desenvolvimento de linhagens em
menor tempo (Palu et al., 2003).

A cultura de anteras € um método que vem sendo utilizado em diversas
espécies como, Solanum tuberosum (batata) (Wenzel e Wehr, 2012), Oryza sativa
(arroz) (Cha-um et al., 2009), Hordeum vulgare (cevada) (Lazaridou et al., 2011) e
Nicotiana tabacum (tabaco) (Sunderland, 2012). Os chineses foram os primeiros a
relatar a cultura de anteras bem sucedida em milho (Genovesi e Collins, 1982). A
partir dai, diversos protocolos foram testados por Ku et al. (1978), Miao et al.
(1981), Genovesi e Collins (1982), Petolino e Thompson (1987) e Barnabas et al.
(1999). No entanto, estes autores ndo obtiveram resultados estaveis quando
testados para outros genétipos, gerando taxas de sucesso inferiores a 20%. A
responsividade da cultura de anteras em milho € considerada gendtipo-
dependente, portanto, sendo necessario encontrar protocolos que sejam
eficientes para gendétipos elite (Pierre et al., 2011).

Até o momento, pouco se sabe sobre a capacidade androgenética de
genadtipos brasileiros, tornando necessario testar novos germoplasmas e
protocolos. No entanto, poucos trabalhos dessa natureza s&o encontrados sob
dominio publico (Pierre et al.,, 2011). A Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF) possui um renomado programa de melhoramento de milho,
em que estes aspectos relacionados a capacidade androgenética podem ser
amplamente estudados e futuramente agregar valor a dindmica de producao de
novas linhagens e langamento de novos hibridos, enfatizando a importancia deste

trabalho.

3.2.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1 Importancia Econdmica

O milho é empregado para producdo de centenas de produtos e
subprodutos como pées, farinha, massas e até servir como base para producdo

de antibidticos. O cereal também é utilizado como insumo industrial na producao
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de amido, 6leo, aculcar, proteina, celulose e alcool etilico. Entretanto, seu principal
uso esta vinculado a alimentacdo animal, em que é utilizado como racdo para
aves, bovinos, peixes e suinos, resultando em 70% do consumo mundial do grao
(Morris, 2002).

Apesar da alimentacdo humana nao ser a principal forma de utilizagéo do
milho, em algumas regides do planeta o milho constitui a principal fonte de
alimento, como ocorre em populacées da Africa Subsaariana, México e outras
regides da América. Em algumas partes da Mesoamérica, o milho sozinho
contribui com mais de 20% das calorias alimentares da populagéo (Shiferaw et al.,
2011; Silva et al., 2012).

Possuindo uma producdo mundial de 1,075 bilhdes de toneladas na safra
de 2016/17, atualmente o milho é o cereal mais cultivado no mundo. Os Estados
Unidos, seguidos pela China, Brasil e Argentina, sdo os maiores produtores,
representando 70% da produgcdo mundial (USDA, 2018).

Dentro deste cenario, o Brasil, conta com uma area cultivada de 17,7
milhdes de hectares e uma producdo de 95 milhdes de toneladas conforme a
safra 2016/17. Atualmente o milho € cultivado em praticamente todo o territério
nacional, merecendo destaque as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Diante
disso, a cultura é considerada estratégica para o desenvolvimento do pais, pois
além de ser o terceiro maior produtor de milho, ocupa o posto de segundo maior
exportador mundial do cereal (USDA, 2018).

Embora o Brasil ocupe lugar de destaque nos indices de produtividade
mundial de milho, o Estado do Rio de Janeiro obteve uma produtividade média de
apenas 2,4 t ha'l, em uma area média de 3.300 hectares plantados, sendo
considerada uma produtividade média baixa em comparacdo com a média
nacional de 5,4 t ha' (Conab, 2016).

3.2.2.2 Melhoramento de milho

O milho (Zea mays L.) é detentor da caracterizacdo genética mais
detalhada dentre as espécies cultivadas. O milho foi uma das primeiras espécies
cultivadas a ser trabalhado nos laboratérios de genética para estudos basicos de
mitose, meiose, segregacdo cromossOmica, ligacdo genética e efeitos de

crossing-over e de elementos de transposicao (Pierre et al., 2011).
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No inicio do século XX, o cientista estadunidense George Harrison Shull
criou a primeira proposta para a producdo de sementes hibridas de milho. Ele
revelou que, ao fecundar a planta com o proprio polen (autofecundacgéo), eram
produzidos descendentes menos vigorosos. No entanto, quando repetido o
processo por seis ou oito geragdes, os descendentes fixavam caracteristicas
agronbmicas importantes. ApOs esse processo, esses descendentes eram
denominados “linhas puras”. Shull observou que duas linhas puras e distintas ao
serem cruzadas entre si produziam descendentes com alto vigor, chamado de
vigor hibrido ou heterose, dando origem ao milho hibrido (Shull, 1948).

No Brasil, o primeiro programa de melhoramento de milho foi desenvolvido
em 1932, no Instituto Agrondmico - IAC, em Campinas. No entanto, em 1938, os
pesquisadores da Universidade Federal de Vicosa, Antbnio Secundino e
Gladstone Drummond produziram o primeiro hibrido comercial, fruto de um
cruzamento entre as variedades Cateto e Amareldo. Os trabalhos destes
pesquisadores tiveram continuidade com a fundacdo da companhia Sementes
Agroceres S/A. A contribuicdo desta tecnologia para o desenvolvimento do
agronegadcio no Brasil é inquestionavel (Fancelli e Lima, 1982).

