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RESUMO

DUARTE, Iran de Azevedo. Produção de linhagens duplo-haploides em milho 
superdoce com o uso de indutores CIM2GTAIL’s. 2024. 109 páginas. Tese 
(Doutorado em Agronomia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A tecnologia de duplo-haploides (DH) está bem estabelecida em ambiente 
temperado, mas a sua adoção ainda é limitada em ambientes tropicais e em milhos 
especiais como o milho superdoce, pois ainda necessitam de indutores de haploidia 
adaptados.
Neste contexto, o Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo 
desenvolveu linhagens indutoras de segunda geração (CIM2GTAIL’s) para 
licenciamento e uso em ambientes (sub) tropicais. Adicionalmente, a identificação e 
adequação de métodos mais eficazes na duplicação cromossômica em ambientes 
tropicais são fundamentais para otimizar a obtenção das linhagens DH’s. Os 
objetivos foram: a) determinar o potencial adaptativo e reprodutivo de três linhagens 
indutoras CIM2GTAIL’s e suas três combinações híbridas, em diferentes anos e 
épocas de semeadura no Brasil; b) estimar o potencial de indução de seis indutores 
sobre oito populações de milho superdoce tropical; c) identificar a ocorrência de 
interação indutor x população para taxas de indução em milho superdoce; d) 
comparar a eficácia de três métodos de duplicação cromossômica, que empregam 
solução de colchicina, para produção de linhagens DH’s em populações de milho 
superdoce. Seis indutores e dois híbridos comerciais precoces, com ampla 
adaptação no Brasil, foram avaliados para 20 características agronômicas, em seis 
experimentos, instalados em blocos completamente casualizados, com três 
repetições, empregando parcelas de quatro fileiras de 4,0 m, no espaçamento 0,8 m 
x 0,2 m, em diferentes anos e épocas de semeadura. Foram realizados cruzamentos 
entre estes seis genótipos indutores CIM2GTAIL’s e oito populações de milho 
superdoce, visando estimar as taxas de indução, com base nas frequências de 
haploides e diploides, identificados pelas marcações típicas do gene R1-nj nas 
sementes e pelo tipo de coloração da primeira bainha foliar das plântulas. As 
plântulas originadas de sementes haploides foram tratadas empregando três 
métodos de duplicação cromossômica, utilizando soluções de colchicina e um 
controle negativo, para avaliar as taxas de sobrevivência (TS), taxa de reprodução 
(TR) e taxa de sucesso geral (TSG). A taxa média de indução real sobre as oito 
populações doadoras variou de 9,5% a 13,2%, com destaques para CIM2GTAIL-P1 
e para a combinação CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3. Apesar de ter sido 
observada interação indutor x população doadora, as melhores taxas de indução 
sobre as populações ocorreram empregando a linhagem CIM2GTAIL-P1. Os 
genótipos indutores apresentaram adaptação para a início da safra de milho, com 
baixa adaptação em semeaduras tardias ou de segunda safra, quando os estresses 
ambientais e epidemiológicos foram mais acentuados. Houve superioridade 
adaptativa dos indutores F1’s sobre os indutores per se. O método de imersão de 
plântulas apresentou a menor TS e a maior frequência de espigas DH’s com mais de 
26 sementes. Os métodos de injeção e imersão de plântula tiveram TR superiores 
aos demais métodos. Os métodos de injeção e imersão de raízes apresentaram as 
melhores estimativas TSG e produziram maior número de linhagens DH’s.

Palavras-chave: Zea mays L. var. saccharata; indução à haploidia; maternal; gene 



R1-nj; duplicação cromossômica; colchicina.



ABSTRACT

DUARTE, Iran de Azevedo. Production of doubled haploid lines in supersweet 
corn using CIM2GTAIL’s inducers. 2024. 109 pages. Thesis (Doctorate in 
Agronomy) - State University of Londrina, Londrina, 2024.

