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ABSTRACT

The visual evaluation is the methodology most used in breeding
programs for selection of double-haploids (DHs) in the field and discard
of false-positives. Therefore, it is extremely important to construct
character banks that allow the precise identification of double-haploids.
The objective of this study was to evaluate the variability of 12 agronomic
traits of interest for differentiation between maize double haploids and
false-positive strains. 1440 lines, selected as double-haploids (DHs)
from 12 donors were evaluated for 12 agronomic characteristics of
interest, and separated between putative doubled haploids and false
positives, which resulted in 432 DH lines. The results indicated that
the parameters related to seed production were the most enabled the
differentiation between double-haploids and false-positives. The use
of agronomic character bank was efficient in the selection of putative
double-haploids.
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INTRODUCCION

La produccién de doble-haploides (DHs)
en maiz por el protocolo in vivo tiene cuatro
etapas (Prigge & Melchinger, 2012): i) induc-
cion de haploides por cruzas de poblacio-
nes-fuente con inductores de haploidia, se-
gun las metas del mejorador; ii) Seleccion de
haploides por marcadores fenotipicos, siendo
el mas utilizado el marcador R1-navajo (R1-nj);
iii) duplicacion cromosémica, por uso de inhi-
bidores de mitosis para la restauraciéon de la
fertilidad y obtencién de lineas DH, v; iv) Au-
tofecundacion de los doble-haploides obteni-
dos para multiplicaciéon de las semillas de las
lineas homocigotas. En Brasil, los programas
de mejoramiento de maiz han adoptado esta
técnica para produccion de lineas de maiz,
buscando reducir el tempo para lanzamiento
de nuevos cultivares.

La seleccién de haploides en maiz esta
basada en el gen R1-nj, asi que se consideran
haploides semillas con ausencia de pigmen-
tacion purpura en su embrién y presencia de
pigmentaciéon purpura en el endospermo, lo
que indica que hubo formaciéon de un em-
bridon sin intercambio de informacion genética
entre los padres involucrados en las cruzas.
Aunque esta metodologia es de facil aplica-
cion, la pigmentacion de la semilla por anto-

MATERIALESY METODOS

El trabajo fue realizado en la Embrapa Maiz
y Sorgo, ubicada en la ciudad de Sete Lagoas,
Minas Gerais, Brasil, entre julio de 2017 y
enero de 2018. Para la obtencion de los do-
bles haploides, 12 poblaciones fuente, siendo
una del grupo heterético Flint (DH1700383) vy
las poblaciones fuente restantes del grupo
heterotico dentado (Tabla 1), fueron cruzadas
con el hibrido inductor de haploidia TAIL P1 X
TAIL P2. En la cosecha, se realizé la selecciéon
de semillas haploides para cada poblacion
fuente inducida con base en el marcador R1-
nj, seleccionandose como haploides semillas
con embriéon blanco y endospermo con pig-
mentacion purpura.
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cianina puede variar en extensién e intensi-
dad debido al genotipo en uso. Ademas de la
presencia del gen en su forma dominante, la
expresion de los genes A1, A2, Bz1, Bz2, C1
y C2, ligados a la sintesis de antocianina, con-
tribuyen a intensificar la pigmentacion de se-
millas con coloracién purpura (Geiger, 2009).
Por otro lado, la expresion de los genes C1-l,
C2-ldf e in-1D, involucrados en la ruta meta-
bdlica de la antocianina, inhibe la biosintesis
de ese compuesto en el endospermo y en
el embrion de las semillas (Geiger, 2009), y
puede acarrear equivocos en la seleccion de
semillas haploides basadas en el marcador
R1-nj, siendo necesaria la identificacién y eli-
minacién de los posibles contaminantes.

La evaluacion visual es la metodologia
mas utilizada en programas de mejoramien-
to para selecciéon de DHs y descarte de po-
sibles falsos positivos en el campo. Asi que
es de suma importancia el levantamiento y
la construccién de bancos de caracteres que
permitan la identificacién precisa de dobles
haploides. El objetivo en este trabajo fue eva-
luar la variabilidad de caracteres agronémicos
que permitan diferenciacién entre lineas do-
bles haploides y falso positivos.