Atualmente no Brasil, existem diversos programas de melhoramento
genético de milho, em instituicbes como Embrapa Milho e Sorgo, Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Universidade Federal de Lavras (UFLA), Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz-ESALQ/USP, Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias do Campus de
Jaboticabal-UNESP, Universidade Estadual de Maringad (UEM), Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), além de diversas
instituicdes privadas.

Desde o0 ano de 1996, a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) vem conduzindo um programa de melhoramento genético de
milho, com a finalidade de oferecer aos agricultores, sementes de qualidade
adaptadas as regides Norte e Noroeste Fluminense, como os hibridos
intervarietais ‘UENF 506-6’, ‘UENF 506-8’ e o ‘UENF 506-11’, os quais expressam
excelente comportamento agronémico.

Neste contexto, a cultura de tecidos vegetais apresenta grande potencial
para seu emprego nos programas de melhoramento de milho (Golle et al., 2009).

Ela pode ser utilizada desde a multiplicacdo de material genético, na troca e
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avaliacdo de germoplasma, até a producdo de linhagens para a producdo de
novos hibridos.

3.2.2.3 Cultura de Tecidos Vegetais: Cultura de Anteras

A cultura de tecidos vegetais engloba técnicas de cultivo em meio nutritivo,
em condicBes assépticas, de células, tecidos ou 6rgdos de planta, sob condi¢cbes
controladas de fotoperiodo, temperatura e de outros fatores. A cultura de tecidos
vegetais tem sido utilizada na limpeza clonal para recuperacdo de plantas livres
de virus e outros agentes causadores de doencas; na conservacao e intercambio
de germoplasma in vitro; na micropropagacdo rapida de plantas; no
melhoramento genético, auxiliando na recuperacéo de hibridos interespecificos de
cruzamentos com incompatibilidade pés-zigética; na transformacédo genética de
plantas; na producao de haploides, por meio da cultura de évulos, micrésporos e
anteras, dentre outras aplicagdes (Carvalho et al., 2011).

No que diz respeito a producdo de haploides, a cultura de anteras vem se
destacando em diversos programas de melhoramento de Triticum aestivum L.
(Soriano et al., 2007; Grauda et al., 2010), Oryza sativa L. (Talebi et al., 2007; He
et al., 2006), Capsicum sp. (Mityko et al., 1995; Shrestha et al., 2011) e Zea mays
L. (Genovesi; Collins, 1982; Barnabas et al., 1998; Jager et al., 2010).

A cultura de anteras consiste em excisar as anteras assepticamente dos
botdes florais e cultiva-las em meios de cultura, ricos em nutrientes necessarios
para que 0S microsporos presentes nas anteras deem origem as plantas
haploides. Posteriormente, 0 nUmero de cromossomos pode ser duplicado com o
uso de antimitdticos. As plantas haploides, apdés a duplicacdo dos seus
cromossomos, tém grande importancia no melhoramento genético na reducéo do
periodo para a obtencéo de linhagens homozigotas (Carvalho et al., 2011).

Em espécies autdgamas, onde os sistemas foram ajustados pela selecéo
natural para a homozigose, a integracdo entre estratégias de melhoramento e
abordagens biotecnoldgicas tem permitido acelerar a obtengcdo da homozigose,
gerando resultados valiosos em menos tempo. Em plantas alégamas, altamente
heterozigotas, a producao de haploides in vitro possibilita a obtencdo de linhagens
puras, que podem ser utilizadas como progenitores no desenvolvimento de

cultivares hibridas (Pierre et al., 2011).
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A técnica vem sendo relatada em mais de 250 espécies, no entanto,
inmeros fatores afetam a resposta embriogénica da cultura de anteras, tais como
0 genotipo, o estado fisiolégico e as condicdes de crescimento das plantas
doadoras, o estadio de desenvolvimento do pélen, o pré-tratamento de flores ou
anteras, o meio de cultura e as condic¢des in vitro (Datta 2005).

Em milho, os chineses foram os primeiros a relatarem a cultura de anteras
(Anon, 1975). Anteras cultivadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) em
estadio binucleado obtiveram uma resposta embriogénica positiva proxima de 1%
com o0s gendtipos utilizados. Em 1978 outras duas equipes chinesas iniciaram
estudos com a cultura de anteras em milho: Miao et al. (1981) conseguiram 7% de
resposta na producdo de embrides utilizando o meio de cultura N6 (Chu 1981). No
mesmo ano, Ku et al. (1978) publicaram resultados relatando 13% de resposta
embriogénica utilizando o meio de cultura Yu-Pei (YP).

Kuo et al. (1986) identificaram importantes variaveis que determinam o
sucesso da cultura de anteras em milho. A genoétipo-dependéncia, isto é, a
presenca de genes especificos do polen que controlam a capacidade dos
microsporos em se transformarem em plantas haploides, foi considerada de
grande influéncia na resposta androgenética. A equipe também evidenciou a
importancia de utilizar niveis adequados de sacarose, fitorreguladores e carvao
ativado nos meios de cultura (Forster et al., 2007; Pierre et al., 2011).

A publicacdo de trabalhos utilizando a cultura de anteras fora da China
ocorreu em 1981. Cada um desses trabalhos foi dependente da obtencdo de
germoplasma responsivo da China. Um foi por Nitsch et al. em 1982, com taxas
de resposta entre 3% e 10%. A equipe utilizou sais basais N6 ou YP. Outros
artigos de confirmacéo foram de Brettell et al. (1981) e Genovesi e Collins (1982).
Este dltimo gerou duas grandes contribuicdes para trabalhos seguintes: a
identificacdo de germoplasma americano responsivo € o uso de um pré-
tratamento a frio, visando otimizar a resposta androgenética das anteras.