Doubled haploid (DH) technology is well established in temperate environments, but 
its adoption is still limited in tropical environments and in special corns such as 
supersweet corn, as they still require adapted haploidy inducers. In this context, the 
International Maize and Wheat Improvement Center has developed second-
generation inducer lines (CIM2GTAIL’s) for licensing and use in (sub)tropical 
environments. Additionally, the identification and adaptation of more effective 
methods for chromosome doubling in tropical environments are essential to optimize 
the production of DH’s lines. The objectives were: a) to determine the adaptive and 
reproductive potential of three CIM2GTAIL’s inducer lines and their three hybrid 
combinations, in different years and seasons in Brazil; b) estimate the induction 
potential of six inducers on eight populations of tropical supersweet corn; c) identify 
the occurrence of inducer x population interaction for induction rates in super sweet 
corn; d) compare the effectiveness of chromosome doubling of three methodologies, 
which use colchicine solution, for the production of DH´s in supersweet corn. Six 
inducers and two early commercial hybrids, with wide adaptation in Brazil, were 
evaluated for 20 agronomic traits, in six experiments, installed in completely 
randomized blocks, with three replications, using plots of four rows of 4.0 m, at 
spacing 0.8 m x 0.2 m, in different years and seasons. Crosses were carried out 
between these six CIM2GTAIL's inducing genotypes and eight populations of super 
sweetcorn, aiming to estimate the induction rates, based on the frequencies of 
haploids and diploids, identified by the typical markings of the R1-nj gene in the 
seeds and the type of the first leaf sheath color on seedlings. Seedlings originating 
from haploid seeds were treated using three chromosome doubling methods, using 
colchicine solutions and a negative control, to evaluate survival rate (SR), 
reproduction rate (RR) and overall success rate (OSR). The real average induction 
rate across the eight donor populations ranged from 9.5% to 13.2%, with highlights 
for CIM2GTAIL-P1 and the combination CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3. Although 
an inducer x donor population interaction was observed, the best induction rates in 
the populations occurred using the CIM2GTAIL-P1 inbred line. The inducing 
genotypes showed adaptation for the beginning of the corn season, with low 
adaptation in late sowings or second season, when environmental and 
epidemiological stresses were more accentuated. There was adaptive superiority of 
F1’s inducers over inducers per se. The seedling submersion method showed the 
lowest SR, and the highest frequency of DH ears with more than 26 seeds. The 
injection and seedling submersion methods had higher RR than the other methods. 
The root injection and immersion methods presented the best OSR estimates and 
produced the greatest number of DH lines.

Keywords: Zea mays L. var. saccharata; haploidy induction; maternal; R1-nj gene; 
chromosome doubling; colchicine.
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1 INTRODUÇÃO

A tecnologia de duplo-haploides (DH) em milho teve início em 

ambientes de clima temperado, sendo rapidamente adotada graças aos avanços 

na identificação e desenvolvimento de genótipos indutores adaptados, com taxas 

atuais de indução à haploidia entre 8% a 15%. Esta tecnologia permite a obtenção 

de linhagens completamente homozigóticas em apenas duas ou três gerações, 

enquanto o processo convencional requer de seis a oito gerações de 

autofecundação, sem atingir 100% de homozigose. Além disso, a tecnologia DH 

oferece outras vantagens como permitir uma maior exploração da variância 

genética, realizar topcross precoce, melhor atendimento aos critérios de proteção 

de cultivares, reduzir os custos associados à autofecundação, além de facilitar os 

processos de seleção assistida por marcadores moleculares, introgressão e 

piramidação de genes.

Apesar dos benefícios obtidos pela tecnologia DH no 

melhoramento de híbridos de milho para ambientes temperados, em ambientes 

tropicais ainda é necessário aprimorar as etapas de indução haploide, identificação 

de haploides, duplicação cromossômica e multiplicação de sementes. Além destas 

necessidades, existem poucos estudos sobre o uso e desenvolvimento desta 

tecnologia em tipos especiais de milho, sobretudo em milho superdoce, tanto em 

climas temperados como em tropicais. Neste contexto, a disponibilidade de 

indutores adaptados e com elevadas taxas de indução é um fator preponderante 

para a ampliação e sucesso da adoção da tecnologia DH em ambientes tropicais. 