Para obtencién de lineas doble haploides,
semillas seleccionadas como haploides fue-
ron cultivadas en bandejas plasticas con 120
celdas con vermiculita. Asi que, para cada
poblacién, se generaron 120 plantulas, re-
sultando en 1440 genotipos para evaluacion.
Después de 15 dias de siembra, las plantulas
germinadas fueron retiradas del substrato y
tuvieron sus raices lavadas en agua para re-
mocioén del substrato.

En la duplicacion cromosémica, después
del lavado, las pléntulas fueron insertadas
en beckers de 1L identificadas, anadiendo
en cada beche una solucion de colchicina



a 0,06%, hasta cubrir completamente las
raices. A continuacion, las plantulas fueron
mantenidas por seis horas en solucién bajo
temperatura ambiente y baja luminosidad. En
el transcurso de este periodo, las plantas pa-
saron por lavado de raices en agua corriente
por una hora, seguido del transplante en ban-
dejas de 120 celdas con substrato comercial,
y llevadas a invernadero.

A los 10 dias del tratamiento con colchici-
na, las plantas fueron trasplantadas a mace-
tas de 20 litros, con suelo abonado y mante-
nidas en invernadero por todo su ciclo. Pasa-
do el trasplante, las lineas fueron manejadas
de acuerdo con lo recomendado para el maiz.

LLas evaluaciones empezaron a partir de la
antesis para 12 caracteristicas agrondmicas,
a saber: floracion masculina (FM) y femenina
(FF), en dias; Intervalo entre floracion feme-
nina y masculina (IFIM); longitud del vasta-
go principal de la panoja (LP), en centime-

RESULTADOSY DISCUSION

Se observé una variacién entre los geno-
tipos provenientes de las diferentes pobla-
ciones-fuente para las caracteristicas agro-
noémicas evaluadas (tabla 1), denotando la
existencia de variabilidad genotipica entre las
fuentes utilizadas para la obtencion de DHs.
Una de las aplicaciones de la tecnologia de
doble haploides en el mejoramiento del maiz
es la ampliacion de la variabilidad genotipica
en el germoplasma élite, por medio de la deri-
vacion de lineas homocigotas de poblaciones
superiores.

El inicio del florecimiento varié de 56 a 64
dias para FM y 56 a 69 dias para FF (tabla 1),
indicando un ciclo precoz. No hubo diferen-
cias significativas entre lineas DH vy los falsos
positivos evaluados cuanto al FM, con excep-
cion de las lineas DH1700401, DH1700389,
DH1700390 y DH1700394.

Con excepcion de los genotipos
DH1700390 y DH1700391, el IFIM vari6 entre
0y 12 dias para los doble haploides putativos
(tabla 1), indicando que la emisiéon de los es-
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tros; Numero de ramificaciones de la panoja
(NRP); Altura de planta (AP) y de inserciéon de
la 1% mazorca (AM), en centimetros; longitud
de la mazorca (LM), en centimetros, diametro
de la mazorca (DM), en centimetros; nimero
de semillas en la mazorca (NS); nimero de hi-
leras de granos (NH) y peso de semillas (PS),
en gramos.

Para el anélisis estadistico, los 1440 geno-
tipos fueron separados en dobles haploides y
falsos positivos de acuerdo con la evaluacion
visual y los parédmetros evaluados, contras-
tando los dados obtenidos de los genotipos
dobles haploides y falsos positivos, obteni-
dos de cada poblacién fuente, utilizando la
prueba no paramétrica de Wilcoxon. Des-
pués de estas evaluaciones 432 genotipos se
identificaron como doble haploides putativos
(alrededor del 30% de DH en cada pobla-
cién-fuente). Todos los andlisis estadisticos
se efectuaron en el software SAS (2002).

tilo-estigmas ocurrié antes de la liberacién de
polen. Uno de los objetivos de la duplicacion
cromosomica es la restauracion de la fertili-
dad de espigas en las lineas DH. Pero, este
proceso no ocurre de forma homogénea en
toda la planta, pudiendo ocurrir duplicacién
deficiente de cromosomas en parte de las cé-
lulas (Prigge e Melchinger, 2012). Este hecho
explica la reduccién de la emisién de polen,
y la apertura tardia de anteras en lineas DHs.
Para IFIM, hubo diferencias significativas en-
tre DHs vy falsos positivos para la poblacion
fuente DH1700384.