Em 1985, com o intuito de identificar germoplasmas de milho
agronomicamente interessantes e responsivos a cultura de anteras, Petolino e
Jones (1986) avaliaram 27 genotipos quanto a sua capacidade de produzir
embribes a partir de anteras cultivadas in vitro. Ao menos 17 genotipos

responderam com pelo menos uma antera produzindo embrides.
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A partir dai diversos estudos sobre a cultura de anteras em milho foram

publicados em todo mundo. Barnabas et al. (1999) e Obert e Barnabas (2004)

investigaram a eficiéncia da colchicina como agente antimitético para duplicacdo

cromossOmica em Zea mays, tendo em vista a baixa frequéncia de duplicacdo

cromossOmica espontanea. Jager et al. (2010) e Hosseini e Cheshmeali (2015)

examinaram a composi¢cdo dos meios de cultura utilizados em milho, visando

aumentar a eficiéncia na frequéncia de embrides derivados dos microsporos, além

de outros trabalhos que buscaram contribuir com a melhoria da eficacia da técnica

em milho (Tabela 6).

Tabela 6. Relacdo de trabalhos sobre cultura de anteras em milho, listados em

ordem cronoldgica.

Referéncia Meios Responsividade

Anon (1975) MS 1,00%
Miao (1980) 6M1 12,00%
Ku et al. (1978) YP 13,10%
Miao et al. (1981) N6 7%
Brettell et al. (1981) N6 0,41%
Ting et al. (1981) Zheng-14 17%
Genovesi e Collins (1982) YP 18,30%
Barnabas et al. (1987) N6 -
Petolino e Thompson (1987) YP 6,30%
Obert e Barnabas (2004) YP 15,80%
Jager et al (2010) YP 27,00%
Hosseini e Cheshmeali YP,N6 38%
Ismaili e Moammadi (2016) IMSS,YP,N6 -

Apesar do evidente progresso ao longo dos anos, a cultura de anteras em

milho ainda ndo apresentou resultados solidos para sua utilizacdo rotineira em

programas de melhoramento de milho, apresentando problemas referentes a

genotipo dependéncia, responsividade em meio de inducdo e de regeneragéo,

tornando necessarios mais estudos para otimizar a técnica (Pierre et al., 2011).
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3.2.2.3 Producéao de duplo-haploides

Para a producdo de hibridos, em funcdo da demora e do custo para
obtencao de linhagens por meio de sucessivas autofecundacdes, os melhoristas
tém procurado métodos que acelerem esse processo. O emprego da tecnologia
de duplo-haploides tem se tornado alvo de pesquisas em diversas culturas como
arroz, trigo, milho e pimenta. O trabalho pioneiro do emprego de duplo-haploides
foi desenvolvido por Chase (1952) com Zea mays L. apud Pierre et al., 2011.

O duplo-haploide (DH) consiste em um gendétipo que é formado quando as
células (n) de um haploide sdo submetidas a um processo de duplicacao
cromossOmica, de forma espontanea ou induzidas artificialmente. A tecnologia de
DH encurta consideravelmente o ciclo de reproducado, porque torna possivel uma
rapida obtencdo de linhagens totalmente homozigotas (em duas ou trés
geracdes), em comparacdo com 0 processo convencional de desenvolvimento de
linhagens endogamicas que demoram, pelo menos, seis a oito geracdes para
obter linhagens com aproximadamente 99% de homozigose (Geiger e Gordillo,
2009).

Existem diferentes métodos para obtencdo de plantas duplo-haploides,
como a gimnogénese; uso de indutores de haploidia; método Bulbosum e a
cultura de anteras. Esta Ultima € considerada um método importante para a
producdo de duplo-haploides, tendo como exemplo a cultivar brasileira de arroz
‘BRS Colosso’, desenvolvida pela Embrapa por meio da cultura de anteras e,
também, a cultivar de trigo ‘BR-43’, obtida pelo mesmo método (Colombari Filho
et al., 2013).

No entanto, diversos fatores podem influenciar no sucesso da cultura de
anteras em milho para producao de duplo-haploides, tais como:

Estadio de desenvolvimento do micrésporo: De modo geral, o estadio
uninucleado vem sendo preferido pelos pesquisadores, devido a possibilidade da
reprogramacgdo ontogenética do micrésporo para 0 crescimento e
desenvolvimento embriogénico;

Meio de cultura: O meio de cultura apresenta uma funcao determinante
para que seja possivel promover o estimulo para formacdo de embribes e dar
inicio ao seu desenvolvimento até o surgimento de uma planta. Varios meios de
cultura tém sido utilizados para a cultura de anteras em milho, no entanto, alguns

vém apresentando resultados superiores aos demais descritos pela literatura. Sao
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eles: Zheng-14, proposto por Ting (1981); 6N1, proposto por Genovesi e Collins
(1982); Yu-Pei, proposto por Ku et al. (1978) e, por fim, uma modificagdo do meio
Yu-Pei, proposto por Ku et al. (1981);

Genotipo: A capacidade de resposta da cultura de anteras no milho € muito
dependente do gendtipo. Miao et al. (1981) relataram que, de 159 gendtipos
testados em 1975, apenas nove foram responsivos. Existe, no entanto, algum
grau de dominancia associada com genes que permitem a resposta in vitro . Em
1977, Miao e sua equipe relataram a identificacdo de varias linhagens (VIII 10,
Shui-Pai, Huang 204, Lai-pin-pai, etc.) que, quando cruzadas, responderam a
embriogénese com uma frequéncia mais elevada da producdo de embrides a
partir da cultura de anteras. Entre 32 cruzamentos feitos com estas linhagens, 28
responderam positivamente (Kim et al., 2016).