Desta forma, o Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT) 

desenvolveu linhagens indutoras de segunda geração (CIM2GTAIL) disponíveis 

para licenciamento e uso em ambientes (sub) tropicais, com taxa de indução 

comparável à dos indutores de clima temperado. Estes indutores foram avaliados 

quanto à capacidade de indução e adaptação em alguns países de ambiente (sub) 

tropical, embora ainda não existem informações publicadas de seus desempenhos 

para as diferentes condições ambientais brasileiras.

Embora diversos estudos sobre duplicação cromossômica com o 

uso de soluções de colchicina estejam disponíveis para germoplasma de milho 

comum em ambientes temperados, ainda são escassas as publicações sobre a 

eficácia de diferentes metodologias de duplicação cromossômicas, em diferentes 
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estádios vegetativos de milhos comuns ou superdoces tropicais, utilizando 

amostras representativas de indivíduos tratados e parâmetros uniformes para sua 

avaliação de sucesso.

Assim, os objetivos foram: a) determinar o potencial adaptativo e 

reprodutivo de seis genótipos indutores de haploidia em milho (três linhagens 

CIM2GTAIL’s e suas respectivas combinações híbridas), em diferentes anos e 

épocas de semeadura; b) estimar o potencial de indução destes seis indutores 

sobre oito populações doadoras de milho superdoce tropical; c) identificar a 

ocorrência de efeitos de interação indutores x populações doadoras de milho 

superdoce para as taxas de indução à haploidia; d) comparar a eficácia de três 

métodos de duplicação cromossômica, que empregam solução de colchicina, para 

produção de linhagens DH’s em populações de milho superdoce.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1  HISTÓRICO DO INÍCIO DO MELHORAMENTO DO MILHO HÍBRIDO

A produção de linhagens homozigotas, para uso como parentais de 

híbridos ou variedades sintéticas, é um componente importante dos programas de 

melhoramento de milho. Os primeiros relatos que envolveram hibridação controlada 

em milho foram conduzidos por Beal (1876; 1882). A seguir, East (1908) e Shull 

(1908; 1909) apresentaram estudos com cruzamentos entre linhagens 

endogâmicas e revelaram o potencial produtivo dos híbridos simples, que não 

puderam ser explorados economicamente, devido ao baixo desempenho per se 

das linhagens disponíveis até então. Somente após Jones (1918) propor a síntese 

de híbridos duplos, que os híbridos de linhagens passaram a ser amplamente 

utilizados na agricultura.

No Brasil, os primeiros trabalhos de hibridação foram produzidos 

pelo Instituto Agronômico de Campinas (IAC), lançando o primeiro híbrido duplo em 

1939. A hibridação proporcionou grandes avanços, permitindo associar caracteres 

de genitores distintos, utilizar interações gênicas favoráveis, gerar genótipos 

uniformes, reduzir a interação genótipo x ambiente na geração F1 e produzir 

sementes de milho híbrido em escala comercial (Paterniani, 1974). Atualmente, no 

Brasil, quase a totalidade das cultivares de milho comum disponíveis no mercado 

são híbridos de linhagens, sendo 79,7% híbridos de alta tecnologia (híbridos 

simples e simples modificados), 16,3% de híbridos de média a alta tecnologia 

(híbridos triplos e duplos), 4,0% de média a média/baixa tecnologia (sintéticos e 

variedades de populações) (Pereira Filho & Borgui, 2022).

