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RESUMO GERAL 

 

Uma das limitações da produção de linhagens duplo - haploides in vivo é realizar 

uma identificação de haploides com baixa frequência de falsos positivos e 

posterior duplicação cromossômica. A obtenção de indutores de haploidia com 

elevadas taxas de indução, também, é um ponto bastante importante que facilita 

muito a utilização dessa tecnologia. O objetivo deste estudo foi identificar 

haploides pelo marcador R-navajo, comprimento e coloração da raiz, vigor de 

plantas, citometria de fluxo, contagem cromossômica e marcadores moleculares 

microssatélites e, também, obter linhagens duplo - haploides. Além disso, foram 

avaliadas 14 progênies S0:1 e 7 progênies S2:3 de milho quanto à taxa de indução 

de haploidia, para comparar a seleção de indivíduos por diferentes estratégias, 

envolvendo a seleção entre, entre e dentro e somente dentro das progênies 

indutoras, bem como o efeito da seleção indireta para plantas com endosperma 

roxo na indução de haploides. Os experimentos foram conduzidos na área 

experimental do Departamento de Biologia da UFLA, em Lavras-MG, nos anos 

agrícolas 2012/2013 e 2014/2015. Foi conduzido um experimento em cada safra 

e o delineamento utilizado, em ambos, foi o inteiramente casualizado, com uma 

e duas repetições, na safra 2012/2013 e 2014/2015, respectivamente. Foram 

avaliadas as características indução de haploidia e endosperma roxo, das 

progênies em cruzamento com o híbrido simples GNZ9501. Foram obtidos 552 

e 260 haploides, na safra 2012/2013 e 2014/2015, respectivamente. Os haploides 

identificados por citometria foram submetidos a um protocolo de duplicação 

cromossômica. Depreende-se que marcadores morfológicos podem resultar em 

uma alta proporção de falsos positivos na identificação de haploides. O uso da 

citometria de fluxo e de marcadores moleculares codominantes de DNA são os 

mais recomendados para a confirmação dos haploides. Foi possível a obtenção 

de linhagens duplo- haploides com o protocolo utilizado. As progênies 2 e 6 se 

mostraram efetivas na indução de haploides em ambas as safras. A seleção entre 

e dentro de progênies para haploides e, também, para plantas com endosperma 

roxo apresentaram maiores ganhos genéticos para a indução de haploidia.  

 

 

Palavras-chave: Citometria de fluxo. Zea mays. Haploides. Seleção entre e 

dentro de progênies. SSR. 

 

  



GENERAL ABSTRACT 

 

One of the limitations of the double haploid lines development in vivo is to 

perform a haploid identification with low frequency of false positives and 

subsequent chromosome duplication. Obtaining haploid inductors with high 

induction rates is also a very important point that greatly facilitates the use of 

this technology. The aim of this study was to identify the haploid R-Navajo 

marker, length and root color, vigor of plants, flow cytometry, chromosome 

counting and microsatellite markers and also obtain double haploid lines. In 

addition, we evaluated 14 S0:1 progenies and seven S2:3 progenies of maize in 

relation to their haploid induction rate. After that we compared the selection of 

individuals for different strategies involving selection among, between and 

within and only within progenies and also the effect of indirect selection for 

plants with purple endosperm instead of the haploid induction. The experiments 

were conducted in the experimental area of the Biology Department of UFLA in 

Lavras, Minas Gerais, in the agricultural years 2012/2013 and 2014/2015. An 

experiment was conducted in each year, and the design used in both was 

completely randomized, with one and two replications in the 2012/2013 and 

2014/2015, respectively. The haploid and purple induction were evaluated in the 

cross between the progenies and the simple hybrid GNZ9501. We found 552 and 

260 haploid in 2012/2013 and 2014/2015, respectively. The haploid identified 

by flow cytometry, were subjected to a chromosome doubling protocol. It 

appeared that morphological markers can result in a high proportion of false 

positives in haploid identification. The use of flow cytometry and DNA 

codominant molecular markers, are the most recommended for haploid 

confirmation. It was possible to obtain a double-haploid line with the protocol 

used. Progenies 2 and 6 proved effective in haploid induction in both years. The 

selection among and within progenies for haploid and purple induction showed 

higher genetic gains. 

 

 

Key-words: Flow citometry. Zea mays. Haploids. Selection between and within 

progênies. SSR. 
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CAPÍTULO 1 INTRODUÇÃO GERAL 

1 INTRODUÇÃO 

Para a obtenção de linhagens elites, em programas de melhoramento de 

milho, os melhoristas podem utilizar o processo tradicional ou a tecnologia de 

duplo - haploides. A adoção dessa tecnologia tem aumentado, principalmente, 

pelas empresas privadas. O processo tradicional implica sucessivas 

autofecundações na população que é utilizada como fonte de linhagens, até que a 

homozigose quase completa seja atingida, por, aproximadamente, 6 a 7 

gerações. Já a obtenção, via duplo – haploides, é uma alternativa disponível na 

cultura do milho, para acelerar a obtenção de linhagens. Além disso, os 

programas de melhoramento vêm utilizando essa tecnologia em razão de outros 

ganhos diretamente relacionados ao melhoramento. Esta técnica consiste na 

produção de linhagens homozigotas com apenas uma geração, pelo uso de 

haploides duplicados, também, conhecidos como duplo-haploides (DH) ou di-

haploides (CHASE, 1952). 

Atualmente, na cultura do milho, o método in vivo é o mais utilizado 

para obtenção de linhagens DH. Esse método baseia-se no cruzamento de 

linhagens indutoras de haploides com um genótipo doador, seguido da 

duplicação cromossômica e autofecundação das DH. Geralmente, em empresas 

de melhoramento, opta-se pelos indutores gimnogenéticos, uma vez que este 

sistema alia as maiores taxas de indução dos indutores modernos com a 

praticidade. Os genótipos a serem induzidos, utilizados como fêmeas, podem ser 

plantados em um único campo isolado, separados pelo indutor, utilizado como 

macho. Antes do florescimento, as plantas utilizadas como fêmeas são 

despendoadas e a polinização pelo indutor ocorre naturalmente (FRITSCHE-

NETO; GARBUGLIO; BORÉM, 2012). Esse processo tem sido facilitado pela 

tropicalização dos indutores, uma vez que germoplasmas tropicais normalmente 
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apresentam maior altura, facilitando a polinização natural entre as plantas 

(CHAIKAM; MAHUKU; PRASANNA, 2012). 

Um ponto chave para a aplicação da indução in vivo em escala 

comercial é a diferenciação adequada de plantas haploides e diploides. Essas 

plantas podem ser diferenciadas das diploides por características como folhas 

eretas, pouco vigor e maior esterilidade, principalmente, de pólen no pendão, 

que ocorre, principalmente, no caso de haploides androgenéticos, coloração de 

radícula (BATISTELLI et al., 2013; COUTO et al., 2013; ROTARENCO; 

ADICU; SARMANIUC, 2009). O marcador arroxeado das sementes, mais 

conhecido como R-navajo, é o mais utilizado até hoje para a discriminação dos 

haploides devido à sua facilidade de aplicação e alta eficiência quando utilizado 

em escala comercial (FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; BORÉM, 2012). No 

entanto pela discriminação não eficiente desse marcador, ao background 

genético utilizado e condições ambientais, outras características vêm sendo 

analisadas (PRIGGE; MELCHINGER, 2012). 

Alguns métodos laboratoriais têm sido utilizados e podem ser mais 

eficientes, como a citometria de fluxo que permite a quantificação do DNA das 

plantas (BATISTELLI et al., 2013; COUTO et al., 2013, 2015). A contagem 

cromossômica (IVANOV et al., 2010) e o uso de marcadores moleculares 

codominantes, como os microssatélites, permitem a distinção dos haploides, que 

apresenta o perfil de bandas somente de um dos pais, dos diploides, que 

apresentam bandas de ambos os pais (BATTISTELI et al., 2013; COUTO et al., 

2013, 2015; LI et al., 2009; RABEL, 2008). 

 O uso da tecnologia DH no melhoramento de milho, baseada na indução 

in vivo de haploides, é reconhecida pelo mundo inteiro por aumentar a eficiência 

no melhoramento de linhagens e a qualidade na obtenção de híbridos. Nos 

últimos 10 a 15 anos, essa tecnologia tem sido utilizada em vários programas de 

melhoramento de milho na Europa (SCHMIDT, 2003), América do Norte 
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(SEITZ, 2005), China (CHEN; LI; LI, 2009) e, principalmente, em ambientes 

temperados (PRIGGE; MELCHINGER, 2012). No entanto vários programas de 

melhoramento de milho tropical, nas instituições do setor público, em países da 

América Latina, África e Ásia, ainda têm muito que fazer, principalmente, em 

termos de melhoramento dos indutores em ambiente tropical, que apresentem 

características agronômicas desejáveis. O CYMMIT, no México, dispõe de 

linhagens e híbridos indutores adaptados a esse tipo de ambiente, com taxas de 

indução de até 10% (PRASANNA, 2012). São poucas as informações sobre 

parâmetros genéticos e de estratégias de melhoramento referente a indutores 

tanto tropicais, quanto temperados. Shatskaya (2010) avaliou três ciclos de 

seleção intrapopulacional de irmãos germanos, para a obtenção de indutores com 

alta taxa de indução, no Instituto de Agricultura de Khadzhinov, na Rússia. E 

observou que três ciclos de seleção foram o suficiente para a obtenção de 

linhagens e populações indutoras com 6 a 13% de indução de haploidia. 

Do exposto, o seguinte trabalho tem como objetivos identificar 

haploides pela coloração roxa das sementes, comprimento e coloração da raiz, 

vigor de plantas, citometria de fluxo, contagem cromossômica e marcadores 

moleculares microssatélites, bem como obter linhagens duplo-haploides. 

Também visa comparar os ganhos genéticos obtidos por meio de diferentes 

estratégias de seleção de progênies para a obtenção de linhagens indutoras de 

haploidia em milho. 

 

 

 

 

  



18 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



19 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Obtenção de linhagens num programa de melhoramento de milho 

A produção de híbridos com alto desempenho necessita do cruzamento 

entre linhagens elites (PATERNIANI; CAMPOS, 1999). O processo tradicional 

para obter linhagens implica sucessivas autofecundações na população que é 

utilizada como fonte de linhagens, em que os descendentes de cada planta são 

semeados em linhas, formando progênies. As progênies são avaliadas e os 

melhores indivíduos de cada família são autofecundados. Esse processo se 

repete até que a homozigose quase completa seja atingida por, 

aproximadamente, seis a sete gerações. 

Indivíduos haploides são portadores de uma única cópia de cada 

cromossomo característico da espécie e apresentam, no tecido somático, o 

número n de cromossomos típicos dos gametas do organismo. Assim, uma 

planta haploide é considerada em estádio esporofítico, entretanto com número de 

cromossomos de estádio gametofítico. Podem ser utilizados diferentes métodos 

para a obtenção de duplo-haploides (DH), tais como: in vivo pelo uso de 

cruzamentos com a presença do gene indutor da haploidia, cultura de anteras e 

micrósporos e cruzamentos interespecíficos (FRITSCHE-NETO; 

GARBUGLIO; BORÉM, 2012). Na cultura do milho, o uso do método in vivo é 

o mais empregado pela sua maior eficiência. Chase (1947, 1951, 1952, 1969) foi 

o pioneiro de estudos sobre monoploides, sinônimo de haploide, no caso do 

milho e, também, no uso de linhagens DH no melhoramento. 

Chase (1947), inicialmente, considerou a indução de haploidia e 

duplicação cromossômica espontânea, no entanto, logo percebeu que não seria 

possível aplicar em escala comercial pela baixa frequência de indução e 

duplicação de, aproximadamente, 0,01%. O início do uso da indução de 

haploides in vivo foi quando Coe (1959) observou que a linhagem Stock 6 
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possui uma alta frequência de obtenção de haploides, quando utilizada em 

cruzamentos de, aproximadamente, 2,3%. Posteriormente, um grupo de 

linhagens foi desenvolvido e descoberto como potenciais indutores de haploidia. 

Uma alternativa disponível na cultura do milho, para acelerar a obtenção 

de linhagens, consiste na produção de linhagens homozigotas instantâneas pelo 

uso de haploides duplicados, que são denominados, então, de duplo-haploides ou 

di-haploides (DH) (CHASE, 1952). Neste método, é possível a obtenção de 

linhagens com apenas dois ciclos da cultura, um para a obtenção dos haploides e 

o outro para a autofecundação das linhagens DH obtidas. No entanto, em certos 

locais, podem-se plantar três safras de milho por ano. Dessa forma, a obtenção 

de linhagens duplo-haploides não se mostra tão vantajosa quanto a um menor 

tempo utilizado em relação ao método convencional, mas, sim, quanto à redução 

do volume de mão de obra, o que pode ser facilmente visualizado na Tabela 1. 

Mas vale ressaltar que essa tecnologia apresenta muitas outras vantagens que 

serão comentadas a seguir, justificando, assim, a sua grande utilização pelos 

programas comerciais de melhoramento de milho. 
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Tabela 1 -  Comparação entre o método tradicional e o DH (via linhagens duplo-

haploides) de obtenção de linhagens em milho, em relação ao tempo 

e mão de obra necessária. 

Método tradicional 

Ano Gerações     

  Semeadura Colheita 

% de locos em 

homozigose ⊗1
 

1 Cruzamentos, F1, F2 F1, F2, F3 0%, 50% e 75%  1,2 

2 F3,F4, F5 F4, F5, F6 

87.50%, 93.75%, 

96.88% 3,4,5 

3 F6,F7 F7,F8 98.44% e 99% 6 e 7 

Método duplo-haploide (DH) 

Ano Gerações     

  Semeadura Colheita 

% de locos em 

homozigose Cruzam.
2
 

1 

Cruzamentos (F1 x 

Indutor), DH 

Haploides e 

DH 100% 1,2 
1
Número de autofecundações 

2
Número de cruzamentos 

 

O uso de linhagens DH, na obtenção de híbridos de milho, atende, 

facilmente, os requisitos necessários ao registro de cultivares, de 

distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) pela sua 

homozigosidade e uniformidade completa (GEIGER; GORDILLO, 2009). 

Além de vantagens sob o ponto de vista logístico, há, também, aquelas 

relacionadas ao melhoramento em si. Uma delas está relacionada à maior 

exploração da variância aditiva. Para explicar isso, considerando apenas dois 

pares de locos independentes segregando entre os genitores com genótipo AAbb 

e aaBB, o genótipo recessivo aabb ocorre com uma frequência de 1/16, em uma 

população F2, considerando um processo normal de autofecundação. Entretanto 

com a indução da haploidia e posterior duplicação cromossômica, o mesmo 

genótipo ocorrerá com uma frequência maior de ¼ na população. Isso ocorre 

pela ausência dos heterozigotos, prevalecendo, assim, apenas os genótipos 
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AABB, AAbb, aaBB e aabb (PIERRE et al., 2011). Dessa maneira, a variância 

aditiva é maximizada e a seleção de características quantitativas pode ser 

facilitada (BORDES et al., 2006). Segundo Prasanna (2012), por isso, pode-se, 

também, acelerar o desenvolvimento de híbridos superiores pela rápida 

piramidação de alelos favoráveis para caracteres poligênicos como a 

produtividade e a resistência a estresses ambientais. Outra grande vantagem da 

utilização dessa tecnologia é que a eficiência e precisão da seleção, para alguns 

caracteres agronômicos, pode ser melhor (GEIGER; GORDILLO, 2009; 

ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005), especialmente, quando combinada com 

o uso de marcadores moleculares (PRASANNA, 2012). Além disso, facilita o 

acesso à germoplasma presente dentro de linhagens femininas e masculinas de 

híbridos de milho, principalmente, com o auxílio de marcadores moleculares 

(HECKENBERGER; BOHN; MELCHINGER, 2005) e fornece oportunidade de 

estudos de associação de QTLs, introgressão de genes via marcadores 

moleculares (FORSTER; THOMAS, 2005), estudos de genômica funcional, 

citogenética molecular e engenharia genética (FORSTER et al., 2007; 

WIJNKER et al., 2007). 