Condicdes da planta doadora: Verificou-se que a fisiologia e o vigor das
plantas doadoras tém um efeito limitante na frequéncia de resposta na cultura de
anteras (Nitsch et al., 1982). Sendo assim, plantas doadoras com baixo vigor
fornecem anteras que produzem poucos embrides ou calos in vitro. O fotoperiodo,
intensidade e qualidade da luz, temperatura e nutricdo sdo, portanto, indicativos
importantes de fatores ambientais que influenciam no desenvolvimento da planta
doadora e, consequentemente, na producéo das anteras (Kim et al., 2016);

Pré-tratamento: O pré-tratamento por choque a frio dos micrésporos em
desenvolvimento tem sido usado em plantas para auxiliar na mudanca do
programa ontogenético do gametofito para o desenvolvimento e crescimento
esporofitico (Genovesi e Collins, 1982). Com o milho, Nitsch et al. (1982)
relataram que submeter as espiguetas com as anteras por sete dias a 14°C
produziu os melhores resultados. Em contraste, Genovesi e Collins (1982)
relataram que os melhores niveis de resposta foram alcangcados para alguns
gendtipos quando as espiguetas foram submetidas a choque frio durante 14 dias
a 8°C, enquanto que para outros genétipos sete dias a 4°C. Num esfor¢o para
esclarecer esses dados, foi realizado um experimento com sete condi¢des de pré-
tratamento de choque a frio, relatando que o pré-tratamento durante 10 dias a
7°C, foi o que proporcionou os melhores resultados (Genovesi e Collins, 1982).

Duplicacdo Cromossémica: Devido a baixa frequéncia de duplo-haploides
espontaneos em milho, existe a necessidade de utilizar antimitoticos para realizar

a duplicacdo cromossdmica dos individuos. O trabalho de Barnabas et al. (1999)
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se tornou referéncia ao estudar a resposta de duplicagcdo cromossémica de Zea
mays L., na presenca de diferentes concentracdes de colchicina (0; 0,02% e
0,03%) em trés genotipos de milho (DH 309xDH 247, A632xDH309 e B1xF58).
Observou-se uma resposta embriogénica significativamente maior em plantas
provenientes de microsporos tratados com colchicina, especialmente em 0,03%.
Os testes citologicos mostraram que o tratamento com colchicina, antes da
primeira divisdo dos micrésporos, mostrou-se mais eficiente resultando em
individuos duplo-haploides (Kim et al., 2016).

Regeneracao das plantas: A resposta da antera é definida como a proliferacéo
de um ou mais embrides ou calos de micrésporos contidos em seu loculo
(Genovesi e Collins, 1982). As anteras incubadas a temperaturas na faixa de 25 a
28 °C respondem em gquatro a seis semanas. Alguns pesquisadores realizam esta
fase de cultura totalmente no escuro (Ting et al., 1981). Outros cultivam por uma a
duas semanas no escuro, em seguida, passam para um fotoperiodo de 16:8
horas luz:escuro (Genovesi e Collins, 1982, Petolino e Jones, 1986).

Das estruturas resultantes da cultura de anteras em milho, cerca de 80% séo
embrides, enquanto que os 20% restantes sao calos (Miao et al., 1981, Ting et al.,
1981). Uma vez que a resposta se torna Obvia a olho nu (1 a 1,5 mm), os
embribes sdo movidos para um meio com sacarose reduzido e sem carvao
ativado. Um dos dois campos de acdo pode ser tomado neste ponto: (1) germinar
diretamente os embrides em plantas, ou (2) induzir calos totipotentes dos quais
podem ser obtidos varios clones. Numerosos meios foram descritos para a
germinacdo direta de embrides, no entanto, o milho vem apresentando
dificuldades na resposta de regeneracdo dessas plantas (Hosseini e Cheshmeali,
2015).

Atualmente, grande parte das pesquisas voltadas para a producao de duplo-
haploides em Zea mays L. tem sido por meio da inducéo in vivo, com o uso de
linhagens indutoras devido a dificuldade de utilizar a cultura de anteras como
metodologia rotineira nos programas de melhoramento (Dwivedi et al., 2015).

Visando mudar esse cenario, diversos grupos de pesquisa em todo o mundo,
como Coréia do Sul (Kim et al., 2016), Ira (Ismaili e Mohammadi 2014, 2016),
india (Choudhary et al., 2013), Italia (Germana, 2011), Hungria (Barnabas et al.,
2003, 2006; Jager et al., 2010), entre outros, estdo engajados em solucionar os

pontos criticos determinantes para o sucesso da cultura de anteras para producao
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de duplo-haploides em milho. No Brasil, no entanto, sdo poucos os trabalhos sob
dominio publico existentes, tornando necessarios mais estudos para o

desenvolvimento de protocolos adaptados aos genotipos locais.

3.2.3 MATERIAL E METODOS

3.2.3.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado foi disponibilizado pelo programa de
Melhoramento de Milho da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), sendo constituidos pelos genétipos PIRANAO-11, CIMMYT-11 e
o hibrido interpopulacional oriundo dos dois gendétipos anteriores, UENF 506-11.

O experimento foi realizado na UENF, em casa de vegetacao coberta com
filme agricola de 150 micrémetros de espessura e tela de sombreamento de 35%.
As sementes foram semeadas em vasos de 5L, contendo substrato Basaplant®
Hortalicas suplementado com 15g por vaso de NPK sob a formulagédo 04-14-08,
conforme as indicacdes técnicas para a cultura do milho.