Em nível mundial, a cultura do milho vem desempenhando papel 

fundamental nos sistemas agroalimentares e está em pleno processo de expansão, 

especialmente em ambientes tropicais (Erenstein et al., 2022; Bigolin & Talamini, 

2024), sendo considerado o cereal mais cultivado do mundo, devido a sua ampla 

variabilidade genética, versatilidade de uso e adaptabilidade, gerando diferentes 

formas de consumo, seja na produção de grãos secos (commodities) ou de milhos 

especiais (Swapna et al., 2020).
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2.2 MILHO DOCE E SUPERDOCE

O milho superdoce (Zea mays L. var. saccharata) é um tipo de 

milho especial e originado de mutações recessivas naturais, controlada pelos 

genes shrunken-2 (sh2); brittle-2 (bt2); shrunken-4 (sh4) e brittle1 (bt1), enquanto o 

milho doce possui o gene sugary1 (su1) (Tracy, 2001; Sousa et al., 2012). Estes 

genes podem atuar de forma independente ou ainda em combinações duplas ou 

triplas. Estas mutações promovem alterações bioquímicas na via metabólica que 

converte açúcares em amido, especialmente a sacarose, impedindo parcialmente a 

ação das enzimas de conversão destes carboidratos, localizadas no citosol e no 

amiloplasto das células do endosperma (Denyer et al., 1996; Sousa et al., 2012). 

Assim, o aumento da sacarose nos grãos do milho doce e superdoce condiciona o 

caráter enrugado das sementes na fase de grão seco. Na fase de milho verde, o 

conteúdo de amido nos grãos cai para 30% a 35%, elevando os teores de açúcar 

para 9% a 14% em milho doce e até 25% para o milho superdoce, enquanto para o 

milho verde comum tem-se de 60% a 70% de amido e 3% de açúcar (Sousa et al., 

2012; Pereira Filho, 2003). Desta forma, o milho doce e superdoce apresentam 

sementes com menor reserva no endosperma e suas espigas são mais suscetíveis 

ao ataque de pragas e doenças, devido ao seu maior teor de açúcares, quando 

comparado ao milho comum (Oliveira Junior et al., 2006; Kwiatkowsky & Clemente, 

2007; Sousa et al., 2012).

O milho superdoce é destinado exclusivamente para o consumo 

humano, podendo ser consumido in natura ou na forma industrializada (Araujo et 

al., 2006; Oliveira Junior et al., 2006; Pereira Filho, et al., 2009). Os Estados Unidos 

é o principal produtor de milho superdoce, ocupando o segundo lugar dentre as 

culturas utilizadas na indústria de conservas, ficando apenas atrás da cultura do 

tomate. Estima-se que na safra de 2021, este país obteve uma renda de 774 

milhões de dólares com milho superdoce, onde 75% da produção foi destinada 

para consumo in natura e 25% utilizada para o processamento (AgMRC, 2022). No 

Brasil, não se encontram informações recentes sobre a produção de milho 

superdoce, mas estimativas de 2005 revelaram um faturamento de 550 milhões de 

reais em aproximados 36 mil hectares (Barbieri, 2005), sendo destinado 

principalmente para o uso em conserva no estádio imaturo, exigindo então que o 

material seja produzido ao longo do ano. As indústrias responsáveis pelo 
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processamento desta olerícola exigem cultivares que apresentem uniformidade de 

maturação, tamanho e forma das espigas e de grãos. Portanto, os híbridos de 

linhagens são as cultivares que melhor atendem às demandas da indústria de 

conservas de milho superdoce (Kwiatkowski & Clemente, 2007; Teixeira et al., 

2013; Luz et al., 2014).

2.3 ACELERAÇÃO DA OBTENÇÃO DE LINHAGENS E SEUS BENEFÍCIOS

Antes da tecnologia de DH’s, a obtenção de linhagens de milho 

dependia exclusivamente de sucessivos ciclos de autofecundações, consumindo 

de seis a oito gerações, para alcançar quase 100% de homozigose (Hallauer et al. 