A utilização de linhagens duplo-haploides em milho pode ser mais 

vantajosa, também, em programas de seleção recorrente. Uma média de ganho 

por ciclo para produção de grãos, utilizando linhagens oriundas do método 

convencional, pode variar de 2 a 4% (HALLAUER; MIRANDA, 1988). Já uma 

seleção recorrente envolvendo plantas DH, foi desenvolvida para melhorar duas 

populações sintéticas denominadas de SP e AS quanto à produção de grãos. 

Observou-se um ganho maior, resultando em um aumento na produção de grãos 

de mais de 10% por ciclo (CHALYK; ROTARENCO, 1999; ROTARENCO; 

CHALYK; EDER, 2004). 

Rotarenco et al. (2012), também, avaliaram a seleção recorrente, 

utilizando 4 ciclos de seleção de 27 populações sintéticas da Universidade de 



23 

 

Iowa dos Estados Unidos, oriundas de plantas haploides, para obter ganhos nos 

caracteres produção de grãos, altura de planta, comprimento de espiga e número 

de fileiras por espiga. Neste estudo, foi possível observar que utilizando 

haploides é possível identificar bons genótipos e, também, acumular alelos com 

efeitos aditivos favoráveis no genótipo que está sendo melhorado. No entanto o 

uso de haploides e DH requer mais atenção e cuidado dos pesquisadores, na 

condução dos experimentos, uma vez que, em geral, as linhagens duplo-

haploides apresentam menor vigor, sendo assim mais sensíveis às mudanças nas 

condições ambientais. 

2.2 Indução in vivo de haploidia em milho 

O milho (Zea mays L.) é uma planta tipicamente diploide (2n = 20), mas 

já foi observada a ocorrência de haploides naturais (n=10). No entanto estes 

indivíduos ocorrem em uma taxa muito baixa. Segundo Chase (1963), esta taxa é 

de uma em cada mil plantas. Sendo assim, muito ineficiente para ser utilizada 

em programas de melhoramento de milho. Para contornar esse problema, tem 

sido utilizado o método in vivo. 

O método in vivo é realizado, por meio da indução genética e baseia-se 

na utilização de linhagens indutoras de haploides em cruzamento com o 

genótipo doador, ou seja, aquele em que se deseja obter uma linhagem. 

Posteriormente a duplicação cromossômica é efetuada. 

Esse método tem sido melhorado, drasticamente, nos últimos 30 anos 

com o uso de linhagens indutoras mais eficientes em relação à taxa de indução, a 

qual era de, aproximadamente, 2,3%, no início dos anos 60 (COE, 1959) e 

passou para 3-5% (LASHERMES; BERKERT, 1988) e 6% (SARKAR et al., 

1994) no início dos anos 90. Com a linhagem europeia RWS, foi possível obter 

uma taxa de indução de 8% (ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005). 
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Inicialmente duas linhagens indutoras de haploidia se destacaram, a 

Stock 6 e a W23. A linhagem Stock 6 foi desenvolvida a partir de uma variedade 

denominada Stock 6 (COE, 1959), que, quando autofecundada, produziu uma 

frequência de haploides em torno de 3,2%. Esta linhagem gera haploides de 

origem materna, denominados como gimnogenéticos. Já a outra linhagem, a 

W23, conhecida como Wisconsin 23, gera haploides denominados de 

androgenéticos a uma taxa de, aproximadamente, 1 a 3% (KERMICLE, 1969, 

1973). 

Os mecanismos moleculares da indução de haploidia em milho não são 

totalmente compreendidos (SILVA et al., 2009). Dentre as razões para a 

indução, Zhang et al. (2008) comentam que a anormalidade na 

microsporogênese e na fertilização podem ser a razão para tal fato ocorrer. 

Para o caso de indutores gimnogenéticos, em que o indutor é o doador 

de pólen, há indícios de que, para a formação de plantas haploides, dois núcleos 

espermáticos são desenvolvidos com diferentes velocidades (BYLICH; 

CHALYK, 1996). Como resultado, somente um dos núcleos espermáticos atinge 

o estágio pronto para a fertilização. A existência de somente um núcleo 

espermático normal em um grão de pólen pode ser a razão para a quebra da 

fertilização dupla e o desenvolvimento de sementes com embriões haploides. 

Até o momento não existem estudos que confirmem essa hipótese. Também, 

pode ser que os indutores com anomalias reprodutivas, como a ocorrência de 

microsporócitos aneuploides (CHALYK et al., 2003) ou um aumento na taxa de 

heterofertilização (ROTARENCO; EDER, 2003) sejam capazes de induzir a 

embriogênese haploide pela não penetração de um dos núcleos reprodutivos na 

oosfera. 

Os haploides androgenéticos, segundo Kermicle (1973), podem ser 

gerados por influência de uma mutação espontânea em razão da presença do 

alelo recessivo, gametófito indeterminado (ig). Este alelo ig causa algumas 
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alterações no desenvolvimento do saco embrionário (LASHERMES; 

BECKERT, 1988). Quando ocorre uma megasporogênese normal, ocorrem três 

mitoses sucessivas resultando em um saco embrionário com oito núcleos. Sob a 

ação do gene ig, algumas megasporogêneses sofrem quatro ou mais mitoses, 

resultando em um saco embrionário com uma quantidade anormal de núcleos, 

com 16 núcleos ou mais. Por essas divisões mitóticas adicionais, o indivíduo 

mutante que apresenta o alelo ig1 exibe uma heterofertilização. Segundo Lin 

(1981), provavelmente, os sacos embrionários com oosfera degenerada 

favorecem o desenvolvimento de um núcleo reprodutivo de grão de pólen, sem 

que tenha ocorrido a fertilização, dando origem a um embrião haploide. 

Geralmente, em empresas de melhoramento, opta-se pelos indutores 

gimnogenéticos, uma vez que este sistema alia as maiores taxas de indução dos 

indutores modernos com a praticidade. Esta maior praticidade ocorre, porque, 

quando se utiliza um indutor gimnogenético, o manejo no campo de indução 

torna-se mais fácil pelo fato de se poder induzir diferentes materiais 

simultaneamente. Os materiais a serem induzidos (genótipos doadores), 

utilizados como fêmeas, podem ser plantados em um único campo isolado, 

separados pelo indutor, utilizado como macho. Antes do florescimento, as 

plantas a serem induzidas são despendoadas e a polinização pelo indutor ocorre 

naturalmente (FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; BORÉM, 2012). O uso de 

indutores tropicais gimnogenéticos é, ainda, melhor uma vez que essas plantas 

possuem, em geral, alturas maiores, facilitando a polinização aberta 

(CHAIKAM; PRASANNA; MAHUKU, 2012). 

Apesar do processo de indução não ser bem compreendido, várias 

iniciativas foram realizadas com o intuito de aumentar a frequência de indução 

de haploides com indutores melhorados. Um grande número de linhagens 

indutoras gimnogenéticas de alta taxa de indução e utilização comercial tem sido 

derivada da Stock 6. A WS14, desenvolvida pelo cruzamento entre as linhagens 
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W23ig x Stock6 (LASHERMES; BERKERT, 1988); a MHI (EDER; CHALYK, 

2002), derivada do cruzamento entre KMS x ZMS (ambas derivadas da Stock6); 

RWS, descendente do cruzamento KEMS x WS14 (ROBER; GORDILLO; 

GEIGER, 2005); UH400, citada por Chang e Coe (2009), desenvolvida na 

Universidade de Hohenheim a partir da KEMS (SHATSKAYA et al., 1994); 

CAUHOI, obtida na Universidade de Agricultura da China por um cruzamento 

entre a Stock 6 com a população Beijing High Oil (LI et al., 2009) e a PHI, 

derivada de um cruzamento entre a MHI e a Stock 6 (ROTARENCO et al., 

2010). 

Desde 2007, o programa de milho do CIMMYT tem trabalhado com a 

otimização da tecnologia DH, especialmente, para ambientes tropicais e 

subtropicais, em parceria com a Universidade de Hohenheim, na Alemanha 

(PRASANNA, 2012). Linhagens tropicais com taxas que variam de 8 a 10% de 

indução de haploidia já foram desenvolvidas com essa parceria (PRIGGE et al., 

2011). Além disso, híbridos simples indutores tropicais, também, foram obtidos 

a partir dessas linhagens indutoras. A W23 tem sido bastante utilizada, nos 

programas de melhoramento de milho em condições tropicais de cultivo, como 

no Brasil, para a produção de outras linhagens indutoras de haploides 

androgenéticos, adaptadas às condições ambientais, como resistência ao ataque 

de doenças, sensibilidade ao calor e ao fotoperíodo (BATISTELLI, 2012). Dessa 

maneira, é possível a obtenção de linhagens tropicais com taxas de indução 

relevantes, que permitam a utilização em ampla escala dessa tecnologia. 

2.3 Identificação dos haploides  

A identificação dos haploides pode ser realizada utilizando-se caracteres 

morfológicos, citogenéticos ou moleculares, como descrito a seguir. 
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2.3.1 Marcador morfológico R-navajo 

Um ponto chave para a aplicação da indução in vivo em escala 

comercial é um screening bem feito que permita ao melhorista diferenciar grãos 

ou seedlings haploides, daqueles formados a partir da fertilização regular. O 

marcador, para a identificação dos haploides, mais eficiente até hoje, é o 

denominado “navajo”, codificado por um alelo mutante dominante R1-nj, que 

expressa coloração roxa (GEIGER; GORDILLO, 2009). A utilização de 

linhagens DH, em escala comercial, só é possível por essa marcação 

morfológica nas sementes de milho (FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; 

BORÉM, 2012). 

Nanda e Chase (1966) foram os primeiros a utilizar o marcador R1-nj 

seletivo de experimentos de indução de haploides. Chase e Nanda (1965) 

descreveram esse sistema de marcador fenotípico, baseado na pigmentação por 

antocianina, determinado pelo gene R-navajo (R1-nj), em que ocorre a 

pigmentação do endosperma e, também, do embrião nas sementes diploides. 

Enquanto nas haploides, a pigmentação ocorre somente no endosperma. Isso 

ocorre, porque como se observa, o endosperma é um tecido triploide formado 

por um conjunto haploide do parental masculino e dois do parental feminino. Já 

o embrião é formado por um tecido diploide. Como o marcador R1-navajo é 

dominante em um cruzamento, expressa um pigmento de coloração roxa no 

endosperma. No caso de um embrião haploide, o marcador não será expresso, 

pois o embrião não contém o genoma da linhagem indutora que carrega o alelo 

marcador.  

O marcador R1-navajo pode apresentar desvantagens em, basicamente, 

três situações distintas: a) a sua expressão pode ser inibida completamente por 

genes inibidores de coloração; b) o R1-navajo pode estar segregando 

dependendo das fontes de germoplasma utilizadas nos cruzamentos; c) a 

expressão do marcador é fraca pela intensidade de antocianina ou área marcada. 
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Um estudo com 897 linhagens tropicais demonstrou completa inibição do 

marcador R1-navajo, em 30% das linhagens, pela presença de outro marcador, o 

C1-I inibidor da coloração (CHAIKAM et al., 2016). Dessa maneira, o uso do 

R1-navajo não é eficiente dependendo, principalmente, da fonte de 

germoplasma. 

O uso do gene R1-navajo, para identificar prováveis haploides, deve ser 

feito com cautela pela subjetividade desse método, além de que alguns genótipos 

doadores apresentam a coloração de antocianina nos grãos. Assim, outros 

marcadores fenotípicos podem ser utilizados para minimizar a classificação 

errada de possíveis haploides. Por exemplo, para complementar o uso desse 

marcador, dois outros marcadores de antocianina, baseados na coloração roxa do 

colmo e vermelha da raiz, podem ser considerados na discriminação dos 

haploides (LI et al., 2009; ROBER; GORDILLO; GEIGER, 2005; 

ROTARENCO et al., 2010). Recentemente, Chaikam et al. (2016) avaliaram 

esses marcadores adicionais em germoplasma tropical. Os haploides são 

identificados pela não coloração nas radículas. Já os diploides apresentam essa 

pigmentação. Esse marcador pode ser bastante eficiente uma vez que a coloração 

na radícula ou raiz não é frequente nos genótipos de milho. Estima-se que ele 

ocorre em, aproximadamente, 8,6% do germoplasma de milho. Mesmo nos 

genótipos de milho sintético azul e vermelho, a coloração vermelha da raiz foi 

eficiente para identificar os haploides. 

A concentração de óleo nos grãos, também, já foi avaliada como 

possível característica para distinguir haploides de diploides por Rotarenco, 

Kirtoca e Jacota (2007). Os autores observaram que grãos com embrião haploide 

possuem uma concentração menor de óleo do que aqueles com embrião diploide. 

Isto é explicado pelo tamanho reduzido de embriões haploides quando 

comparado com os diploides. No entanto, de acordo com Geiger e Gordillo 

(2009), a eficácia dessa metodologia depende de uma média a elevada 
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concentração de óleo, nos grãos dos genótipos indutores, dificultando a ampla 

utilização dessa característica. 

Outro tipo de método de identificação que tem sido bastante utilizado, 

principalmente, nas empresas comerciais, é o vigor das plantas. Um dos grandes 

motivos para isso é que os pesquisadores das empresas têm amplo conhecimento 

do germoplasma no qual será utilizado para a obtenção das linhagens DH. 

Assim, linhagens DH que não apresentam características esperadas e que, além 

disso, demonstram maior vigor, já são eliminadas (BATISTELLI, 2013; 

COUTO, 2013). Essa característica é de fácil utilização e pode ter alta eficiência 

uma vez que plantas haploides, geralmente, apresentam menor vigor. 

2.3.2 Contagem cromossômica  

Outra maneira de verificar a haploidia em milho é a realização da análise 

mitótica. Dentre as ferramentas citogenéticas, a mais simples é a contagem 

cromossômica. Essa é uma técnica que não necessita de equipamentos e 

reagentes de alto custo, é bastante confiável, uma vez que é possível visualizar a 

quantidade de cromossomos do indivíduo em estudo. Contudo exige habilidade 

na confecção das lâminas.  

Os estudos com contagem cromossômica em milho iniciaram-se há 

muito tempo. Kuwada (1911) observou uma variação no número cromossômico, 

de 12 e 10, para variedades de grãos doces e amarelos, respectivamente. No 

entanto o milho (Zea mays L.) é considerado uma planta tipicamente diploide 

(2n = 20), que pode apresentar algumas variações naturais, como, por exemplo, 

a ocorrência de haploides (2n=10).  