Aos 56 dias apés a semeadura (aproximadamente 1200 GD), os penddes
foram retirados de dentro do cartucho das plantas provenientes dos genétipos
CIMMYT-11, PIRANAO-11 e UENF 506-11. Em seguida, as espiguetas oriundas
da regido mediana do penddo foram selecionadas e submetidas ao pré-

tratamento seguido pela desinfestacdo do material.

3.2.3.2 Pré-tratamento e desinfestacao

A etapa de pré-tratamento das espiguetas foi realizada no Setor de
Horticultura do Laboratorio de Fitotecnia (LFIT) do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA), da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). As espiguetas contendo as anteras com 0S
micrésporos no estadio uninucleado foram colocadas em placas de Petri, cobertas
com papel aluminio e armazenadas durante 10 dias, a 7°C em refrigerador.

Apos o periodo de pré-tratamento, as espiguetas foram submetidas a etapa

de desinfestacdo. O procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar e as
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espiguetas (500 por gendtipo) foram desinfestadas por imersdo em 100 mL de
hipoclorito de sédio (NaClO) a 2%, contendo trés gotas de Tween 20, por 10
minutos e lavadas em trés tempos (5, 10 e 10 minutos), em agua desionizada e

autoclavada.

3.2.3.3 Cultura de anteras

Apés desinfestacdo, as anteras foram removidas das espiguetas com
auxilio de pincas sob microscopio estereoscépico (Tecnival®), em camara de fluxo
laminar.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial (4x3), com quatro protocolos para a cultura de anteras e trés
gendtipos, sendo uma planta de cada populacdo (PIRANAO-11 e CYMMIT-11) e
uma do hibrido (UENF 506-11). Foram realizadas quatro repeticdes, sendo cada
uma constituida por uma placa de Petri (90mm X 15mm) com 25 mL de meio de
cultura e 25 anteras oriundas de uma Unica planta.

Foram utilizados quatro protocolos para a cultura de anteras, constituidos
por dois meios distintos em cada protocolo, sendo um para indugédo de calos

embriogénicos e outro para regeneracao das plantas (Tabela 7).

Tabela 7. Protocolos com os meios de cultura utilizados para a cultura de anteras
em Zea mays L. Campos dos Goytacazes - RJ, 2018.

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4
(P1) (P2) (P3) (P4)
(Ting, 1981) (Genovesi, 1982) (Saisingtong, 1995) (Barnabés, 1998)
Meio de Indugdo  Zheng-14 6N1 YU-PEI YU-PEI Modificado
Meio de Zheng-14 MS YU-PEI N6 Modificado
Regeneracéo

3.2.3.3.1 Protocolos para a cultura de anteras

Protocolo 1:
Meio de inducédo- Cultura de anteras de acordo com Ting (1981). As anteras
foram inoculadas em meio sélido contendo os sais minerais de Zheng-14 com pH

ajustado para 5,8 antes da adicdo do Phytagel® (Tabela 8). Os meios foram
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autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressdo. Em seguida, em
camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em aliquotas de 25 mL em placas
de Petri (90mm X 15mm). Durante essa etapa, além do meio de cultura Zheng-14,
as anteras foram submetidas a um tratamento com 30 mg L* de colchicina
durante trés dias a 27+2°C no escuro, em camara de crescimento (Barnabas et
al., 1999). Posteriormente, as anteras foram transferidas para um meio Zheng-14,
livre de colchicina e mantidas em uma temperatura constante de 27+2°C no

escuro, por 30 dias.

Meio de Regeneracdo- Cultura de anteras de acordo com Ting (1981). Apds 30
dias em meio de inducéo, as anteras foram transferidas para o meio sélido Zheng-
14 com pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do Phytagel® (Tabela 8). Os meios
foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressdo. Em seguida,
em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em aliquotas de 25 mL em
placas de Petri (90mm X 15mm). As placas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 27+2°C, com fotoperiodo de 16:8 (luz:escuro)
fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 pmol
m2 s -1, durante 30 dias.

Protocolo 2:

Meio de Inducgéo

Cultura de anteras de acordo com Genovesi e Collins (1982). As anteras foram
inoculadas em meio solido 6N1 com pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do
Phytagel® (Tabela 8). Os meios foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1
atm de pressdao. Em seguida, em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido
em aliquotas de 25 mL em placas de Petri (90mm X 15mm). Durante essa etapa,
além do meio de cultura 6N1, as anteras foram submetidas a um tratamento com
30 mg L de colchicina durante trés dias a 27+2°C no escuro em camara de
crescimento (Barnabas et al.,, 1999). Posteriormente, as anteras foram
transferidas para um meio 6N1, livre de colchicina e mantidas em uma

temperatura constante de 27+2°C no escuro, por 30 dias.

Meio de Regeneracao- Cultura de anteras de acordo com Genovesi e Collins

(1982). As anteras foram inoculadas em meio solido MS (Murashige and Skoog,
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1962), com pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do Phytagel® (Tabela 8). Os
meios foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressao. Em
seguida, em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em aliquotas de 25
mL em placas de Petri (90mm X 15mm). As placas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 27+2°C, com fotoperiodo de 16:8 (luz:escuro)
fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 pmol

m=2 s -1 durante 30 dias.

Protocolo 3:

Meio de inducgéo- Cultura de anteras de acordo com Ku et al. (1978). As anteras
foram inoculadas em meio liquido YP com pH ajustado para 5,8 antes da adicéo
do Phytagel® (Tabela 8). Os meios foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e
1,1 atm de pressdo. Em seguida, em camara de fluxo laminar, o meio foi
distribuido em aliquotas de 25 mL em placas de Petri (90mm X 15mm). Durante
essa etapa, além do meio de cultura YP, as anteras foram submetidas a um
tratamento com 30 mg L de colchicina durante trés dias a 27+2°C no escuro, em
camara de crescimento (Barnabds et al., 1999). Posteriormente, as anteras foram
transferidas para um meio YP, livre de colchicina e mantidas em uma temperatura

constante de 27+2°C no escuro, por 30 dias.