2010), sendo considerada uma etapa demorada e com custos elevados (Chaikam 

et al., 2019). Uma vez obtidas as linhagens endogâmicas, estas necessitam ser 

observadas quanto ao potencial per se e combinatório. As combinações híbridas 

são avaliadas e selecionadas por meio de extensos ensaios de campo, conduzidos 

em diferentes condições ambientais. Após esta fase, os híbridos superiores são 

registrados no serviço nacional de cultivares e produzidos em larga escala para 

serem comercializados, em um ciclo que pode durar cerca de 8 a 10 anos para o 

lançamento comercial de uma nova cultivar. Por isto, existe a necessidade de um 

esforço contínuo para desenvolver tecnologias para aceleração do processo de 

produção de linhagens homozigotas (Chaikam et al., 2019) e reduzir o tempo para 

desenvolver novas cultivares (Seitz, 2005; Bordes et al., 2006).

A tecnologia de DH surgiu como uma alternativa ao método 

tradicional de autofecundações sucessivas, reduzido o tempo de obtenção de 

linhagens homozigotas para duas ou três gerações (Pierre et al., 2011; Prassana et 

al., 2012; Fritsche-Neto et al., 2013). A tecnologia DH oferece várias vantagens, 

quando comparado ao processo de autofecundações sucessivas, dentre elas: 

maior velocidade de obtenção de linhagens 100% homozigóticas; maior exploração 

da variância genética; permitir realizar testcross desde a primeira geração; diminuir 

o número de gerações demandadas; atender melhor aos critérios de distinção, 

uniformidade e estabilidade para proteção intelectual de cultivares; reduzir tempo e 

custos com autofecundação; facilitar a seleção assistida por marcadores 

moleculares, introgressão e piramidação de genes (Geiger & Gordillo, 2009; 

Prassana et al., 2012). Estas vantagens justificam a rápida adoção desta tecnologia 
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pelos grandes e organizados programas de melhoramento de milho.

O processo de obtenção de linhagens DH’s pode ser feito in vitro 

ou in vivo. O método in vitro utiliza a cultura de tecidos haploides da planta, como 

anteras e grãos de pólen (Santos & Zanettini, 2002; Chaikam et al., 2012; Borém & 

Miranda, 2013). Porém, o sucesso deste método está limitado pelas taxas 

reduzidas da produção de embriões e pela especificidade dos genótipos aos meios 

de cultura (Petolino & Thompson, 1987; Spitkó et al., 2006; Spitkó et al., 2010). 

No método in vivo, os haploides são obtidos por meio de 

cruzamentos entre plantas doadoras com genótipos indutores de haploidia, 

originando embriões haploides em uma parte das sementes produzidas nestes 

cruzamentos (Pierre et al., 2011). As pesquisas conduzidas por Coe e Sarkar 

(1964) foram fundamentais para o estabelecimento da produção de haploides in 

vivo e, conjuntamente com a incorporação de marcadores de antocianina, 

facilitaram a identificação de haploides ainda no estádio de sementes (Nanda & 

Chase, 1966; Chase et al., 1969; Prasanna et al., 2012). Estas e outras 

particularidades, fizeram com que o método in vivo fosse mais empregado em 

milho, devido ser mais eficiente e confiável para produzir linhagens DH’s em larga 

escala.

A tecnologia DH in vivo foi amplamente adotada pelos programas 

comerciais de melhoramento de milho na Europa, América do Norte e China 

(Molenaar & Melchinger, 2019). Embora nos trópicos a implementação desta 

tecnologia em programas de melhoramento tenha ocorrido de forma mais lenta 

(Kebede et al. 2011; Prasanna et al., 2012), esforços vêm sendo desenvolvidos 

para torná-la mais acessível as diferentes organizações públicas e privadas.

2.4 INDUÇÃO DE HAPLOIDIA

A primeira descrição de uma planta haploide de milho foi 

apresentada simultaneamente por Stadler & Randolph na reunião da Associação 

Americana para o Avanço da Ciência em 1929 (Randolph, 1932). Contudo, Chase 

(1952) foi quem propôs o uso de haploides como aceleradores no processo de 

obtenção de linhagens endogâmicas em milho, identificando haploides naturais e 

duplicando seus cromossomos para restaurar a fertilidade das plantas. 