A maioria dos estudos, envolvendo o uso da colchicina, diz respeito à 

duplicação cromossômica dos haploides para o desenvolvimento das plantas DH 

(BATISTELLI et al., 2013; COUTO et al., 2015; HANTZSCHEL; WEBER, 

2010). Não encontramos relatos sobre a obtenção de lâminas para a contagem 
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cromossômica de haploides em milho. Para a realização da contagem 

cromossômica, é importante realizar preparações citológicas com alta frequência 

de metáfases. Dessa maneira, torna-se necessário o estabelecimento de 

protocolos de contagem cromossômica de haploides em milho. 

2.3.3 Citometria de fluxo  

Com o objetivo de aumentar a eficiência e a acurácia na identificação da 

ploidia das plantas, a citometria de fluxo vem sendo utilizada em diversas 

espécies de plantas, como Medicago sativa (BRUMMER; CAZCARRO; LUTH, 

1999), Bromus ssp. (TUNA et al., 2001) e Dioscorea alata (EGESI, 2002). 

O primeiro estudo foi realizado para a quantificação de DNA em células 

humanas (KAMENTSKY; MELAMED; DERMAN, 1965). Posteriormente, 

foram feitas tentativas em vegetais, no entanto, inicialmente, os pesquisadores 

encontraram algumas dificuldades no ajuste de protocolos para o preparo de 

suspensões. A primeira citometria de fluxo com sucesso em vegetais foi 

realizada em feijão por Heller (1973). 

A citometria de fluxo é bastante precisa e permite a quantificação de 

dezenas de amostras por dia (FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; BORÉM, 

2012). Além disso, a quantificação de DNA por citometria de fluxo é um 

método não destrutivo e é capaz de detectar mixoploidias (LOUREIRO; 

SANTOS, 2004). 

A técnica de citometria de fluxo é baseada na análise de propriedades 

óticas, como a dispersão da luz e a fluorescência de partículas, como núcleos, 

organelas, células e cromossomos, que fluem em uma suspensão líquida. As 

partículas em suspensão movem-se no tampão de extração, no interior de um 

capilar, dentro do citômetro de fluxo. Essas partículas interceptam, uma a uma, 

um feixe de laser, ocorrendo um processo de dispersão da luz ou emissão de 

fluorescência. Dessa forma, verificam-se, simultaneamente, as distribuições dos 
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valores da frequência ou densidade de cada parâmetro. Os sinais gerados pelas 

partículas são convertidos em valores digitais, armazenados e exibidos na forma 

de histogramas (DOLEZEL, 1997). 

O nível de ploidia é avaliado por esta técnica uma vez que se pode 

mensurar o conteúdo de DNA dos núcleos, fazer comparações intra e 

interespecíficas do tamanho nuclear, avaliar o teor de DNA de cada cromossomo 

do complemento de uma dada espécie, realizar estudos do ciclo celular, fazer 

análises de citogenotoxicidade, entre outros (HESLOP-HARRISON; 

SCHWARZACHER, 2001). 

Os histogramas são obtidos no citômetro de fluxo a partir de um pico 

referente à fase G1 e G2 do ciclo celular. Nos eucariontes, o crescimento e a 

divisão celular são processos cíclicos. Basicamente, o tempo entre cada mitose 

encontra-se dividido em três fases: G1, S e G2. Durante a fase G1, período de 

crescimento celular, uma célula diploide apresenta um conteúdo 2C, 

apresentando, assim, duas cópias de cada cromossomo. Durante a fase S, ocorre 

a duplicação do genoma nuclear, apresentando, assim, um conteúdo 4C. Na fase 

seguinte, denominada de G2, em que ocorre o segundo período de crescimento 

celular, o conteúdo de DNA é mantido (4C). Em seguida, ocorre a mitose, 

denominada fase M, em que a célula se divide formando duas células filhas, 

cada uma com um conteúdo 2C de DNA (RAMALHO; FERREIRA; 

OLIVEIRA, 2012). Quando uma planta está em desenvolvimento, com as 

células em divisão, o número de núcleos na fase G1 é maior do que na G2. 

Assim, quando os citômetros realizam as leituras, os histogramas são obtidos de 

maneira que se observa um pico de maior intensidade em razão da fase G1 do 

ciclo celular, enquanto, normalmente, a fase G2 apresenta um pico de menor 

intensidade. 

A quantificação do nível de ploidia por citometria de fluxo é realizada 

por meio da intensidade de fluorescência emitida pelos núcleos corados com 
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fluorocromos específicos para DNA. E a estimativa do nível de ploidia é 

realizada, comparando-se os picos G1 do histograma de uma amostra, com o 

pico de uma amostra de planta padrão com o nível de ploidia conhecido 

(DOLEZEL, 1997). Esta técnica é uma das mais empregadas em estudos 

envolvendo DH em milho (BELICUAS et al., 2004; DANG et al., 2012; 

GEIGER; SCHONLEBEN, 2011; RABEL, 2008). Batistelli et al. (2013) 

utilizaram a citometria de fluxo e marcadores moleculares microssatélites para 

confirmar a ploidia de indivíduos DH. Observaram que todas as plantas 

confirmadas como haploides pela citometria de fluxo foram, também, assim 

identificadas por meio dos SSR.  

2.3.4 Uso de marcadores moleculares de DNA 

Os marcadores moleculares podem ser uma ferramenta bastante útil para 

o melhoramento vegetal, especialmente, quando há interesse do estudo em nível 

de DNA. Por exemplo, a única maneira de confirmar a ploidia das plantas seria 

por meio de técnicas laboratoriais, de quantificação de DNA ou contagem 

cromossômica, como comentado anteriormente. Ou, então, visualizar as bandas 

desse DNA e comparar com os genótipos parentais dessa planta para confirmar 

se essas plantas apresentam bandas somente de um ou de ambos os genitores. 

Os microssatélites, ou Simple Sequence Repeats (SSR), correspondem a 

um grupo de marcadores de amplificação, o qual utiliza a técnica denominada de 

polymerase chain reaction (PCR). Essa técnica envolve a síntese enzimática in 

vitro de múltiplas cópias de um segmento específico de DNA na presença da 

enzima DNA polimerase e posterior visualização em gel de agarose ou 

poliacrilamida sob eletroforese. Além disso, as sequências de DNA que 

flanqueiam esses marcadores são, geralmente, conservadas entre os indivíduos 

de uma mesma espécie, permitindo a seleção de primers específicos que 

amplificam fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genótipos. 
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Assim, cada SSR constitui um loco genético altamente variável, multialélico e 

de grande conteúdo informativo (SILVA, 2009). 

Os SSR possuem de 1 a 6 nucleotídeos repetidos de 10 a 60 vezes em 

tandem, ao longo da molécula de DNA, amplamente distribuídas nos genomas 

eucariotos, que são flanqueadas por regiões conservadas entre indivíduos da 

mesma espécie (BORÉM; CAIXETA, 2009). A preferência por estes 

marcadores deve-se à agilidade da PCR. Além disso, são codominantes, 

permitindo distinguir locos heterozigotos de homozigotos e estão espalhados, ao 

acaso no genoma, com uma frequência relativamente alta. Por isso e pela 

estabilidade da herança mendeliana dos locos SSR, é possível que este seja uma 

alternativa interessante na diferenciação de indivíduos haploides dos F1 

heterozigotos. Belicuas et al. (2007), Couto et al. (2013) e Rabel (2008) 

realizaram a identificação de haploides em milho com o uso desses marcadores. 

Já Battisteli (2012) e Couto (2013) a utilizaram para confirmação da obtenção de 

linhagens duplo-haploides. 

2.4 Duplicação cromossômica em haploides de milho 

Plantas haploides contêm somente uma cópia de cada cromossomo em 

suas células. Haploides derivados de indução in vivo materna contêm 

cromossomos somente do parental feminino. Nos tecidos reprodutivos de 

plantas haploides, divisões celulares meióticas não são regulares, uma vez que 

os pares de cromossomos homólogos não podem ser formados, não permitindo a 

produção normal de células gaméticas masculinas e femininas. Dessa maneira, 

plantas haploides são estéreis. Assim, o objetivo da duplicação cromossômica é 

que as plantas haploides possuam fertilidade, de maneira que elas possam ser 

autofecundadas e gerar as linhagens duplo-haploides (DH). 

A duplicação cromossômica espontânea ocorre numa frequência muito 

baixa e depende muito do background genético (CHAIKAM; MAHUKU, 2012). 
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Normalmente esta taxa é de 0 a 10%. Para que a duplicação cromossômica tenha 

alta frequência, plantas haploides são tratadas com compostos químicos 

denominados de inibidores mitóticos. Esses compostos químicos alteram a 

mitose de tal forma que uma única célula com o dobro do número de 

cromossomos é resultado da divisão celular. 

Um composto químico bastante utilizado nesse caso é a colchicina, a 

qual é um alcaloide solúvel em água, produzido pelos bulbos da espécie 

Colchicum autumnale. Na presença de colchicina, a replicação cromossômica 

ocorre, normalmente, durante a interfase. Mas, durante a metáfase, a colchicina 

se liga à tubulina e inibe a polimerização dos microtúbulos que compõem as 

fibras dos fusos, não havendo, assim, a migração dos cromossomos para os 

polos das células. Dessa forma, as células que anteriormente eram x (haploides) 

passam a ser 2x (diploides). 

A duplicação cromossômica era considerada uma restrição, na produção 

de linhagens DH, em escala comercial. Mas muitos métodos de duplicação 

cromossômica têm sido publicados. Um importante avanço no protocolo de 

duplicação foi realizado por Deimling, Rober e Geiger (1997) e Gayen et al. 

(1994), que reduziram o comprimento das raízes das plântulas haploides e 

deixaram-nas submersas em solução contendo colchicina e dimetilsulfóxido 

(DMSO). Outro método utilizado para duplicação foi proposto por Zabirova et 

al. (1996), em que se injetou na planta a solução de colchicina , a cerca de 3 a 5 

mm do ápice da planta.  

Batistelli et al. (2013) e Chalyk (2000), utilizando haploides maternais 

de milho, compararam a eficiência dos métodos citados e avaliaram, também, a 

porcentagem de linhagens DH com pendão fértil, para verificar se a fertilidade 

das plantas é alterada, após a exposição das plantas ao agente químico de 

duplicação. Ambos os estudos concluíram que o método proposto por Deimling, 

Rober e Geiger (1997) permitiu uma maior obtenção de haploides férteis 



35 

 

duplicados em ambos os estudos. Batistelli et al. (2013) e Chalyk (2000) 

observaram uma taxa de duplicação de 29% a 32% e 59% a 80%, 

respectivamente. 

Couto et al. (2015) testaram dois protocolos de duplicação. Um deles foi 

o sugerido por Chaikam e Mahuku (2012), em que se sugere a utilização de uma 

solução com 0,04% de colchicina e 0,5% de DMSO, para mergulhar as plantas 

por 12 horas, no escuro a 20°C. No segundo protocolo, somente as raízes são 

submersas, em uma solução contendo 0,1% de colchicina, 0,1% de DMSO e 

0,1% de Tween 20, por um período de 6 horas, na presença de luz, em 

temperatura média de 22°C. Couto et al. (2015) observaram uma maior taxa de 

plantas duplicadas, para o segundo protocolo , de 69,33%, quando comparado ao 

protocolo 1, de 51,32%. 

2.5 Estratégias de seleção utilizadas no melhoramento do milho 

A identificação de progênies indutoras de haploidia superiores requer 

métodos de seleção eficientes, visando à maximização dos ganhos genéticos 

para a característica de interesse. Além disso, esses métodos permitem a 

predição de ganhos a serem obtidos por cada estratégia de melhoramento. 

Diversos métodos de seleção podem ser empregados em milho, com destaque 

para a seleção entre e dentro de famílias de meios-irmãos (LEMOS et al., 1990; 

MIRANDA et al., 1977), seleção recorrente intrapopulacional em famílias de 

meios-irmãos (RANGEL et al., 2011; SANTOS, 2007), seleção recorrente 

recíproca para obtenção de híbridos (FARIA et al., 2008; RAPOSO; 

RAMALHO, 2004; REIS, 2009), entre outros. 

Em experimentos de avaliação de progênies, pode-se adotar a seleção 

em dois estágios distintos. Na seleção entre e dentro de progênies, denominado 

por Paterniani (1967), inicialmente, selecionam-se as melhores progênies e, em 

seguida, os melhores indivíduos dentro delas. Segundo esses autores, deve-se 
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obter o ranking das médias das progênies, procedendo-se à seleção das 

melhores. Posteriormente, realiza-se o ranqueamento dos indivíduos dentro de 

cada progênie. 

Uma das críticas que se pode fazer a esse tipo de seleção é o fato de que 

indivíduos superiores de progênies intermediárias ou indivíduos intermediários 

de progênies superiores não sejam eventualmente considerados na seleção. Além 

disso, com o aumento da endogamia, a eficiência da seleção entre progênies 

diminui, por causa da menor proporção da variância aditiva entre. Uma 

alternativa a isso é realizar a seleção dos melhores indivíduos 

independentemente da progênie, o que podemos denominar de seleção dentro. 

Arnhold e Soriano (2007) avaliaram esse tipo de seleção e obtiveram ganhos 

maiores para capacidade de expansão e produtividade de grãos em milho pipoca.  

Outra alternativa seria considerar a seleção das melhores progênies e 

levar, para a geração seguinte, todas as plantas das melhores progênies. 

Vilarinho et al. (2003) analisaram a eficiência da seleção de famílias S1 e S2 de 

milho-pipoca, visando à obtenção de linhagens e recomendaram o uso do índice 

de Mulamba e Mock na seleção simultânea em capacidade de expansão e 

produção. Santos et al. (2004), também, avaliaram a eficiência de diferentes 

estratégias de seleção de famílias S2 de milho-pipoca, sendo a melhor, com base 

em ganhos preditos, a seleção entre e dentro de famílias, simultaneamente, em 

capacidade de expansão e produção de grãos, com o auxílio do índice Mulamba 

e Mock. Arnhold e Soriano (2007) analisaram os ganhos preditos para 

capacidade de expansão e produção de grãos na seleção de 35 e 70 famílias S4 

de milho-pipoca. Nesse estudo, os autores verificaram um maior ganho predito 

na seleção das 35 melhores famílias para ambos os caracteres. 
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2.6 Seleção indireta de caracteres 

Geralmente os diversos caracteres de importância econômica estão 

correlacionados entre si, em magnitude e sentido variados. Tal fato implica que a 

seleção em um caráter pode proporcionar alterações em outros, cujo sentido 

pode ser de interesse do melhoramento. Assim, a quantificação dos efeitos 

indiretos da seleção de uma característica sobre outras secundárias é 

fundamental para que se possa orientar os programas de melhoramento para se 

obter ganhos em caracteres de grande importância, mas por questões de 

complexidade, facilidade de identificação e, ou, mensuração, a seleção é 

praticada em caracteres secundários. Um dos caracteres mais avaliados em 

trabalhos envolvendo duplo-haploides é o marcador morfológico das sementes 

R1-navajo. Dessa forma, levar em consideração esse caráter na seleção, 

independentemente da coloração do embrião, pode levar a ganhos genéticos no 

caráter de maior interesse, indução de haploidia. 