El LP y el NRP variaron entre 14 y 34 cm
y 1 a 8 ramificaciones por espiga, respecti-
vamente (tabla 1), indicando la formacién de
espigas compactas y poco ramificadas. El AP
y el AM variaron entre 82 € 113 cmy 15 a 44
cm, respectivamente, con un porte caracte-
ristico de lineas homocigotas.

No hubo diferencia significativa de LM
para las lineas evaluadas, con excepcion de
los genotipos DH1700389 y DH170001 (tabla
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1). El LM varié entre 3,9 y 10 cm para DHs,
aproximandose a una longitud de mazorcas
tipica de lineas endogamicas.

Los parametros que proporcionaron ma-
yor diferenciacion entre DH y falsos positi-
vos para el grupo de genotipos evaluado son
los involucrados con produccién de semillas,
como DM, NS, NH y PS. Las diferencias sig-
nificativas en estos pardmetros se observa-
ron para las lineas DH1700389, DH1700390,
DH1700400, DH1700401, DH1700405,
DH1700406 y DH1700407 (tabla 1). En gene-
ral, las lineas DHs presentaron los menores

CONCLUSION

valores de estos parametros, con el DM va-
riando entre 2,8y 72 cm, NS variando entre 2
y 32 semillas, NF variando entre 2 y 7 filas y
PS variando entre 0,5y 5,1g.

Labajaproduccion de semillas es una carac-
teristica conocida en doble haploides (Geiger,
2009), y es resultado de la baja produccion de
polen observada en estos genotipos. Asi que,
para el grupo de genotipos estudiados, los pa-
rametros ligados a la produccién de semillas
serian los méas recomendados para la distin-
cion entre DHs y falsos positivos, evitando asf
la eliminacion equivocada de DHs putativos..

Las caracteristicas de mayor distincién entre DHs y falsos positivos

fueron el DM, NS, NH y PS, indicando que los pardmetros relacionados
con la produccion de semillas se pueden aplicar para la comparacion
de dobles haploides vy falsos positivos, evitando el descarte equivocado
de DHs putativos.

Apoyo financiero: FAPEMIG - Fundacdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Minas Gerais y CNPg — Conselho Nacional de Desenvol-
vimento Cientifico e Tecnoldgico.
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Poblaciones FM (Dias) FF (DIAS) LP(cm) NRP

fuente DHs FP z DHs FP z DHs FP z DHs FP Z
DH1700383 61 63 0,0 69 66 0,0 21,5 35,0 0,6 5 5 0,0
DH1700389 56 57 0,0 57 61 1.68* 32,0 29,1 1,2 8 6 0,8
DH1700390 57 56 0,7 56 61 -1.44* 31,3 35,7 0,0 4 4 0,0
DH1700391 62 58 0,8 57 58 -0.22 14,0 30,6 -1,3 1 7 -1,3
DH1700394 58 58 -0,7 61 69 1.87* 22,0 34,2 -1,3 4 4 -0,2
DH1700397 58 57 0,3 65 64 0,0 29,0 27,0 0,0 5 3 0,6
DH1700398 64 63 0,0 68 69 0,0 34,0 30,0 0,6 5 5 -0,6
DH1700400 62 62 -0,3 63 64 -0,3 30,3 30,0 0,1 6 5 0,7
DH1700401 63 56 -1,78% 66 66 0,2 29,5 28,2 -0,2 8 3 -1,74*%
DH1700405 62 60 -0,7 65 64 0,0 22,7 32,4 1,46% 4 4 0,3
DH1700406 58 63 0,0 58 59 -0,5 32,3 39,8 -0,4 1 1 0,2
DH1700407 56 56 -0,3 65 58 1,90* 30,5 31,0 -0,5 5 6 -0,3
Poblaciones AP(cm) AM(cm) IFIM(DIAS) LM(cm)