Inicialmente, foram observadas limitações de performance que inviabilizavam a sua 
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exploração em escala comercial (Pierre et al., 2011).

A ocorrência natural de haploides em milho é insuficiente para ser 

explorada pelos programas de melhoramento, pois ocorre na taxa de um haploide 

para cada mil indivíduos diploides, podendo ser ainda menos frequente, 

dependendo da base genética dos genitores envolvidos e das condições 

ambientais presentes (Chase, 1963). Esta limitação foi suplantada pela 

identificação de genótipos indutores, que apesar de inicialmente produzirem baixas 

taxas de indução à haploidia (TIH), foram fundamentais para o desenvolvimento da 

tecnologia de DH’s (Chase 1969). A seguir, o melhoramento destes indutores 

visando o aumento da TIH, associada à incorporação de genes marcadores para 

diferenciação de indivíduos haploides e diploides, em diferentes estádios de 

desenvolvimento, aumentou a eficiência da tecnologia de DH’s (Trentin et al., 

2020). A TIH é calculada por meio da razão entre o número de sementes haploides 

putativas (SHP) obtidas, dividida pelo número total de sementes marcadas pelo 

gene R1-nj, produzidas pela indução haploide, sendo o parâmetro comum para 

comparar a eficiência da indução de diferentes indutores (Melchinger et al., 

2016a).’’

O início do melhoramento de indutores ocorreu com a identificação 

das linhagens Stock 6 e Wisconsin-23 (W23). A Stock 6 apresentava TIH de ~3% e 

mecanismo de indução gimnogenético ou maternal, atuando como fornecedor de 

pólen para a população doadora (Coe, 1959). A W23 apresentava TIH variando 

entre 1% e 3% e mecanismo de indução androgenético ou paternal, atuando como 

receptora de pólen da população doadora (Kermicle, 1969; Kermicle, 1973; 

Pollacsek, 1992; Kermicle, 1994).

A taxa de indução haploide de indutores maternais é conhecida por 

estar sob controle poligênico (Röber et al., 2005; Prigge et al., 2012b; Zhong et al., 

2019), enquanto em indutores paternais, o gene gametófito indeterminado (ig) 

induz a produção de haploides como uma característica genética única (Kermicle, 

1969; Kermicle et al.,1971; Evans et al., 2007).

Atualmente, os indutores gimnogenéticos maternais são mais 

comumente empregados na obtenção de linhagens DH’s, pois apresentam maiores 

TIH’s, mantêm o citoplasma da população doadora (Chaikam et al., 2012; Prigge et 

al., 2012a) e permitem a indução em lotes isolados.

A Stock 6 deu origem a vários genótipos indutores maternais, 
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(Prasanna et al., 2012; Chaikam et al., 2020; Trentin et al., 2020), com destaque 

para: a população indutora Zarodishevy Marker Krasnodar (ZMK1, com TIH entre 

6% e 8%), e o indutor ZMK1U, com TIH entre 11 e 13% (Zabirova et al., 1996; 