Meio de Regeneragdo- As anteras foram inoculadas em meio sélido YP (Ku et
al., 1978) com pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do Phytagel® (Tabela 8). Os
meios foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressdo. Em
seguida, em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em aliquotas de 25
mL em placas de Petri (90mm X 15mm). As placas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 27+2°C, com fotoperiodo de 16:8 (luz:escuro)
fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 50 pmol

m=2 s -1 durante 30 dias.

Protocolo 4:

Meio de Inducdo- As anteras foram inoculadas em meio liquido YP modificado
(Ku et al., 1981) com pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do Phytagel® (Tabela
8). Os meios foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1 atm de presséao.

Em seguida, em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em aliquotas de
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25 mL em placas de Petri (90mm X 15mm). Durante essa etapa, além do meio de
cultura YP modificado, as anteras foram submetidas a um tratamento com 30 mg
Lt de colchicina durante trés dias a 27+2°C no escuro, em camara de crescimento
(Barnabas et al., 1999). Posteriormente, as anteras foram transferidas para um
meio YP modificado, livre de colchicina e mantidas em uma temperatura

constante de 27+2°C no escuro, por 30 dias.

Meio de Regeneracdo- As anteras foram inoculadas em meio solido N6
modificado (CHU et al., 1975), com pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do
Phytagel® (Tabela 8). Os meios foram autoclavados por 20 minutos a 121°C e 1,1
atm de pressdao. Em seguida, em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido
em aliquotas de 25 mL em placas de Petri (90mm X 15mm). As placas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27+2°C, com fotoperiodo
de 16:8 (luz:escuro) fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia,

irradiancia de 50 ymol m2 s -1, durante 30 dias.
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Tabela 8. Composi¢céo dos meios de cultura para a cultura de anteras em Zea
mays L. Campos dos Goytacazes-RJ, 2018.

Protocolo 1 Protocolo 2
(P1)

Meio de Meio de Meio de Meio de

Inducéo Regeneracéo Inducéao Regeneracao
Nutrientes mg Lt Zheng-14 Zheng-14 6N1 MS
KNO3 3000,00 3.000,00 2.022,00 190,00
NH*NO3 - - - 1.650,00
(NH4)2S0a4 150,00 150,00 - -
NH4H2PO4 - - 384,00 -
CACL2.2H20 150,00 150,00 166,00 440,00
KH2PO4 600,00 600,00 - 170,00
MGSO2.7H20 450,00 450,00 185,00 370,00
MnSO4.4H20 10,00 10,00 4,40 22,30
ZnS04.7H20 2,00 2,00 1,50 16,9
H3BO3 3,00 3,00 1,60 6,20
KI 0,7500 0,75 0,80 0,83
CuS04.5H20 0,0025 0,0025 - 0,025
CoCl2.6H20 0,0025 0,0025 - 0,025
NbMo004.2H20 0,2500 0,25 - 0,25
NbEDTA 37,30 37,3 37,3 27,80
FeSoa4. 7TH20 27,80 27,8 27,8 27,80
Glicina 2,00 2,00 - -
Tiamina HCI 10,00 10,00 0,5 0,5
Mio-inositol 100,00 100,00 - -
Acido Nicotinico 1,00 1,00 0,5 0,5
Piridoxina 1,00 1,00 - -
TIBA - - - -
2,4-D 2,00 2,00 - -
BAP 1,00 1,00 - -
ANA 1,00 1,00 -
Cinetina - - - -
ABA - - - 0,05
Glicina 2,00 2,00 - -
Hidrolisado de 500,00 500,00 - -
lactalbumina
Prolina - - 100,00 -
Sacarose 150.000,00 120.000 120.000,00 3.000,00
Carvao Ativado 500,00 - 500,00 -
Phytagel® 2.000,00 2.000,00 2.000,00 2.000,00
pH 5,8 5,8 5,8 5,8
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Protocolo 3 Protocolo 4
(P3) (P4)

Meio de Meio de Meio de Meio de

Inducéao Regeneracgéo Inducéo Regeneracao
Nutrientes mg YP YP YP N6
L1 Modificado Modificado
KNOs 2.500,00 2.500,00 2.500,00 2.830,00
NH*NO3 165,00 165,00 165,00 -
(NH4)2S0a4 - - - 463,00
CACL2.2H20 176,00 176,00 176,00 166,00
KH2PO4 510,00 510,00 510,00 400,00
MGSO2.7H20 370,00 370,00 370,00 185,00
MnS0O4.4H20 4,40 4.40 22.30 4,40
ZnS04.7H20 1,50 1,50 8,60 1,50
H3BOs3 1,60 1,60 6,20 1,60
Kl 0,80 0,80 0,83 -
CuS04.5H20 - - 0,025 -
CoCl2.6H20 - - 0,025 -
NbMo00O4.2H20 - - 0,25 -
NbEDTA 37,3 37,3 37,3 37,3
FeSoa4. 7H20 27,8 27,8 27,8 27,8
Tiamina HCI 0,25 0,5 0,5 -
Mio-inositol - 100,00 100,00 -
Acido 1,3 1,5 - 1,00
Nicotinico
TIBA 0,1 - 0,1 -
ANA - - - 0,5
Cinetina 25 - - -
Caseina 500,00 - 500,00 -
Hidrolisada
Prolina 125,00 - - -
Acido - 25,00 - -
Succinico
L-Glutamina 125,00 250,00 - -
L-Asparagina 15,00 15,00 -
Sacarose 90.000,0 30.000,00 120.000 40.000,00
Carvao 500,00 - 500,00 -
Ativado
Gerlite 2.000,00 2.000,00 2.000,00 2.000,00
pH 5,8 5,8 5,8 5,8




45

3.2.3.4 Avaliagbes

Apds o cultivo in vitro no meio de inducdo embriogénica, foi avaliado o
namero de anteras em que foi observada a inducdo de possiveis calos
embriogénicos dos microsporos. Apds o cultivo no meio de regeneracgdo, foi

avaliada a quantidade de anteras sobreviventes ao processo.