Para tal objetivo, a utilização de índices de seleção parece ser uma 

alternativa eficiente, pois permite combinar as múltiplas informações contidas na 

análise experimental, de modo que seja possível a seleção com base em um 

complexo de variáveis que reúna vários atributos de interesse econômico. Smith 

(1936) propôs o uso de índice de seleção, nos programas de melhoramento de 

plantas, como critério de seleção simultânea de duas ou mais características 

correlacionadas. Este procedimento foi adaptado ao ramo animal por Hazel 

(1943). Segundo esses autores, para se estabelecer o índice de seleção, são 

necessários o valor econômico relativo de cada característica, as variâncias 

genotípica e fenotípica de cada característica e as covariâncias fenotípica e 

genotípica entre cada par de características. Tal índice passou a ser reconhecido 

como Índice Clássico.  

Os componentes da produção de grãos em milho, como comprimento de 

espiga, número de fileiras de grãos por espiga, número de grãos por planta, entre 
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vários outros, correspondem a um dos exemplos mais comuns, em que são 

levados em consideração na seleção para se ter ganhos na produtividade de 

grãos. Ribeiro, Ramalho e Prado (2014) e Toledo et al. (2011) observaram que o 

número de grãos por planta é um dos componentes da produção que mais 

influencia na produtividade de grãos de milho. Outro exemplo bastante comum 

em milho é o caso da capacidade de expansão e produtividade de grãos em 

milho-pipoca. Arnhold e Soriano (2007) avaliaram o efeito da seleção pra 

produção de grãos na capacidade de expansão de milho-pipoca e vice-versa. 

Esses autores concluíram que é justificável realizar a seleção na produção de 

grãos para também se ter ganho na capacidade de expansão, dependendo do 

critério de seleção utilizado. 
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3 CONCLUSÕES 

Além do marcador morfológico R-navajo, outras características podem 

ser utilizadas para a identificação de haploides, como a coloração, comprimento 

de raiz e vigor das plantas. 

A citometria de fluxo, contagem cromossômica e uso de marcadores 

moleculares podem ser potenciais ferramentas para confirmação de haploides e 

diploides em milho. 

A utilização de protocolos de duplicação cromossômica de plantas de 

milho utilizando a colchicina pode ser eficiente. 

A avaliação de diferentes estratégias de seleção de progênies e de 

plantas deve ser levada em consideração na obtenção de linhagens indutoras de 

haploidia. 

O uso da seleção indireta para caracteres complexos, como a indução de 

haploidia, pode ser uma boa alternativa para obtenção de ganhos genéticos. 
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CAPÍTULO 2 ESTRATÉGIAS DE SELEÇÃO DE HAPLOIDIA EM 

MILHO TROPICAL USANDO O MARCADOR R-NAVAJO 

 

RESUMO 

 

O objetivo foi comparar a seleção de indivíduos por diferentes estratégias 

envolvendo a seleção entre, entre e dentro e somente dentro das progênies 

indutoras, bem como o efeito da seleção indireta para plantas com endosperma 

roxo na indução de haploides. Foram avaliadas 14 progênies S0:1 e 7 progênies 

S2:3 de milho quanto à taxa de indução de haploidia. Os experimentos foram 

conduzidos na área experimental do Departamento de Biologia da UFLA, em 

Lavras-MG, no ano agrícola 2012/2013 e 2014/2015. Foi conduzido um 

experimento em cada safra e o delineamento utilizado, em ambos, foi o 

inteiramente casualizado, com uma e duas repetições, na safra 2012/2013 e 

2014/2015, respectivamente. Foram avaliadas as características indução de 

haploidia e endosperma roxo, das progênies em cruzamento com o híbrido 

simples GNZ9501. As progênies 2 e 6 se mostraram efetivas na indução de 

haploides em ambas as safras. A seleção entre e dentro de progênies apresentou 

maiores ganhos genéticos para a indução de haploidia. Os resultados obtidos 

mostraram que as plantas dentro das progênies possuem grande variabilidade 

genética para indução de haploidia e endosperma roxo. Dessa forma, é possível 

conduzir a seleção indireta para plantas com endosperma roxo e indução de 

haploidia. 

 

 

Palavras-chave: Milho tropical. Zea mays. Haploides. Seleção entre e dentro de 

progênies. Indução de haploidia. 
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ABSTRACT 
 

The objective was to compare the selection of individuals for different strategies 

involving selection among, between and within and only within the inducer 

progenies as well as the effect of indirect selection for purple induction. 

Fourteen S0:1 progenies and seven S2:3 were evaluated in relation to their haploid 

and purple induction rate in a cross with the GNZ9501 simple hybrid. The 

experiments were conducted in the experimental area of the Department of 

Biology of UFLA in Lavras, Minas Gerais, in the agricultural year 2012/2013 

and 2014/2015. An experiment was conducted in each year, and the design used 

in both was completely randomized, with one and two replications in the 

2012/2013 and 2014/2015, respectively. Progenies 2 and 6 proved effective in 

haploid induction in both years. The selection among and within progenies 

showed higher genetic gains for haploid induction. The results showed that the 

plants within progenies have high genetic variability for haploid and purple 

induction. Thus, it is possible to lead to indirect selection for plants with purple 

endosperm and haploid induction. 

 

 

Palavras-chave: Tropical maize. Zea mays. Haploids. Selection between and 

within progeny. Haploid induction. 
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1 INTRODUÇÃO  

Na cultura do milho, o método in vivo é o mais utilizado para obtenção 

de linhagens duplo-haploides. Essa metodologia envolve, basicamente, três 

etapas principais: identificação e duplicação cromossômica dos haploides e 

autofecundação dos duplo-haploides. No entanto cada uma dessas etapas pode 

ser ineficiente, se não conduzida de maneira adequada, resultando em um 

processo ineficaz.  

Uma das maneiras de aumentar a eficiência desse processo é aumentar a 

taxa de indução de haploidia. A indução haploide in vivo em milho tem tido 

muito sucesso e tem sido utilizada extensivamente nos programas de 

melhoramento de milho comercial (CHAIKAM, 2012). Inicialmente, os 

haploides ocorriam naturalmente em plantações de milho numa frequência de 

0,01% (CHASE, 1951). A descoberta das linhagens Stock 6 e W23 (COE, 

1959), além de outras atuais linhagens indutoras, como a ZMS, KMS e MHI 

(CHALYK, 1999), por exemplo, revolucionaram a aplicação da tecnologia DH 

no melhoramento de milho, principalmente, porque foi possível a obtenção de 

taxas de até 8% de indução. 

Para a obtenção de linhagens indutoras com performance superior, é 

importante a utilização de eficientes estratégias para obtenção de progressos 

genéticos expressivos para a característica considerada.  

Muitos estudos de herança mostraram que a indução in vivo de 

haploides maternais possui controle poligênico (DEIMLING; ROBER; 

GEIGER, 1997; LASHERMES; BECKERT, 1988; RÖBER; GORDILLO; 

GEIGER, 2005). Além disso, nas populações segregantes, foi demonstrado que 

a expressão do alelo responsável da haploidia possui penetrância incompleta 

(BARRET; BRINKMANN; BECKERT, 2008). Uma das estratégias de seleção 

consiste na seleção direta entre progênies, a entre e dentro, simultaneamente, e a 

outra é efetuar a seleção dentro das progênies avaliadas. Estes três tipos de 
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seleção consistem em uma excelente alternativa para os programas de 

melhoramento, pois é possível comparar a seleção realizada entre as melhores 

progênies quanto aos melhores indivíduos dentro das progênies (MARTINS et 

al., 2005). 

A eficiência da seleção, também, pode ser maximizada pelo uso de 

procedimentos estatísticos robustos, como a análise de modelos binomiais 

mistos, especialmente em casos de experimentos de avaliação com elevado 

desbalanceamento de dados (RESENDE, 2002), frequentemente, encontrada no 

caso da indução haploidia uma vez que é uma característica dependente da 

fertilização adequada e de vários outros fatores ambientais. Além disso, 

especificamente no caso de modelos binomiais, o seu uso se intensificou 

(BATISTELLI et al., 2013; COUTO, 2013) pela característica dos dados. 

Apesar de relatos sobre melhores indutores de haploidia com taxas de 

até 8%, são poucas as informações sobre parâmetros genéticos, bem como sobre 

estratégias de melhoramento para obtenção de linhagens e/ou híbridos com boas 

taxas de indução. Neste contexto, foi realizado o presente trabalho, com o 

objetivo de comparar a seleção de indivíduos por diferentes estratégias 

envolvendo a seleção entre, entre e dentro e a dentro de progênies indutoras S0:1 

e S2:3 de haploidia em milho tropical. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Área experimental e genótipos avaliados 

Os experimentos foram conduzidos na área experimental do 

Departamento de Biologia do município de Lavras (MG), da Universidade 

Federal de Lavras (UFLA), situada a 918m de altitude, nas coordenadas 

21°14’30’’ de latitude Sul e a 45°00’10’’ de longitude Oeste, em duas safras 

2012/2013 e 2014/2015.  

Na safra 2012/2013, 14 progênies indutoras de haploidia, 

gimnogenéticas, da geração S0:1, foram avaliadas quanto à indução de haploidia 

no híbrido GNZ9501, em um experimento em delineamento inteiramente 

casualizado com uma repetição. Essas progênies foram selecionadas a partir de 

uma população S0 indutora, oriunda do cruzamento da linhagem KEMS 

(SHATSKAYA et al., 1994) com outras linhagens de origens diversas. A 

semeadura das progênies e do híbrido foi feita, no dia 23 de Novembro de 2012 

e foram distribuídas duas sementes por cova, em linhas de 3 metros, espaçadas 

de 80 centímetros (cm) e 50 cm entre plantas. Aproximadamente, 25 dias após a 

emergência das plantas, foi realizado o desbaste, deixando-se apenas uma planta 

por cova ou duas plantas por metro linear. 

Cada progênie S0:1 foi autofecundada e cruzada com o híbrido simples 

GNZ9501. As progênies indutoras foram utilizadas como parental masculino, 

uma vez que apresentam o sistema gimnogenético de indução de haploidia. Para 

garantir a sincronia de florescimento, as sementes do híbrido simples foram 

semeadas em quatro datas diferentes, 23 e 30 de Novembro e 7 e 14 de 

Dezembro de 2012, ou seja, com intervalo de uma semana entre cada data. 

Todas as plantas indutoras foram identificadas de acordo com sua progênie e 

data de semeadura. Dessa maneira, quando cada cruzamento foi realizado, foram 

anotadas informações de planta, progênie e data de plantio. 
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Na safra 2013/2014, as melhores progênies foram novamente 

autofecundadas. Portanto obteve-se, assim, a geração S2:3. Na safra de 

2014/2015, foi conduzido outro experimento, em um delineamento inteiramente 

casualizado com duas repetições, para avaliação da indução de haploidia dessas 

7 melhores progênies S2:3 com o híbrido simples GNZ9501. As repetições 

consistiram na polinização de duas plantas diferentes do GNZ9501 com o pólen 

de uma mesma planta indutora S2:3. Cada planta S2:3 foi, também, autofecundada. 

Todas as plantas indutoras foram identificadas de acordo com sua progênie. 

Dessa maneira, quando cada cruzamento foi realizado, foram anotadas 

informações de planta e progênie. 

Esse experimento foi instalado, no dia 28 de Novembro de 2014, quando 

ocorreu a semeadura. Foram distribuídas duas sementes por cova, em linhas de 6 

metros, com espaçamento entre linhas de 80 cm e entre plantas de 60 cm. Foi 

realizado o desbaste, 25 dias após a semeadura, para manter uma população de 

uma planta por cova. Para garantir a sincronia de florescimento, as sementes do 

híbrido simples GNZ9501 foram semeadas, em quatro datas diferentes, com 

intervalo de uma semana entre cada uma, ou seja, nos dias 28 de Novembro, 5, 

12 e 19 de Dezembro de 2014.  

Em ambas as safras, foi realizada a adubação de semeadura de 500 kg/ha 

do formulado 10-30-10 e, em cobertura, foram aplicados 500kg/ha de 20-0-20 

após o desbaste. Os demais tratos culturais foram realizados conforme 

recomendação para a cultura do milho.  

As sementes provenientes dos cruzamentos com o híbrido comercial 

GNZ9501 foram avaliadas quanto à coloração roxa do endosperma e do 

embrião. Sementes com endosperma roxo e embrião branco foram consideradas 

haploides, conforme metodologia descrita por Chase e Nanda (1965). Também 

foram contabilizadas as sementes com endosperma e embrião roxo, consideradas 

como sementes roxas, bem como as sementes que não apresentaram a coloração 
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roxa, para que fosse possível a obtenção do número total de sementes obtidas 

por planta. As sementes que estavam muito cobertas por fungo foram eliminadas 

uma vez que dificulta a discriminação da coloração do endosperma. Dessa 

maneira, foram avaliadas duas características diferentes: 

Característica 1: Indução de haploidia = (número de sementes haploides/ 

número total de sementes) x 100. 

Em que: 

Número de sementes haploides = sementes com endosperma roxo e 

embrião branco.  

Número total de sementes= sementes haploides + sementes roxas + 

sementes sem coloração roxa.  

Característica 2: Indução de roxos = (número de sementes roxas/ 

número total de sementes) x 100. 

Em que: 

Número de sementes roxas: sementes com endosperma roxo e embrião 

roxo.  

Número total de sementes= sementes haploides + sementes roxas + 

sementes sem coloração roxa.  

2.2 Análise estatística dos dados 

As análises foram realizadas utilizando-se a abordagem de modelos 

lineares generalizados mistos (MLGM). Para avaliação dos dados de indução de 

haploidia da safra 2012/2013 e 2014/2015, foram empregados, respectivamente, 

os seguintes modelos MLGM binomiais com a função de ligação logit: 
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Em que: 

μ é o intercepto;  

pj é o efeito aleatório da família ou progênie j; 

eij é o efeito aleatório da interação entre indivíduo i e progênie j; 

Logit (p) = ijkkjij

ij
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Em que: 

μ é o intercepto; 

pj é o efeito aleatório da progênie j; 

p(di)j é o efeito aleatório de planta i dentro de progênie j; 

rk é o efeito aleatório de repetição k; 

(e)ijk é o efeito aleatório da interação tripla entre o indivíduo i, repetição k e 

progênie j; 

Sendo que: 

i

ijij

ijij
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mBinomial
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Em que 

ijij uR /  corresponde à proporção observada na parcela que recebeu o 

indivíduo i da progênie j; 

mij : número de haploides; 

πij : indução de haploides/ número total de sementes; 

mi : número total de sementes; 

Utilizando os dados das gerações S0:1 e S2:3, foi realizada a análise de 

deviance pelo método dos modelos lineares generalizados mistos, como 

comentado anteriormente e obtidas as predições BLUP. A significância dos 

efeitos dos modelos foi testada pelo teste qui-quadrado (X
2
) a 5% de 

probabilidade.  
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Para as análises, foi utilizado o pacote lme4 (BATES et al., 2015) do 

software R (R CORE TEAM, 2013). 

2.3 Comparação entre estratégias de seleção 

Com os dados obtidos, foram comparadas estratégias utilizando 

diferentes intensidades de seleção. As metodologias comparadas foram: 

Seleção entre progênies - a partir da análise de deviance utilizando o 

modelo binomial, foi obtido o valor genotípico (BLUP) das 14 e 7 progênies da 

safra 2012/2013 e 2014/2015, respectivamente. Foram selecionadas as 6 

melhores progênies, em ambas as safras, de maneira que fosse possível 

comparar a mesma quantidade de progênies. Todas as plantas de cada progênie 

foram consideradas. 