fuente DHs FP Zz DHs FP Zz DHs FP z DHs FP Z
DH1700383 96,5 98,0 0,0 38,0 43,0 0,0 3 -0,7 8,0 12,0 0,6
DH1700389 88,5 88,1 0,0 33,0 37,2 0,0 5 -2 0,6 6,2 109 -1.57*
DH1700390 136,3 125,0 0,8 47,0 36,0 1,3 1 1 -0,2 7,0 7,0 0,0
DH1700391 77,0 117,7 -1,3 16,0 35,7 -1,3 -5 0 0,8 10,0 9,4 0.51
DH1700394 92,5 93,5 -0,3 32,0 17,8 1.66* 12 3 1.86* 6,8 79 -0.5
DH1700397 90,5 92,3 0,0 33,5 48,0 -0,3 8 7 0,0 5,0 6,5 0,0
DH1700398 108,0 1150 0,0 36,0 33,0 0,0 4 6 0,6 6,8 55 0,0
DH1700400 113,3 105,5 03 36,0 37,7 -0,1 1 2 -1,2 4,5 58 -1,2
DH1700401 82,2 97,4 -0,7 30,8 38,0 1,1 3 3 -1,4 39 6,1 -1,57*%
DH1700405 110,3 110,2 -0,1 44,6 28,2 1,5 2 3 -0,1 9,5 9,6 0,2
DH1700406 95,3 113,8 -1,3 15,5 23,4 -0,9 0 3 1,1 6,5 8,1 -0,9
DH1700407 97,5 108,2 -0,2 34,0 35,5 0,3 10 0 1,48* 8,0 6,0 1,2
Poblaciones DM(cm) NS NH PSig)

fuente DHs FP z DHs FP F4 DHs FP z DHs FP 4
DH1700383 6,8 9,7 0,6 11 52 0,6 5 9 0,6 3,1 22,4 0,6
DH1700389 7,2 10,8 -1.74* 18 105 -1.74* 5 11 -1.57* 51 32,8 -1.74*
DH1700390 2,9 4.4 -1.34* 32 62 -1.59* 7 10 -1.41* 10,3 15,4 -1.17
DH1700391 9,0 10,6 -1.01 4 82 -1.25 3 10 -1.29 1,5 26,9 -1.25
DH1700394 10,3 9,9 0,0 10 35 -1.17 6 7 -0.16 1,8 32 0,0
DH1700397 83 9,8 -0,9 5 25 -1,4 4 7 -1,2 1,1 9,4 -0,9
DH1700398 4,3 47 0,0 42 56 0,0 7 10 0,0 83 12,5 0,0
DH1700400 2,7 4,0 -0,9 3 20 -1,94%* 2 4 -1,64* 0,7 6,9 -1,3
DH1700401 2,8 4,4 2,66** 5 33 2,43** 2 8 2,4%* 0,8 11,1 2,24**
DH1700405 3,3 4,8 2,2%* 2 33 2,78** 2 9 2,86%* 0,6 11,1 2,76**
DH1700406 3,6 4,8 -2,0%* 10 34 -2,34%* 5 8 -2,15** 3,2 13,3 -2,32**
DH1700407 2,9 51 -1,53* 2 59 -1,83** 2 8 -1,69* 0,5 17,1 -1,5*

* **Diferencia a los niveles de 5 y 1% de probabilidad, respectivamente, por la prueba de Wilcoxon. FM=floracién masculina; FF=Floracién
femenina; LP=Longitud de pancja; NRP=Numero de ramificaciones de la panoja; AP=Altura de planta; AE= altura de insercién de la 12 mazorca;
LM=Longitud de la mazorca; DM=diametre de la mazerca; NS=numero de semillas per mazorca; NH=numero de hileras de semillas; PS=peso de
las semillas.

Tabla 1. Valores promedios de
12 caracteristicas agronémicas y
valor de Z evaluados en 12 lineas
doble haploides y falsos-positi-
vos de maiz. Sete Lagoas, MG,
enero de 2018.