3.2.3.5 Analise estatistica

Foram analisadas as pressuposi¢cdes de normalidade e de homogeneidade
de variancias dos tratamentos, respectivamente, pelos testes de Lilliefors e
Cockram e Bartlet, os quais indicaram a necessidade do uso da transformacéo
raizde Y + 0,5 - SQRT (Y+ 0,5) para os dados de regeneracéo.

Posteriormente, todos os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os resultados foram apresentados com médias nado transformadas.

Utilizou-se o programa computacional Genes (Cruz, 2013).

3.2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1 Inducéo embriogénica em Zea mays L.

A analise de variancia revelou que os fatores meio de cultura e genotipo,
bem como a interagdo gendtipo x meio de cultura, contribuiram significativamente
(P< 0,05) para a inducéo de possiveis calos embriogénicos, na cultura de anteras
em milho. (Tabela 9).
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Tabela 9. Resumo da analise de variancia com quadrados médios (QM) para os
efeitos do Gendétipo (G), Meio de cultura (M) e suas interacdes em relacdo a
média de anteras que responderam a inducdo de embrides a partir de
micrésporos, em Zea mays L. Campos dos Goytacazes - RJ, 2018.

Fonte de Variacéo GL QMA
Genotipo (G) 2 1436,33°
Meio de Cultura (M) 3 890,66"
Interacao
Mx G 6 205,66"
Residuo 36 43,55

CV (%) = 30,46

ans e * indicam nao significancia ou significancia em P <0,05.

Os gendtipos mostraram-se significativamente divergentes no que diz
respeito a porcentagem de anteras que responderam a indu¢do embriogénica. O
hibrido interpopulacional UENF-506-11 apresentou a maior média geral de
anteras que responderam a inducao (30%), evidenciando sua superioridade neste
quesito em relacdo aos seus parentais CIMMYT-11 (12%) e PIRANAO-11 (23%).
(Figura 11).

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

Indugdo de possiveis calos embriogénicos

0% S
CIMMYT-11 PIRANAO-11 UENF 506-11

Genotipos

Figura 11 Porcentagem de anteras que responderam a indugdo embriogénica
em funcéo dos gendtipos estudados. As médias seguidas por letras diferentes
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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Esses resultados de divergéncia entre gendtipos confirmam os relatos na
literatura, em que o gendtipo exerce grande influéncia sobre a capacidade de
resposta das anteras, sendo, portanto, comumente denominado de “gendtipo
dependente” (Segui-Simarro, 2010). Barnabas et al. (1998) também encontraram
resultados similares em relacdo a divergéncia de resposta entre 0os genotipos
estudados: A632xDH309 (21,05%), A21 (35,10%) e A21xF58 (38,25%),
comprovando este genoétipo-dependéncia.

A superioridade do gendtipo UENF 506-11 e de varios outros encontrados
na literatura, esta associada a sua capacidade androgenética, que por sua vez,
esta relacionada a alguns alelos. Portanto, sdo necessarios mais estudos que
identifiquem estes alelos nos genaotipos mais responsivos.

Com relacdo aos meios de cultura, o Yu-Pei e o Yu-Pei Modificado
apresentaram as maiores médias gerais associadas a inducdo embriogénica
(Figura 12).
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Figura 12 Porcentagem de anteras que responderam a inducdo de possiveis
calos embriogénicos em fungdo dos meios de cultura testados. As meédias
seguidas por letras diferentes diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
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A superioridade dos meios Yu-pei e Yu-pei modificado pode estar
relacionada a presenca de alguns componentes que se encontram ausentes nos
meios de cultura Zheng-14 e 6N1, como caseina hidrolisada, asparagina e TIBA.

O uso de aditivos organicos, como a caseina hidrolisada, tem um efeito
benéfico na cultura de anteras. Genovesi e Collins (1982), trabalhando com
cultura de anteras em milho, testaram diversos aditivos organicos e o mais eficaz
foi a caseina hidrolisada.

A asparagina também é um componente benéfico para a cultura de
anteras. Olsen (1987) relatou um maior nimero de anteras responsivas e
embrides produzidos a partir dos micrésporos, quando este aminoacido foi
adicionado ao meio de cultura.

Outro componente que vem mostrando um efeito benéfico na cultura de
anteras de milho é o TIBA. Obert e Barnabas (2004), testando os efeitos de
fitorreguladores na resposta embriogénica de micrésporos em milho, relatou que
os melhores resultados para a androgénese do milho foram alcancados com o
TIBA.