Seleção entre e dentro de progênies - o valor genotípico (BLUP) das 

progênies foi novamente utilizado para o cálculo do ganho predito. Foram 

utilizadas duas intensidades de seleção diferentes em cada safra. Na safra 

2012/2013, foi selecionado o melhor indivíduo dentro das 12 melhores 

progênies (12x1) e os 3 melhores indivíduos dentro das 3 melhores progênies 

(3x3). Nos dados da safra 2014/2015, foi selecionado o melhor indivíduo dentro 

das 6 melhores progênies (6x1), as 3 melhores progênies e as 3 melhores plantas 

dentro (3x3). 

Seleção dentro de progênies – o valor genotípico individual (BLUP) foi 

considerado para estimar o ganho predito com a seleção. Três intensidades de 

seleção, 50%, 10% e 20% do total de plantas, foram consideradas em ambas as 

safras. Neste caso, as progênies foram desconsideradas, ou seja, as melhores 

plantas independentemente de qual progênie foram escolhidas. 

2.4 Estimativas dos parâmetros genéticos e fenotípicos 

a) Variância ambiental 

 



60 

 

Na análise dos dados da safra 2012/2013, a variância ambiental 

corresponde à variância da interação progênie x planta. Já, na análise da safra 

2014/2015, esta variância é igual à variância da interação progênie x planta x 

repetição. 

 

b) Variância genética dentro de progênies (   
 ) 

Somente para a safra 2014/2015, foi possível a obtenção da variância 

genética dentro de progênies que corresponde às diferenças genéticas entre 

plantas dentro das progênies. 

 

c) Herdabilidade dentro de progênies 

h
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d) Herdabilidade entre médias de progênies 
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2.5 Ganhos preditos com a seleção 

Os ganhos preditos com a seleção (GS), considerando cada uma das 

estratégias, foram estimados de acordo com as seguintes expressões: 

 

a) Seleção entre progênies 

GSentre=dsBLUPentre x h
2

mp 

em que 

dsBLUPentre : valor genotípico das melhores progênies (número dependente 

da intensidade de seleção adotada) menos o valor genotípico médio de todas as 

progênies. 

h
2

mp: herdabilidade entre médias de progênies 
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b) Seleção entre e dentro de progênies 

Safra 2012/2013: 

GStotal = GSentre+GSdentro 

GSentre = dsBLUPentre x h
2

mp 

em que 

dsBLUPentre: valor genotípico das melhores progênies menos o valor 

genotípico médio de todas as progênies. 

h
2

mp: herdabilidade entre médias de progênies 

GSdentro = dsBLUPdentro  

dsBLUPdentro: valor genotípico dos melhores indivíduos menos o valor 

genotípico médio de todas as progênies. Considerando que, no caso de se utilizar 

o BLUP individual, a herdabilidade é considerada igual a um. 

Safra 2014/2015: 

GStotal = GSentre+GSdentro 

GSentre = dsBLUPentre x h
2

entre 

em que 

dsBLUPentre: valor genotípico das melhores progênies menos o valor 

genotípico médio de todas as progênies. 

h
2
entre: herdabilidade entre médias de progênies 

GSdentro = dsBLUPdentro x h
2

dentro 

dsBLUPdentro: valor genotípico dos melhores indivíduos menos o valor 

genotípico médio de todos os indivíduos. 

h
2
dentro: herdabilidade dentro de progênies. 

 

c) Seleção dentro de progênies 

Safra 2012/2013: 

GSdentro= dsBLUPdentro 

em que  



62 

 

dsBLUPdentro: valor genotípico dos melhores indivíduos menos o valor 

genotípico médio de todos os indivíduos. 

 

Safra 2014/2015: 

GSdentro = dsBLUPdentro x h
2

dentro 

dsBLUPdentro: valor genotípico dos melhores indivíduos menos o valor 

genotípico médio de todos os indivíduos. 

h
2
dentro: herdabilidade dentro de progênies. 

 

d) Seleção indireta 

Para a seleção das progênies e indivíduos superiores, o valor genotípico 

individual e das progênies foi utilizado, para o cálculo do índice clássico de 

Hazel (1943) e Smith (1936), dos dados da safra 2014/2015, uma vez que 

somente, nessa safra, foi possível a obtenção das estimativas de variância e 

covariância entre progênies e individual.  

Foram comparadas duas intensidades de seleção na estratégia de seleção 

entre e dentro de progênies. As intensidades de seleção utilizadas foram: 6 

progênies e 1 indivíduo dentro de cada (6x1) e 3 indivíduos dentro das 3 

melhores progênies (3x3). 

O Programa computacional GENES (CRUZ, 2013) foi empregado para 

a realização das análises. 

Para tanto, foram atribuídos pesos econômicos de 3 para indução de 

haploides e 1 para roxos. Tais pesos foram escolhidos, aleatoriamente, por meio 

de tentativas, atentando-se para os ganhos mais favoráveis, para cada 

característica em questão, com ênfase para a indução de haploidia. 

Os cálculos das estimativas dos parâmetros genéticos foram realizados, 

para serem estimados os ganhos por seleção (GS), pela expressão: 

GSx(y)[ISH]=DSx(y)[ISH] * h
2
(x),  
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Em que: 

GSx(y)[ISH] é a resposta em X (indução de haploidia), quando a seleção é 

praticada em Y (indução de roxos).  

DSx(y)[ISH] é o diferencial de seleção do caráter X, quando a seleção com 

base no índice clássico para o caráter Y.  

h
2
(x) é a herdabilidade do caráter X. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Análise estatística dos dados 

A indução de haploidia é uma característica dependente da ocorrência da 

fecundação. Muitos fatores ambientais podem influenciar a taxa de fecundação, 

como temperatura, umidade, nutrição da planta, entre outros. Em condições de 

campo, as plantas estão sujeitas a diferentes condições de estresse, como altas 

temperaturas, que interferem na polinização e na fertilização e, 

consequentemente, na produtividade (THAKUR et al., 2010; ZINN; TUNC-

OZDEMIR; HARPER, 2010). No milho, por exemplo, existe um tipo de 

proteína conhecida como HSPs, a qual é produzida quando as plantas estão em 

condições de altas temperaturas (DUPUIS; DUMAS, 1990). Essas proteínas 

podem interferir no desenvolvimento dos tecidos reprodutivos masculinos e 

femininos da planta. Isto evidencia que a indução de haploidia, normalmente, é 

desbalanceada, exigindo a adoção de procedimentos estatísticos que atenuem 

isso, como, por exemplo, a análise de modelos binomais mistos, pelo 

procedimento BLUP. 

Neste capítulo, para a contagem do número de haploides, foi 

considerada apenas a metodologia de avaliação da coloração do endosperma e 

do embrião, uma vez que, nos programas de melhoramento privados, esta é a 

mais empregada.  

A média de indução de haploidia é um dos principais parâmetros 

analisados, para a tomada de decisão num programa de melhoramento de 

indutores, para obtenção de linhagens duplo-haploides. Dessa maneira, são 

apresentadas as médias da taxa de indução por progênie (TABELA 1).  
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Tabela 1 -  Média ponderada e tamanho amostral (N) da taxa de indução de 

haploidia das 14 progênies avaliadas na safra 2012/2013 e 7 

avaliadas em 2014/2015.  

  % de haploides 

Progênies Safra 2012/2013 Safra 2014/2015 Média da progênie 

1 0,86 

  2 2,3 0,74 1,52 

3 2,5 0,34 1,42 

4 0,88 0,52 0,7 

6 7,92 2,71 5,32 

7 1,56 0 0,78 

8 1,76 1,53 1,65 

9 2,5 

  10 0 

  13 0,61 0 0,31 

15 0 

  18 1,16 

  20 0,3 

  21 0 

  Média  1,60 (1,59-1,65
*
) 0,84 (0,74-1,05) 1,67 (1,65-1,75) 

N 92 148   
*
Intervalo de confiança da média (95% de probabilidade). 

 

A média ponderada de indução de haploidia foi diferente entre as safras, 

tendo reduzido à metade, na segunda safra, quando comparada com a primeira 

safra. No entanto a média geral está dentro dos limites inferiores e superiores. 

Entre as 14 progênies avaliadas na primeira safra, a taxa de indução variou de 

0% a 7,92%. Já, na safra 2014/2015, o intervalo da indução reduziu bastante, de 

0 a 2,71%. As linhagens 7 e 13 que apresentaram uma média de indução de 

1,56% e 0,61%, na safra 2012/2013, na safra 2014/2015, esta taxa de indução foi 

zero, contribuindo para reduzir a média geral dessa última safra. Além disso, a 

coloração do marcador R1-navajo foi menos intensa, na safra 2014/2015, 

quando comparada com a safra 2012/2013, como já comentado no capítulo 
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anterior. Isto pode ter ocorrido, porque as linhagens possuem origem temperada 

e, portanto apresentaram-se pouco adaptadas às condições tropicais de cultivo, 

mostrando-se susceptível ao ataque de pragas e doenças, sensível ao calor e ao 

fotoperíodo. O mesmo foi constatado por Belicuas et al. (2007) e Rabel (2008), 

na utilização da linhagem W23 em condições tropicais. 

A progênie 6 foi a melhor indutora, em ambas as safras, com uma taxa 

média de 5,31%. Indutores com 6 e 15% de indução estão sendo utilizados em 

climas temperados (PRIGGE et al., 2012; ROBER; GORDILLO; GEIGER, 

2005) e tropicais (KEBEDE et al., 2011; PRIGGE et al., 2011). Uma parceria da 

Universidade de Hohenheim com o CIMMYT-Mexico concluiu que é possível 

obter linhagens e híbridos indutores com 8 a 12% de indução, em ambientes 

tropicais, aliada a características agronômicas favoráveis, como boa resistência a 

doenças e insetos. Outra vantagem seria a maior altura dessas plantas, 

facilitando o seu uso, em campos de polinização aberta para a indução, 

reduzindo a mão de obra necessária para a polinização (CHAIKAM; MAHUKU; 

PRASANNA, 2012). 

Foi efetuada a análise de deviance da taxa de indução de haploidia 

(TABELA 2). O efeito de data de semeadura (primeira e segunda data), nos 

dados da safra 2012/2013, foi não significativo a 5% de probabilidade, portanto 

foi desconsiderado do modelo estatístico. 

Nas duas safras, houve diferença significativa entre as progênies e entre 

as plantas dentro das progênies, indicando a existência de variabilidade entre 

elas, condição essa essencial para a seleção (TABELA 2). A herdabilidade entre 

progênies foi de magnitude maior na safra 2012/2013. 

A variabilidade dentro das progênies, também, pode ser confirmada 

pelas estimativas de herdabilidade (h
2
). Na safra 2012/2013, não foi possível 

estimar a herdabilidade dentro de progênies, pois não se tem repetição da taxa de 

indução da mesma planta. A estimativa tendo como unidade de seleção as 
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plantas dentro de progênies apresentou uma magnitude mais elevada na safra 

2014/2015 quando comparada com a herdabilidade entre progênies. Esses 

valores de herdabilidade evidenciam que os valores fenotípicos das plantas são 

bons preditores dos valores genotípicos e que a seleção dentro das progênies é 

eficiente. Na literatura são escassos os relatos de herdabilidade para esta 

característica. Prigge et al. (2011) encontraram uma herdabilidade de 46% para 

indução de haploidia, avaliada pelo cruzamento entre o híbrido indutor 

RWSxUH400 com 45 híbridos simples.  

 

Tabela 2 -  Resultado da análise de deviance da taxa de indução de haploidia de 

quatorze progênies S0:1 indutoras, avaliada na safra 2012/2013 e sete 

progênies S2:3, safra 2014/2015. 

 
Safra 2012/2013 

FV GL Deviance h
2
 (%) 

Progênie 13 0,34* 12,73 

Progênie x Planta  89 2,33   

  Safra 2014/2015 

Progênie 6 0,42* 6,01 

Planta/Progênie 196 0,93* 12,4 

Repetição 1 0,0001 

 Progênie x Planta x Repetição  142 6,57   
*
Diferenças significativas, pelo teste   , com probabilidade de 0,05. 

 

Para fins de ranqueamento e seleção das progênies, foi considerado o 

valor genotípico (BLUP) para indução de haploidia (TABELA 3). Em ambas as 

safras, as progênies que mais se destacaram foram a 2 e a 6. A progênie 8, 

também, foi bastante promissora. No entanto, em geral, de acordo com a 

estimativa da correlação de Spearman (0,27), o desempenho das progênies não 

foi consistente entre as safras. 
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Tabela 3 -  Valor genotípico e correlação de Spearman das 14 e 7 progênies 

avaliadas em relação à indução de haploidia na safra 2012/2013 e 

2014/2015.  

  BLUP progênie  

Prog Safra 2012/2013 Safra 2014/2015 

1 0,60 

 
2 1,12 0,15 

3 1,12 0,03 

4 0,68 0,15 

6 1,99 1,39 

7 0,47 0,08 

8 0,82 0,12 

9 0,72 

 10 0,67 

 13 0,65 0,06 

15 0,63 

 18 0,52 

 20 0,63 

 21 0,76 

 Geral 0,81 0,28 

Correlação de Spearman 0,27
ns

 

 ns
Não significativa a 5% de probabilidade. 

 

A existência da variabilidade entre as progênies, também, pode ser 

constatada por meio da distribuição do BLUP da característica nas diferentes 

safras (FIGURA 1). Na safra 2012/2013, as estimativas do valor genotípico 

variaram de 0 a 0,8 e de 0 a 1,27 para a safra 2014/2015. Além disso, como se 

constata na Figura 1, o BLUP individual tende a concentrar o maior número de 

plantas selecionadas nas progênies de maiores médias. Isto nem sempre 

acontece, pois o melhor indivíduo de uma progênie pode ser inferior ao segundo, 

terceiro ou quarto indivíduo de outras progênies. 
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Figura 1 -  Boxplot do valor genotípico das plantas dentro de cada progênie, da 

taxa de indução de haploidia, avaliada na safra 2012/2013 e 

2014/2015, respectivamente. 

 

 

Depreende-se que é possível obter e explorar a variabilidade genética, 

para o caráter indução de haploidia, em programas de melhoramento de milho, 

com o principal objetivo de aumentar a indução e, ao mesmo tempo, selecionar 

outros caracteres agronômicos desejáveis, que facilitem a utilização dessas 

plantas em condições tropicais. 

3.2 Estratégias de seleção 

Para fins de melhoramento, deve-se utilizar a estratégia de seleção que 

mais otimize o ganho com a seleção (GS). Como há pouca informação a respeito 

do melhoramento de indutores de haploidia, neste estudo, comparamos várias 

estratégias, a entre progênies, entre e dentro e somente dentro de progênies. 

 Considerando o pressuposto de que as estimativas do BLUP são as que 

mais se aproximam do verdadeiro valor genotípico (BERNARDO, 2002) e que a 

ocorrência de desbalanceamento dos dados foi expressiva, para cálculo do 

diferencial de seleção (DS), utilizou-se o BLUP das progênies e o individual. Na 
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safra 2014/2015, o DS foi ponderado pela herdabilidade, para a obtenção do GS 

predito dentro, uma vez que, nesta safra, foi possível a obtenção da variância 

dentro de progênies como já explicado anteriormente. 