Figura 13. Inicio da inducdo de possiveis calos embriogénicos dos micrésporos
presentes nas anteras de milho, indicado por setas.
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Em relagéo a interacdo gendtipo e meio de cultura é evidenciado que no
meio Yu-pei modificado, ndo houve diferenca significativa nas médias de inducao
embriogénica entre os gendétipos PIRANAO-11 e UENF 506-11. No entanto,
observado o comportamento desses mesmos genaotipos quando submetidos ao
meio Yu-pei, o gendtipo UENF 506-11 apresentou médias significativamente
superiores ao gendétipo PIRANAO-11 (Tabela 10). Estes resultados indicam que o
meio de cultura a ser utilizado na cultura de anteras em milho depende do

genotipo.

Tabela 10. Porcentagem de anteras responsivas a indugdo embriogénica nos
gendtipos CIMMYT-11, PIRANAO-11 e UENF 506-11 em funcdo dos meios de
cultura estudados. Campos dos Goytacazes - RJ, 2018.

Meios de cultura

Genotipo Zheng-14 6N1 Yu-pei Yu-pei Média
Modificado

CIMMYT-11 8,00 bA 8,00 bB 9,00 abC 21,00 aB 11,50 C
PIRANAO-11 15,00 bA 19,00 bAB 27,00 abB 32,00 aAB  23,25B
UENF506-11 15,00 bA 21,00 bA 48,00 aA 37,00 aA 30,25 A

Média 12,66 b 16,00 b 28,00 a 30,00 a 21,66

Médias seguidas por letras iguais minuscula na linha e mailuscula na coluna néo
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.

A inducdo embriogénica em milho varia de acordo com as necessidades
fisiologicas de cada gendtipo. Rakoczy-Trojanowska et al. (1997) sugerem que a
necessidade de auxinas para a inducdo embriogénica é dependente do gendtipo.
As diferencas na competéncia embriogénica dos gendétipos podem ser causadas
pela resposta diferencial das células aos fitorreguladores, bem como, aos niveis
endogenos dos mesmos. Sendo assim, a composicédo dos meios de cultura para o
cultivo de anteras em milho vai variar, conforme os requerimentos fisioldgicos de

cada genotipo (Hosseini e Cheshmeali, 2015).

3.2.4.2 Regeneragdo em Zea mays L.

As anteras contendo 0s micrOsporos que iniciaram o processo de inducao

embriogénica foram transferidas para os respectivos meios de regeneracao. Nao
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foi possivel regenerar nenhuma planta nos quatro meios de cultura testados para
os trés genotipos. Assim sendo, avaliou-se apenas a sobrevivéncia das anteras
ao longo dos 30 dias de cultivo.

A andlise de variancia revelou que apenas a fonte de variacdo genotipo
apresentou diferencas significativas (P< 0,05) para a sobrevivéncia das anteras
nos meios de regeneracao estudados (Tabela 11).

Tabela 11. Resumo da andlise de variancia com quadrados médios (QM) para os
efeitos do Gendétipo (G), Meio de cultura (M) e suas interacdes em relacdo a
média de anteras que sobreviveram no meio de regeneracdo de plantas na
cultura de anteras em milho.

Fonte de Variacao GL Qma
Genétipo (G) 2 0,9402"
Meio de cultura (M) 3 0,3826"
Interacdes

GxM 6 0,4685"
Residuo 36 0,2542

CV (%) = 38,82

ans e * indicam nao significancia e significancia em P <0,05, respectivamente.

Assim como para a inducao de calos embriogénicos, o gendtipo também é
considerado um fator determinante para o0 sucesso na etapa de regeneracdo
destes na cultura de anteras em milho (Spitké et al., 2006). Neste estudo, todos
0s gendtipos apresentaram uma média geral de sobrevivéncia menor que 10%:
CIMMYT-11 (7,5%), PIRANAO-11 (1,25%) e UENF-506-11 (3,25%) e néo foi

possivel regenerar nenhuma planta (Figura 14).
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Figura 14 Porcentagem de sobrevivéncia das anteras de trés genotipos de milho
em diferentes meios de regeneracdo. As médias seguidas por letras iguais nao
diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.

O comportamento apresentado pelos genétipos no meio de regeneracao,
nao seguiu a mesma logica de superioridade observada na etapa de inducédo
embriogénica. Spitikod et al. (2006), trabalhando com cultura de anteras em milho,
relataram que a capacidade de inducéo de embrides e de regeneracdo de plantas
sdo caracteristicas hereditarias e independentes. Assim sendo, genoétipos com
grande capacidade de inducédo de embrides podem néo apresentar regeneracéo
satisfatoria de plantas, o contrario também pode ocorrer. Resultados semelhantes
foram obtidos por outros autores (Cowen et al., 1992; Murigneaux et al., 1998;
Obert et al., 1998).

Outro fator que pode explicar a ndo regeneracdo de plantas € o
extravasamento dos microsporos para o meio de cultura na etapa de inducéo
(Figura 15). Deste modo, no momento da transferéncia das anteras para o meio
de regeneracao, grande parte dos microsporos permaneceu no meio de inducéo,
nao sendo transferida para o meio de regeneracdo. Rodrigues et al., (2004)
sugerem o uso da cultura de micrésporos isolados para solucionar este problema.
Neste método, os microsporos sédo separados por centrifugacdo e cultivados em

meio liquido, reduzindo as perdas na etapa de regeneracao.
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Figura 15. Extravasamento de microsporos de Zea mays L. para o0 meio de
cultura de inducdo embriogénica, indicado por setas.

3.2.5 CONCLUSOES

= Os meios de cultura Yu-pei e Yu-pei modificado foram os mais responsivos
para a inducdo de possiveis calos embriogénicos nos gendtipos UENF 506-
11, PIRANAO-11 e CIMMYT-11;

= Os gendtipos UENF 506-11, PIRANAO-11 e CIMMYT-11 n&o foram

responsivos na regeneracao de plantas, nos meios de cultura testados.
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