Na Tabela 4, estão apresentadas as estimativas de GS preditos das 

diferentes estratégias. Depreende-se que a magnitude das estimativas de GS 

preditos foram maiores e consistentes para a seleção entre e dentro de progênies 

em ambas as safras avaliadas. Além disso, dentro de cada estratégia de seleção, 

foram avaliadas diferentes intensidades de seleção. Na seleção entre e dentro de 

progênies, avaliamos a possibilidade de selecionar mais progênies e menos 

plantas dentro de cada ou de um maior número de plantas em um menor número 

de progênies. De acordo com o GS predito, a melhor alternativa é selecionar 

uma maior quantidade de plantas dentro das melhores progênies. No caso da 

safra 2012/2013, 6 progênies e 3 plantas (GS=0,156 ) e, da safra 2014/2014, 3 

progênies e 3 plantas (GS=0,172). 

Deve ser enfatizado, entretanto, que, embora a magnitude das 

estimativas dos GS tenham sido pequenas, utilizar a seleção dentro de progênies 

com uma alta intensidade de seleção, também, é uma boa opção em casos de 

plantas com menos endogamia, como no caso da geração S0:1. Isso pode ter 

ocorrido, porque, nesta geração, há 0,5 de Variância aditiva (VA) dentro, e na 

geração S2:3, somente 0,125 de VA dentro. Assim, justifica-se a seleção dentro de 

progênies S0:1. 

A intensidade de seleção de 10% foi melhor quando comparada com a 

de 20 e 50%. Isso ocorreu, porque as progênies 2 e 6 possuem plantas muito 

superiores em relação às demais como já comentado no tópico anterior. Em 

milho pipoca, isso, também, foi observado por Arnhold e Soriano (2007) que 

obtiveram um maior ganho na capacidade de expansão e na produção de grãos 

com a seleção dentro de progênies S4. Então, com base nos ganhos preditos, é 
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justificável praticar seleção dentro de progênies S0:1 considerando a indução de 

haploidia. 

 

Tabela 4 -  Progênies dispostas da melhor para a pior em termos de indução de 

haploidia e estimativas dos ganhos preditos com a seleção da indução 

de haploidia para as diferentes estratégias de seleção, avaliada na 

safra 2012/2013. 

  Safra 2012/2013   

Estratégias de seleção Progênies selecionadas GS 

Entre (6 progênies) 6,2,3,8,21,9 0,005 

Entre e dentro (12x1)
1
 6,2,3,8,21,9,1,15,20,13,10,4 0,078 

Entre e dentro (6x3)
2
 6,2,3,8,21,9 0,156 

Dentro (50% ou 46 melhores) 

 

0,036 

Dentro (20% ou 18 melhores) 

 

0,132 

Dentro (10% ou 9 melhores) 

 

0,244 

  Safra 2014/2015   

Entre (6 progênies) 6,4,2,8,7,13 0,0001 

Entre e dentro (6x1)
3
 6,4,2,8,7,13 0,024 

Entre e dentro (3x3)
4
 6,4,2 0,172 

Dentro (50% ou 74 plantas) 

 

0,005 

Dentro (20% ou 28 plantas) 

 

0,020 

Dentro (10% ou 14 plantas)   0,027 
1
 (12x1) – seleção das 12 melhores progênies e do melhor indivíduo dentro de cada 

progênie; 
2
(5x3) – seleção das 5 melhores progênies e dos 3 melhores indivíduos dentro de cada 

progênie; 
3
 (6x1) – seleção das 6 melhores progênies e do melhor indivíduo dentro de cada 

progênie; 
4
(3x3) – seleção das 3 melhores progênies e dos 3 melhores indivíduos dentro de cada 

progênie; 

 

Levando em consideração as baixas magnitudes de herdabilidade 

observadas para a taxa de indução de haploidia, em ambas as safras, recomenda-

se que o tamanho amostral seja o maior possível, consequentemente, a 

intensidade de seleção a ser utilizada pode ser mais intensa.  
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3.2.1 Seleção indireta de caracteres  

Em virtude da alta complexidade genética e grande influência ambiental 

sob a indução de haploidia dos genótipos indutores, torna-se interessante estudos 

de ganhos genéticos indiretos, para aumentar a indução de haploidia, quando a 

seleção é feita para endosperma roxo (indução de roxos). Isso se justifica, 

principalmente, porque haploides selecionados num programa de melhoramento 

devem, necessariamente, possuir endosperma roxo. Dessa maneira, a obtenção 

de estimativas de correlação genética entre haploides e roxos, bem como da 

resposta correlacionada à seleção, podem ser bastante interessantes e 

informativas. 

Para calcular a resposta correlacionada à seleção (RC) e estabelecer 

índices de seleção, é preciso ter, em mãos, estimativas de variância e covariância 

genéticas e ambientais (RAMALHO; FERREIRA; OLIVEIRA, 2012). Por esse 

motivo, foram obtidas estimativas de RC do número de haploides e de roxos da 

safra 2014/2015. 

Na Tabela 5, estão os resultados da análise de deviance, estimativas de 

herdabilidade, correlação genética e ambiental, do caráter número de sementes 

com endosperma roxo da safra 2014/2015. A fonte de variação plantas dentro de 

progênies foi altamente significativa (P<0.001). Dessa forma, existe 

variabilidade genética para o caráter em questão.  

As estimativas da correlação genética e ambiental entre haploides e 

roxos, também, estão apresentadas na Tabela 5. Como se constata, a correlação 

genética entre haploides e roxo foi alta e positiva, quando avaliada em nível de 

plantas (rG= 0,69). Uma alta correlação genética indica que os caracteres 

envolvidos são controlados pelos mesmos genes ou são genes ligados 

(FALCONER; MACKAY, 1996). Isso favorece a utilização da seleção indireta. 

A correlação ambiental (rE=3,46), também, foi alta e positiva e, por isso, 
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entende-se que os dois caracteres são influenciados pelas mesmas variações 

ambientais (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004). 

 

Tabela 5 - Resultado da análise de deviance da indução de roxos, herdabilidade 

(h
2
) e correlação genética e ambiental da indução de haploidia e de 

roxos, de sete progênies S2:3 indutoras, avaliada na safra 2014/2015. 

  Safra 2014/ 2015 

FV GL Deviance h
2 
(%) Correlação  

Progênie 6 9,81 x 10
-6

 8x10
-5

 3,13 x 10
-5

 

Planta/Progênie 196 0,47
***

 3,92 0,69 

Repetição 1 1,13 x 10
-11

 
 

 (Progênie x Planta x Repetição) 142 12,00   3,46 
***

Diferenças significativas, pelo teste   , com probabilidade de 0,001%. 

 

Como ambas as características apresentam herdabilidade baixa, utilizar a 

seleção simultânea, para ambas as características, pode ser uma alternativa 

viável. Para isso, foram obtidas estimativas da RC a haploides e roxos, 

utilizando as estratégias entre e dentro de progênies com duas intensidades de 

seleção diferentes, ou seja, das 6 melhores progênies e do melhor indivíduo 

dentro (6x1) e da seleção das 3 melhores progênies e dos 3 melhores indivíduos 

dentro (3x3) (TABELA 6). Foram comparadas duas intensidades de seleção, na 

estratégia de seleção entre e dentro de progênies, uma vez que esta estratégia 

demonstrou como a melhor para a indução de haploides, como comentado no 

tópico anterior. A seleção entre e dentro de progênies foi feita, com base no 

índice clássico, com pesos 3 para haploides e 1 para roxos. 

A seleção entre e dentro de progênies, utilizando uma intensidade de 

seleção menor, foi a melhor alternativa, para obter ganhos genéticos no número 

de haploides, ao contrário do que ocorreu com o ganho predito pela seleção 

direta de haploides. Isso pode ser explicado, porque a geração S2:3 foi avaliada e, 

nesse caso, a variância aditiva (VA) dentro é menor. Além disso, a magnitude do 
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ganho predito, via seleção indireta do número de sementes com endosperma 

roxo, obteve ganhos, praticamente iguais, quando comparada à seleção direta de 

haploides. 

Arnhold e Soriano (2007), também, obtiveram resultados mais 

favoráveis, utilizando o índice de Mulamba e Mock, para produção de grãos e 

capacidade de expansão em milho pipoca. 

 

Tabela 6 -  Ganhos preditos com duas estratégias de seleção entre e dentro de 

progênies S2:3, em relação à indução de haploides (%) e de roxos (%), 

considerando a seleção com base no índice clássico (IHS), com pesos 

3 para indução de haploides e 1 para roxos. 

 
GS(x)y= DSx(y) x h

2
(X) 

Estratégias de seleção Haploides (%) Roxos (%) 

Entre e dentro (6x1)
1
 0,20 0,21 

Entre e dentro (3x3)
1
 0,08 0,08 

1
 (6x1) – seleção das 6 melhores progênies e do melhor indivíduo dentro de cada 

progênie; 
2
(3x3) – seleção das 3 melhores progênies e dos 3 melhores indivíduos dentro de cada 

progênie; 
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4 CONCLUSÕES 

As estimativas de herdabilidade da indução de haploidia e de roxos 

foram de pequena magnitude. 

As progênies 2 e 6 podem induzir haploides em milho tropical. 

Considerar a seleção entre e dentro de progênies, para indução de 

haploides e roxos, é uma boa alternativa para aumentar a eficiência da seleção de 

haploides. 
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CAPÍTULO 3 IDENTIFICAÇÃO DE HAPLOIDES E OBTENÇÃO DE 

LINHAGENS DUPLO-HAPLOIDES EM MILHO 

 

RESUMO 

 

Uma das limitações da produção de linhagens duplo-haploides in vivo em milho 

é a incapacidade em, efetivamente, identificar haploides em uma proporção 

significativa, principalmente, pela possibilidade da inibição completa ou parcial 

do uso do marcador de coloração R1-nj (Navajo). O objetivo deste estudo foi 

identificar haploides por outros marcadores, além do marcador R-navajo, o 

comprimento e coloração da raiz, vigor de plantas, citometria de fluxo, 

contagem cromossômica e marcadores moleculares microssatélites, bem como 

caracterizar haploides duplicados pela citometria de fluxo. Foram avaliados 552 

e 260 haploides, obtidos pelo cruzamento de progênies indutoras de haploidia 

S0:1 e S2:3 com o híbrido simples GNZ9501, na safra 2012/2013 e 2014/2015, 

respectivamente. Os três haploides identificados por citometria da safra 

2012/2013 foram submetidos a um protocolo de duplicação cromossômica. 

Marcadores morfológicos podem resultar em uma alta proporção de falsos 

positivos ou, ainda, na não identificação de haploides. O uso da citometria de 

fluxo e de marcadores moleculares codominantes de DNA são os mais 

recomendados para a confirmação dos haploides. A duplicação cromossômica 

para obtenção dos duplo-haploides foi eficiente, no entanto a amostra analisada 

foi pequena, necessitando que outros estudos sejam realizados para confirmar a 

eficácia do protocolo.  

 

 

Palavras-chave: Citometria de fluxo. Zea mays. Contagem cromossômica. 

Duplicação cromossômica. Ploidia. 
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ABSTRACT 

 

One of the limitations of the in vivo double haploid lines production in maize is 

the inability to identify a significant proportion of haploid mainly due to the 

possibility of full or partial inhibition of the use of the color marker R1-nj 

(Navajo). The aim of this study was to identify haploid using other markers in 

addition to the R-Navajo marker, length and root color, plant vigor, flow 

cytometry, chromosome counting and microsatellite molecular markers and 

characterize haploid and doubled haploids by flow cytometry. We evaluated 552 

and 260 haploid obtained by crossing 14 S0:1 and 7 S2:3 haploid-inducing 

progenies with the simple hybrid GNZ9501 in 2012/2013 and 2014/2015, 

respectively. Morphological markers can result in a high proportion of false 

positives or not the identification of haploid. The use of flow cytometry and 

codominant molecular markers of DNA are the most recommended for haploid 

confirmation. The three haploid identified by flow citometry in 2012/2013, have 

undergone a chromosomal duplication protocol. Chromosome doubling to obtain 

the double-haploid lines was efficient, however, the analyzed sample was small, 

requiring further studies to confirm the effectiveness of the Protocol. 

 

 

Key-words: Flow citometry. Zea mays Chromosome couting. Chromosome 

doubling. Ploidy. 
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1 INTRODUÇÃO 

A obtenção de híbridos de milho com alto desempenho depende do 

cruzamento entre linhagens elite (PATERNIANI; CAMPOS, 1999). 

Normalmente essas linhagens possuem alta capacidade geral de combinação, ou 

seja, são aquelas que, quando utilizadas em cruzamentos com outros genótipos, 

possuem uma grande contribuição de alelos favoráveis.  

Para a obtenção de linhagens elites, os melhoristas podem utilizar o 

processo tradicional de sucessivas autofecundações ou a tecnologia de duplo-

haploides. A obtenção via duplo-haploides é uma alternativa disponível na 

cultura do milho, para acelerar a obtenção de linhagens e obter outras vantagens 

diretamente relacionadas à qualidade na avaliação e obtenção de híbridos. Esta 

técnica consiste na produção de linhagens homozigotas com apenas uma 

geração, pelo uso de haploides duplicados, também, conhecidos como duplo-

haploides ou di-haploides (CHASE, 1952). 

Na cultura do milho, o método in vivo é o mais utilizado. Esse método 

baseia-se na utilização de linhagens indutoras de haploides, seguida da 

duplicação cromossômica (GEIGER; GORDILLO, 2009). Além disso, a 

linhagem indutora, que gera haploides de origem materna, também, é a mais 

interessante, principalmente, para as empresas de sementes, uma vez que este 

sistema alia as maiores taxas de indução dos indutores modernos com a 

praticidade da possibilidade, na utilização de campos abertos de polinização, 

principalmente, quando se trata de indutores tropicais, os quais possuem maior 

porte. Além disso, é possível induzir a haploidia em diferentes genótipos 

simultaneamente (FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; BORÉM, 2012). 

Um ponto chave para a aplicação da indução in vivo em escala 

comercial é um screening eficiente que permita ao melhorista diferenciar grãos 

ou seedlings haploides, daqueles formados a partir da fertilização regular. O 

marcador morfológico R-navajo, presente nos indutores de haploidia, expressa a 
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coloração roxa no endosperma e no embrião e é o mais utilizado até hoje para a 

discriminação dos haploides (FRITSCHE-NETO; GARBUGLIO; BORÉM, 

2012). Sementes haploides apresentam a coloração roxa somente no 

endosperma, uma vez que o embrião não possui o DNA do parental indutor. No 

entanto, em virtude da discriminação não eficiente desse marcador, 

principalmente, em genótipos que não possuem a coloração natural de 

antocianina, outras características vêm sendo analisadas. Uma delas é a 

citometria de fluxo que permite a quantificação do DNA das plantas 

(BATISTELLI et al., 2013; COUTO et al., 2013, 2015), além do uso de 

marcadores moleculares codominantes, como os microssatélites, que permitem 

distinguir os haploides dos diploides (BATTISTELI et al., 2013; COUTO et al., 

2013, 2015; LI et al., 2009; RABEL, 2008). Várias outras características 

morfológicas foram avaliadas em estudos, principalmente, pela sua facilidade de 

aplicação, como coloração (CHAIKAM et al., 2016) e comprimento de radícula 

(ROTARENCO et al., 2010), vigor (BATTISTELI et al., 2013; ROTARENCO; 

ADICU; SARMANIUC, 2009), além da viabilidade polínica (COUTO et al., 

2015), uma vez que indivíduos haploides não apresentam divisões meióticas 

regulares e, consequentemente, podem apresentar reduzida viabilidade do pólen. 

Do exposto, o trabalho tem como objetivos identificar haploides pelo 

marcador R-navajo, comprimento e coloração da raiz, vigor de plantas, 

citometria de fluxo e marcadores moleculares microssatélites. Estabelecer 

protocolos para a contagem cromossômica de haploides, além de obter linhagens 

duplo-haploides. 

  



87 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Área experimental e genótipos avaliados 

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação do 

Departamento de Biologia do município de Lavras (MG), situado a 918m de 

altitude, nas coordenadas 21°14’30’’ de latitude Sul e a 45°00’10’’ de longitude 

Oeste, em duas safras 2012/2013 e 2014/2015.  

A análise mitótica das plantas obtidas na safra 2012/2013 e 2014/2015 

foram realizadas no laboratório de Citogenética Vegetal. As atividades, para o 

uso de marcadores moleculares SSR, para discriminação dos haploides e dos F1 

heterozigotos, obtidos na safra 2014/2015, foram realizadas no laboratório de 

Genética Molecular. Ambos os laboratórios estão localizados no Departamento 

de Biologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras – MG. Já a citometria de 

fluxo das plantas, obtida na safra 2012/2013, foi conduzida no Laboratório de 

Cultura de Tecidos de Plantas do Departamento de Agricultura da mesma 

Universidade. A citometria de fluxo dos prováveis haploides da safra 2014/2015 

foi efetuada no Laboratório de Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite, 

Juiz de Fora – MG. 

Primeiramente, foram selecionadas 14 plantas de uma população S0 

indutora, oriunda do cruzamento da linhagem KEMS (SHATSKAYA et al., 

1994) com outras linhagens de origens diversas. Na safra 2012/2013, 14 

progênies indutoras da geração S0:1 foram cruzadas com o híbrido GNZ9501 

para a obtenção de haploides. As progênies indutoras foram utilizadas como 

parental masculino, uma vez que apresentam o sistema gimnogenético de 

indução de haploidia. Para garantir a sincronia de florescimento, as sementes do 

híbrido simples foram semeadas, em quatro datas diferentes, 23 e 30 de 

Novembro e 7 e 14 de Dezembro de 2012, com intervalo de uma semana entre 

cada data de semeadura.  
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 A safra 2013/2014 foi utilizada somente para avanço de uma geração de 

endogamia das sete melhores progênies avaliadas na safra anterior, 2012/2013, 

obtendo-se, assim, a geração S2:3.  

Na safra de 2014/2015, foi instalado um campo de cruzamento contendo 

as sete progênies S2:3 e o híbrido simples GNZ9501, para a obtenção de 

sementes haploides. Para garantir a sincronia de florescimento, as sementes do 

híbrido simples GNZ9501 foram semeadas, em quatro datas diferentes, com 

intervalo de uma semana entre cada uma, ou seja, nos dias 28 de Novembro, 5, 

12 e 19 de Dezembro.  

Em ambas as safras, foi realizada a adubação de base e de cobertura, de 

acordo com as seguintes dosagens: 500 kg/ha do formulado 10-30-10 e 500kg/ha 

de 20-0-20 após o desbaste. Os demais tratos culturais foram conduzidos 

conforme recomendações para a cultura do milho.  

As sementes provenientes dos cruzamentos com o híbrido comercial 

GNZ9501 foram avaliadas quanto à indução de haploidia. Para isso, foram 

separadas, visualmente, de acordo com a metodologia descrita no item 2.3.1. 

Posteriormente, todas as sementes haploides foram semeadas em vasos, em casa 

de vegetação, localizada no Departamento de Biologia da Universidade Federal 

de Lavras. Após a germinação, as plantas foram avaliadas quanto às 

características vigor de plantas, comprimento e coloração de radícula, 

quantidade de DNA pela citometria de fluxo, número de cromossomos e perfil 

de bandas com o uso de marcadores moleculares SSR, como descrito com 

detalhes no tópico a seguir. As plantas haploides, confirmados pela citometria de 

fluxo, foram submetidas à duplicação cromossômica, conforme metodologia 

descrita no item 2.4. 
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2.2 Obtenção e identificação de haploides 

Os haploides foram identificados de acordo com caracteres 

morfológicos, citogenéticos e moleculares, como descrito a seguir. 

2.2.1 Marcador morfológico R-navajo 

As sementes obtidas pelos cruzamentos foram separadas, visualmente, 

de acordo com a presença da coloração roxa do endosperma e do embrião. Grãos 

com endosperma roxo e embrião branco foram considerados haploides, 

conforme metodologia descrita por Chase e Nanda (1965) e demonstrado na 

Figura 1. As sementes que estavam muito cobertas por fungo foram eliminadas 

uma vez que dificultam a visualização da coloração do endosperma. 

 

Figura 1 -  Classificação das sementes pelo marcador R1-navajo. Exemplo de 

semente diploide e haploide colhida na safra 2012/2013 e safra 

2014/2015. 

 

2.2.2 Avaliação do vigor das plantas 

O vigor das plantas foi avaliado 8 e 20 dias após a semeadura das 

sementes em vasos na casa de vegetação. Plantas que apresentaram, 

visualmente, alturas e folhas menores em relação às demais foram classificadas 

como haploides.  

2.2.3 Comprimento e coloração das raízes 

O comprimento e coloração das raízes foram avaliados 28 dias após a 

semeadura das sementes obtidas na indução da safra 2012/2013 e 2014/2015. 
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Para isso, as plântulas foram retiradas do vaso e a presença da coloração roxa na 

raiz foi avaliada visualmente. Plantas que não apresentaram a coloração roxa 

foram consideradas haploides. O comprimento da raiz, também, foi mensurado 

com o auxílio de uma régua. Plantas que apresentaram raiz muito profunda 

foram consideradas diploides. 

2.2.4 Citometria de fluxo 

O plantio dos haploides, em vasos em casa de vegetação, colhidos na 

safra 2012/2013, foi realizado no dia 21 de Novembro de 2014, na casa de 

vegetação e a citometria de fluxo, realizada 11 a 14 dias, após o plantio, no dia 

02 a 05 de Dezembro de 2014. Os haploides da safra 2014/2015, foram 

semeados no dia 06 de Maio de 2015 e a citometria foi efetuada no dia 17 de 

Junho de 2015. 

Para realização da técnica de citometria de fluxo, foram utilizadas folhas 

jovens com 20-30 mg de todos os possíveis haploides de cada geração avaliada. 

Cada amostra dessas plantas da safra 2012/2013 e 2014/2015 foi comparada 

com aproximadamente, 20-30 mg de folhas jovens da espécie Pisum Sativum 

(9,09 pg/2C), como padrão externo e interno de referência, respectivamente. O 

tampão de extração foi o LB01, para a obtenção da suspensão nuclear 

(DOLEZEL, 1997). 

Cada suspensão foi analisada no citômetro de fluxo. Os histogramas 

obtidos foram avaliados pelo software WinMDI 2.8 (2009) para a avaliação dos 

picos de DNA. A estimativa do conteúdo de DNA nuclear (pg) de cada amostra 

foi realizada, por meio da comparação da posição do seu pico G1 com o pico G1 

do padrão interno ou externo de referência, com conteúdo de DNA conhecido. 

Para essa comparação foi utilizada a seguinte expressão: 

xR
S

E
Q 








 , em que: 
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Q é a quantidade de DNA da amostra avaliada (pg/2C).  

E é a posição do pico G1 da amostra.  

S é a posição do pico G1 do padrão de referência.  

R é a quantidade de DNA da amostra padrão (9,09 pg/2C).  

 Pela quantidade de DNA foi possível fazer inferências a respeito do 

nível de ploidia dos genótipos avaliados. 

2.2.5 Contagem cromossômica  

As radículas das plântulas haploides semeadas na casa de vegetação 

foram utilizadas, para o preparo das lâminas de mitose, como será descrito com 

detalhes a seguir.  

As pontas das radículas foram cortadas e colocadas em pré-tratamento 

com colchicina, como bloqueador das fibras do fuso mitótico 0,1% por 5 horas 

na geladeira. Posteriormente, foram colocadas em Carnoy (etanol-ácido acético, 

2:1) e deixadas a -20°C no freezer, até o momento do uso. 

A montagem das lâminas da mitose foi efetuada pela técnica de secagem 

a chama (DONG et al., 2000). A digestão enzimática da parede celular foi 

realizada com as enzimas Pectinase e Celulase, nas quantidades de 100U e 

200U, respectivamente, por 45 minutos. Para a digestão, as amostras foram 

deixadas em uma estufa a uma temperatura de 37°C. As lâminas foram coradas 

com Giemsa a 5% e foram analisadas em microscópio óptico com aumento de 

100x para a contagem dos cromossomos. Para a determinação do número 

cromossômico, foi utilizado um total de, aproximadamente, 20 metáfases em 

relação a todas as lâminas avaliadas. 

2.2.6 Uso de marcadores microssatélites de DNA 

Para as análises utilizando-se de SSR, foram coletadas amostras foliares 

de todos os possíveis haploides pré-caracterizados pelo R-navajo, bem como do 
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parental feminino, o híbrido simples GNZ9501 e dos parentais masculinos, os 

indutores de haploidia. 

A extração de DNA foi realizada de acordo com Doyle e Doyle (1987). 

Após o precipitado ser secado, foi diluído com 50 µl de água ultrapura com 2µl 

de RNAse (10 mg mL-1), a uma temperatura de 37°C por 1 hora. O DNA foi 

quantificado em espectrofotômetro GE Nanovue. 

Para este estudo, foi utililizado um par de primer SSR aleatório 

(BNLG1233), já utilizado em trabalhos com a cultura do milho para a mesma 

finalidade. Para a revelação dos géis, utilizou-se o método de coloração com 

nitrato de prata. Após a verificação do polimorfismo dos genitores, o primer foi 

classificado como polimórfico e, então, usado para detectar os haploides 

gimnogenéticos. 

As reações de PCR foram realizadas levando-se em consideração o 

estudo de Couto et al. (2013) que utilizaram o mesmo primer. Neste estudo, 

utilizamos 4,5µL de DNA, 0,4µL do primer, 1µL de cada dNTP, 1 µL de 

tampão, 0.96µL de Taq diluente e 0,6U da enzima Taq polimerase e 2,2 µL de 

água pura, em um volume total de 33µL. As amplificações utilizadas foram 

realizadas de acordo com a seguinte programação: uma etapa de desnaturação 

inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida por dez ciclos a 94 °C por 20 segundos, 

65 °C por 30 segundos e 72 °C por 20 segundos, com a redução da temperatura 

de anelamento a 1 °C a cada ciclo até atingir 52 °C, seguidos por mais 20 ciclos 

com a temperatura de anelamento a 56 °C e uma etapa final a 72 °C por 5 

minutos. 

Os produtos de amplificação foram separados em gel de poliacrilamida 

10% por eletroforese a 100 V por 90 minutos. 
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2.3 Duplicação cromossômica 

Os haploides identificados na citometria de fluxo da safra 2012/2013 

foram submetidos ao procotolo de duplicação, segundo Couto et al. (2013), 28 

dias após a semeadura em vasos em casa de vegetação. O protocolo utilizado foi 

de imersão das raízes em solução de 0,1% de colchicina, dimetilsulfóxido 0,1% 

(DMSO) e Tween 20 a 0,1%, por 6 horas, em temperatura ambiente, média de 

20°C. Após o tratamento com colchicina, as plântulas foram transferidas para 

casa de vegetação. Aproximadamente, 14 dias após a aclimatação dessas 

plântulas em virtude da duplicação, foi realizada a citometria de fluxo utilizando 

o mesmo padrão externo citado, previamente, no item 2.3.5. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Identificação e caracterização de haploides por meio da avaliação do 

marcador R-navajo, comprimento e coloração de raiz, vigor, citometria 

de fluxo, contagem cromossômica e marcadores moleculares SSR 

A quantidade de sementes obtida e a indução dos potenciais haploides 

dos cruzamentos do híbrido comercial GNZ9501 com as progênies indutoras de 

haploidia, da safra 2012/2013 e 2014/2015, estão representadas na Tabela 1. 

Depreende-se que a indução de haploides foi diferente entre as safras, 

apresentando uma média de 2,48%. 

 

Tabela 1 -  Número de sementes selecionadas com base no marcador R1-navajo 

e haploide de acordo com a coloração do endosperma, total de 

sementes obtidas e média ponderada da indução de haploidia. 

Safra Total 

Total de sementes 

selecionadas pelo R-

navajo 

Número de 

sementes 

haploides 

Indução de 

haploides 

(%) 

2012/2013 17603 5279 552 3,14 

2014/2015 14270 389 260 1,82 

 

 Por meio das avaliações pelo marcador R1-navajo, foi possível separar 

as sementes dos potenciais haploides dos diploides. No entanto observa-se que a 

expressão da coloração de antocianina foi diferente entre as safras. Isso pode ser 

visualizado, na Figura 2, em que, além da expressão desse gene ter sido menos 

intensa na safra 2014/2015, a sua intensidade de coloração, também, foi 

reduzida. Isto é interessante uma vez que foi utilizado apenas um genótipo, o 

GNZ9501, em cruzamento com as plantas indutoras. Belicuas et al. (2007) 

ressaltam que esse gene R-navajo apresenta expressividade variável e 

penetrância incompleta. Dessa forma, o marcador não fornece uma indicação 
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precisa dos haploides, fazendo com que falsos haploides sejam selecionados, 

bem como haploides não sejam identificados.  

 

Figura 2 -  Expressão fenotípica do marcador R-navajo, avaliada nas 

sementes obtidas nas safras 2012/2013 e 2014/2015. 

 
 

Essa expressão diferenciada do marcador R1-navajo, de acordo com as 

condições ambientais e, principalmente, em razão do background genético do 

genótipo doador, tem sido observada em outros estudos. Isto acontece, 

principalmente, porque alguns germoplasmas possuem a expressão da 

antocianina natural no tecido do pericarpo (CHAIKAM et al., 2016), além do 

tipo de grão poder influenciar nesse caráter, como é o caso do milho que pode 

apresentar grãos duros ou dentados, por exemplo (EDER; CHALYK, 2002). 

Eder e Chalyk (2002) observaram que a indução de haploides, em caso 

de indutores gimnogenéticos, é bastante influenciada pelo tipo de germoplasma 

utilizado como parental feminino, considerando o tipo de grãos. Esses autores 

compararam a indução de haploidia, em 20 genótipos diferentes, populações 

sintéticas, híbridos simples e híbridos triplos, que possuem grãos duros, 

dentados e ambas as características (duro x dentado) e observaram que todos os 

efeitos, como geração segregante e tipo de grãos, influenciaram na indução. A 

expressão do marcador R1-navajo foi melhor em genótipos dentados e dentados 

x duros, quando comparada a genótipos com grãos duros.  
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No presente estudo, o híbrido GNZ9501 apresenta grãos do tipo 

semiduro. Kebede et al. (2011) observaram uma maior taxa de indução de 

haploidia, no inverno do Mexico, de 7.37% de indução, quando comparado com 

o verão, 6,11% de indução. Além disso, concluíram que o background genético 

bem como as condições ambientais, durante a polinização, também, foram 

fatores determinantes na obtenção de haploides. 

Diversas características morfológicas têm sido testadas para a 

identificação dos haploides e diploides em milho. Couto et al. (2013) avaliaram 

comprimento, peso, largura e espessura das sementes dos haploides. No entanto 

esses autores observaram que estas características não foram eficientes para a 

sua discriminação. A coloração roxa da radícula tem sido demonstrada como 

uma característica eficiente para esse tipo de discriminação (CHAIKAM et al., 

2016; ROTARENCO; ADICU; SARMANIUC, 2009; ROTARENCO et al., 

2010). 

A coloração roxa da raiz das plantas foi avaliada para a discriminação 

dos haploides e diploides. Neste estudo, essa coloração foi observada em alguns 

diploides, como pode ser observado, na Figura 4, da safra 2012/2013. Na safra 

2014/2015, a maioria das raízes não apresentou a coloração roxa. Chaikam et al. 

(2016) observaram que essa característica só é eficiente em casos em que os 

indutores apresentam essa coloração na raiz, fazendo com que a característica 

seja expressa na raiz dos diploides. Para comprimento de raiz, os genótipos não 

apresentaram diferenças expressivas que permitissem uma distinção entre 

haploides e diploides, em ambas as safras (FIGURA 3 e 4).  
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Figura 3 -  Avaliação do comprimento de raiz para haploide e diploide de acordo 

com o marcador R-navajo, safra 2012/2013. 

 
 

Figura 4 -  Avaliação do comprimento de raiz para haploide e diploide de acordo 

com o marcador R-navajo, safra 2014/2015. 

 
 

A citometria de fluxo foi realizada, em todos os possíveis haploides da 

safra 2012/2013, selecionados com base na coloração do endosperma. Para isso, 

todas as sementes dos possíveis haploides (552 sementes) foram semeadas em 

vasos em casa de vegetação. A porcentagem de germinação dessas sementes foi 

de, aproximadamente, 70%, totalizando, assim, 386 plantas possíveis haploides 

avaliados pela citometria de fluxo. Esta técnica tem sido utilizada em diversos 

estudos com duplo-haploides pela sua acurácia, rapidez e confiabilidade para 
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identificá-los (COUTO et al., 2013). Também é de grande utilidade em outras 

espécies, especialmente, aquelas cultivadas in vitro, tais como citros (LATADO 

et al., 2007), colza (MOHAMMADI et al., 2012) e algumas espécies de 

brachiaria (PAULA et al., 2013). 

A citometria de fluxo confirmou três haploides, da progênie indutora 6, 

dos 386 avaliados da safra 2012/2013 (FIGURA 5). As Figuras 5 (A, B e C) são 

exemplos de histogramas oriundos de plantas haploides. Na Figura 5 (A), é 

apresentado o pico G1 das células haploides da amostra, com a quantidade de 

DNA de 2,34 pg/2C, estimada pela comparação com a quantidade de DNA, 

usando a ervilha (Pisum sativum) como padrão, com a quantidade de DNA 

conhecida de 9,09 pg/2C. Por meio da estimativa da quantidade de DNA da 

amostra, fica evidente que apresentou, aproximadamente, a metade da 

quantidade de DNA do híbrido doador. O pico menor próximo ao pico G1 da 

amostra é considerado como o pico G2 das células haploides.  

 

Figura 5 -  Histogramas das ploidias detectadas em citometria de fluxo em 

plantas selecionadas como possíveis haploides pelo marcador R-

navajo, obtidas na safra 2012/2013. A) Histograma da planta 1 da 

progênie 6 com o padrão externo Pisum sativum. B) Histograma da 

planta 2 da progênie 6. C) Histograma da planta 3 da progênie 6. D) 

Histograma do genitor feminino diploide, GNZ9501. 
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A seleção de haploides da segunda safra (2014/2015) foi feita, também, 

pelo vigor das plantas, além do marcador R-najavo, a fim de identificar falsos 

haploides (FIGURA 6). Dessa forma, plântulas com menor vigor foram 

consideradas como haploides. Batistelli et al. (2013) e Rotarenco, Adicu e 

Sarmaniuc (2009), trabalhando com indutores de haploides maternos, 

verificaram que, mesmo na presença do gene inibidor de antiocianina Cl-1, é 

possível substituir o marcador R1-navajo pelo vigor das plantas para a 

discriminação dos haploides e diploides. Battistelli et al. (2013) e Couto et al. 

(2013) salientam que, também, é possível eliminar os diploides considerando o 

vigor em plantas adultas. Batistelli et al. (2013) e Prigge et al. (2011) comentam 

que a utilização dessa característica, para identificação de haploides, é mais 

eficaz quando um híbrido simples é utilizado como genótipo induzido, que é o 

caso deste estudo em que foi utilizado o híbrido simples GNZ9501. Isto é 

observado, provavelmente, pelo fato de que híbridos simples apresentam vigor 

maior quando comparado a outras gerações segregantes ou outros tipos de 

híbridos. 
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Figura 6 -  Classificação das plantas obtidas na safra 2014/2015, de acordo com 

o vigor, avaliado 20 dias após a semeadura em casa de vegetação. A 

sete vermelha indica as plantas consideradas como haploides. 

 

 

O vigor das plantas da safra 2014/2015, pré-selecionadas como 

potenciais haploides pelo marcador R1-navajo, foi avaliado 8 e 20 dias após o 

plantio. De acordo com essa característica, foram consideradas 16 plântulas 

como possíveis haploides e, portanto foi efetuada a citometria de fluxo, análise 

mitótica e uso de marcadores moleculares SSR para confirmar a sua ploidia.  

Por meio das análises de citometria desses possíveis haploides 

identificados como baixo vigor, foram identificadas somente plantas diploides 

(FIGURA 7). Na Figura 7 (A e B), é apresentado o histograma de duas 

repetições de uma das 16 plantas analisadas na citometria. Observa-se que 

ambas as repetições da planta analisada são diploides. Além disso, essas plantas 

diploides apresentaram, praticamente, a mesma quantidade de DNA do genótipo 

doador feminino, que corresponde a um híbrido simples diploide (FIGURA 8). 
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Figura 7 -  Histogramas das ploidias detectadas em citometria de fluxo em 

plantas de milho, safra 2014/2015. A) Histograma da planta L7R1 e 

do padrão interno ervilha (Pisum sativum). B) Histograma da planta 

L7R2. 

 
 

Figura 8 -  Histograma do genitor diploide feminino, GNZ9501, e do padrão 

interno ervilha (Pisum sativum), obtido em citometria de fluxo, da 

safra 2014/2015.  

 
 

Outro ponto relevante a ser comentado sobre a citometria de fluxo, 

efetuada nas safras 2012/2013 e 2014/2015, é que a taxa de indução de 

haploidia, de acordo com a citometria, foi de apenas 0,02% e 0% em relação ao 

total de sementes obtidas, respectivamente (TABELA 2). Portanto a eficiência 

da coloração do endosperma foi de apenas 1,41% para a identificação das 
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plantas da safra 2012/2013 e de 0% para a safra 2014/2015. No entanto, nesta 

última safra, é importante ressaltar que foi realizada a citometria de fluxo 

somente nas plantas que apresentaram menor vigor, que representam apenas 4% 

das plantas selecionadas como possíveis haploides pelo marcador R-navajo. 

Belicuas et al. (2007) e Couto et al. (2013) observaram uma eficiência na 

utilização da coloração do endosperma de 1% e 0,86%, respectivamente. Dessa 

forma, é de grande importância o estudo de outras características que permitam 

uma eficaz identificação de haploides de milho. 

 

Tabela 2 -  Número de sementes selecionadas pelo marcador R-navajo e 

haploides confirmados pela citometria de fluxo. 

Safra Total 
Total de selecionadas pelo R-

navajo 

Indução de haploides 

(%) 

2012/2013 17603 5279 0,02 

2014/2015 14270 389 0 

 

Além da citometria, foram obtidas algumas lâminas de metáfase C para 

realizar a contagem cromossômica dos possíveis haploides de ambas as safras 

(FIGURA 9 A e B). Depreende-se que ambas as metáfases C obtidas 

correspondem a plantas diploides de milho uma vez que é possível contar 20 

cromossomos. Não foi possível a obtenção de lâminas das três plantas haploides, 

identificadas pela citometria, da safra 2012/2013. Provavelmente isso ocorreu, 

uma vez que essas plantas possuem baixo vigor e, dessa forma, podem não 

apresentar alta atividade celular, dificultando a obtenção de lâminas com 

grandes quantidades de metáfases que permitam uma fácil visualização dos 

cromossomos. Na literatura, não encontramos relatos da utilização dessa 

metodologia para a identificação de haploides em milho. Dessa maneira, este 

estudo foi o primeiro no estabelecimento de protocolos de contagem 

cromossômica em haploides em milho. 
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Figura 9 -  Metáfase C de plantas diploides obtidas na safra 2012/2013 (A) e 

2014/2015 (B). 

 
 

Os 260 indivíduos selecionados como possíveis haploides pelo R-navajo 

da safra 2014/2015 foram submetidos a análises moleculares com marcadores 

microssatélites para confirmar a ploidia dessas plantas. Um primer polimórfico, 

o BNLG 1233, foi utilizado para detectar os haploides gimogenéticos. 

Como os indutores de haploidia apresentavam segregação, foram 

coletadas folhas de quatro plantas da mesma progênie a fim de obter uma boa 

representatividade das mesmas. Para saber a quantidade de plantas necessária, 

para representar as progênies S2:3, foi utilizada a seguinte fórmula: 

   
        

        
, em que p é a probabilidade de 95% que essa planta ocorra 

e P é 7/16, ou seja, a probabilidade de ocorrência do genótipo desejado na 

geração S2:3. Concluiu-se que cinco plantas seriam suficientes, para representar 

essas progênies, considerando um gene com dois alelos, assumindo distribuição 

independente. 

O primer polimórfico permitiu distinguir os indivíduos haploides, 

homozigotos, dos diploides, heterozigotos. Exemplos de padrão de bandas de 

haploides e diploides, oriundos do cruzamento da progênie 6 indutora com o 

GNZ9501, estão identificados na Figura 10. Por meio das análises moleculares, 
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foram considerados haploides aqueles que apresentaram uma banda no gel, 

proveniente do genitor feminino, GNZ9501, já que os haploides têm herança 

gimnogenética conhecida. No total, observou-se uma quantidade de 65 

haploides. Assim, 25% dos possíveis haploides, assim caracterizados pelo 

marcador R1-navajo, são realmente haploides, de acordo com o marcador 

molecular SSR. Outros estudos, também, confirmam uma alta eficiência na 

utilização desses marcadores com o mesmo primer (BATISTELLI et al., 2013; 

COUTO et al., 2015). Batistelli et al. (2013) obtiveram os mesmos resultados 

para diferenciação de haploides e diploides com o uso de marcadores SSR e a 

citometria de fluxo.  

 

Figura 10 -  Primer 1233. Amostras: GNZ9501, Genitor P6, Diploide, Diploide, 

Diploide, haploide, haploide, haploide. 

 
 

Assim, dentre as características avaliadas, a utilização de marcadores 

moleculares de DNA foi a característica que apresentou maior coincidência de 

resultados quando comparada ao marcador R-navajo. Além disso, é uma 

ferramenta de fácil utilização. Esses marcadores, por serem codominantes, 

permitem a fácil visualização e identificação dos indivíduos homozigotos. A 

citometria de fluxo, também, foi uma técnica de fácil utilização e que deve ser 

considerada em outros estudos com o mesmo tipo de abordagem. 

A obtenção de metáfases C para a contagem cromossômica não foi de 

fácil utilização em indivíduos haploides, como era esperado. A utilização do 
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marcador R1-navajo, que é amplamente utilizado na obtenção de linhagens 

duplo-haploides de milho, pode ser dificultada em função de sua expressividade 

variável e penetrância incompleta. A avaliação da coloração e comprimento de 

raiz, bem como o vigor das plantas, devem ser consideradas em condições 

específicas, dependendo do background genético e da geração segregante em 

que se encontra o genótipo a ser induzido.  

3.2 Duplicação cromossômica em haploides de milho 

A tentativa de duplicação cromossômica foi realizada nas 3 plantas 

haploides identificados pela citometria da safra 2012/2013. O protocolo utilizado 

para duplicação foi sugerido por Couto et al. (2013), o qual foi aplicado 16 dias 

após a semeadura em casa de vegetação. Novamente, a citometria de fluxo foi 

realizada, aos 12 dias após a duplicação, para confirmar se o protocolo foi 

eficiente.  

Os histogramas obtidos pelo citômetro de fluxo demonstram que a 

duplicação ocorreu, nos três haploides (FIGURA 11), uma vez que as plantas 

analisadas apresentam a mesma quantidade de DNA de uma planta de milho 

diploide. Dessa forma, estas plantas são totalmente homozigotas e a sua 

autofecundação permite a obtenção de linhagens denominadas duplo-haploides. 
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Figura 11 -  Histogramas das ploidias detectadas em citometria de fluxo em 

plantas de milho, safra 2012/2013. A) Histograma da planta 6.1, 

pós-duplicação, B) Histograma da planta 6.2, pós-duplicação. C) 

Histograma da planta 6.3, pós-duplicação. 

 
 

Mais estudos são necessários para confirmar a eficiência do protocolo de 

duplicação, utilizando-se uma maior quantidade de plantas. Após a duplicação 

cromossômica, as plantas foram transplantadas para vasos maiores e foram 

adubadas, pois, como comentado anteriormente, o objetivo foi realizar a sua 

autofecundação. No entanto não foi possível colher sementes dessas plantas, 

uma vez que estas plantas apresentaram dificuldades no desenvolvimento de 

suas inflorescências tanto femininas, quanto masculinas.  

Este fato tem sido observado com bastante frequência nesse tipo de 

linhagem. Battisteli et al. (2013) avaliaram a porcentagem de linhagens DH que 

apresentaram fertilidade no pendão e observou que apenas 32% das plantas 

apresentaram pólen viável. Esse fato, também, foi relatado por Couto et al. 

(2013), em que compararam a viabilidade de pólen de plantas haploides, DH e 

diploides. Esses autores relataram que, entre as plantas avaliadas, as DH 
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apresentam a menor viabilidade polínica, mesmo quando comparadas com 

plantas haploides. Dang et al. (2012) destacam que essa inviabilidade pode ser 

pronunciada, porque milhos tropicais são muito sensíveis à temperatura e ao 

fotoperíodo, principalmente, nos primeiros estágios vegetativos, podendo, assim, 

dificultar o seu desenvolvimento e reprodução. No entanto é importante ressaltar 

que a sua autofecundação é possível de ser realizada. Existem algumas práticas 

que podem ser tomadas, principalmente, por pessoas com experiência em 

polinização de milho, especialmente, de linhagens. 
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4 CONCLUSÕES 

A expressão do marcador R1-navajo varia em função das condições 

ambientais, não sendo suficiente para identificar os potenciais haploides. 

O comprimento e coloração da raiz não são eficientes para discriminar 

os haploides, dependendo do germoplasma utilizado em cruzamentos. 

A obtenção de lâminas de mitose de indivíduos haploides é dificultada 

em razão da menor atividade celular desses indivíduos. 

O uso da citometria de fluxo e de marcadores moleculares SSR são os 

mais recomendados para a confirmação dos haploides. 

É possível a duplicação cromossômica de haploides de acordo com o 

protocolo utilizado. No entanto não foi possível a obtenção de sementes das 

linhagens duplo-haploides. 
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