Shatskaya, 2010), desenvolvidos na Rússia; na França, Lashermes e Beckert 

(1988), cruzando os indutores W23 e Stock 6, geraram o indutor WS14 (TIH 3% a 

5%); na Alemanha, Röber et al. (2005) desenvolveram o indutor RWS (TIH ~8%) e 

UH400 (TIH 8% a 15%), derivada da Krasnodar Embryo Marker Synthetic (KEMS, 

com TIH ~7%) (Chang & Coe, 2009); na Moldávia, Chalyk (1999) desenvolveu os 

Moldovian Haploid Inducers (MHI, com TIH de 7% a 9%), contendo os alelos A1, 

B1, C1 e R1-nj, que em conjunto sintetizam a produção de antocianina em 

diferentes tecidos; a empresa romena Procera desenvolveu os indutores PHI’s (TIH 

entre 10 e 15%), com os alelos marcadores do indutor MHI e mais o gene 

marcador de raízes púrpuras Pl1 (Rotarenco et al., 2010). Todos esses indutores 

possuem o marcador de antocianina R1-nj para identificação haploide no estádio 

de semente. Outros indutores equipados com alto teor de óleo (OC) foram 

desenvolvidos na China, gerando o indutor CAUHOI (TIH ~3%), desenvolvido pela 

Universidade de Agricultura (Chen & Song, 2003), e os indutores CAU5 e CAU079, 

com maiores OC’s e TIH’s entre 6% e 8% (Xu et al. 2013; Dong et al., 2014). 

Esforços para automatizar a seleção haploide de indutores OC foram conduzidos 

na Alemanha, gerando a seleção dos indutores UH600 e UH601-OC com TIH 

~10% (Melchinger et al., 2013; Melchinger et al., 2014; Melchinger et al., 2018). Os 

avanços obtidos no melhoramento dos indutores haploides maternos permitiram 

alcançar uma TIH superior a 15% (Rotarenco et al., 2010), enquanto os indutores 

paternos atingem apenas 6% (Kindiger & Hamann, 1993).

O mecanismo de indução à haploidia maternal ainda não é bem 

conhecido, mas acredita-se que os indivíduos haploides resultem de uma falha na 

fertilização, promovida pelos gametas masculinos ou femininos, em que a oosfera 

cresce e se diferencia em um embrião (Sarkar & Coe, 1966). Existem duas 

hipóteses que tentam explicar a indução haploide e propõem que ela ocorra a 

partir: a) de uma fertilização única (do endosperma) em vez de fertilização dupla 

normal (endosperma e embrião); b) da exclusão seletiva dos cromossomos 

indutores após a fertilização normal (Zhao et al., 2013; Qiu et al., 2014). A 

fertilização única ocorre quando apenas o óvulo ou a célula central são fertilizados, 

gerando grãos com endosperma defeituoso ou com embrião haploide, 
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respectivamente (Sarkar & Coe, 1966).

A exclusão seletiva dos cromossomos do indutor foi observada por 

Zhao et al. (2013). Eles verificaram que a maior parte dos cromossomos indutores 

foram excluídos das células embrionárias haploides na primeira semana após a 

polinização e em 15 dias para as células de endosperma de grãos defeituosos. 

Estudos conduzidos por Li et al. (2009), observaram que 43,2% dos haploides 

derivados de cruzamentos com o indutor CAUHOI (Chen & Song, 2003) 

carregavam, em média, 1,8% do genoma do indutor. Esses haploides 

apresentavam a expressão de genes específicos dos indutores, como o R1-nj, 

além de genes que influenciam a OC, ao longo do seu desenvolvimento.

Estudos genéticos indicam que a herança da TIH é regulada por 

locos de efeito principal e quantitativos, que possuem efeitos menores e 

acumulativos (QTL’s) (Barret et al., 2008; Prigge et al., 2012b). Um estudo de 

QTL’s envolvendo quatro populações cruzadas com a linhagem indutora UH400, 

identificou oito QTL’s associados à TIH. Entre esses, os QTL’s qhir1 e qhir8 

destacaram-se como os principais, localizados nos cromossomos 1 e 9, explicando 

66% e 20% da variância genética, respectivamente (Prigge et al., 2012b). O QTL 

qhir1 desempenha um papel crucial na indução de haploidia, influenciando na 

distorção da segregação gametofítica e o aborto embrionário (Deimling et al., 1997; 

Barret et al., 2008; Prigge et al., 2012b; Xu et al., 2013).

A produção de sementes haploides em cruzamentos com indutores 

maternais é dependente de uma inserção de quatro pares de bases no último éxon 

do gene GRMZM2G471240, que codifica uma fosfolipase específica do pólen. Este 

gene foi identificado simultaneamente por diferentes grupos de pesquisadores, 

resultando em nomes distintos: MATRILINEAL (MTL) (Kelliher et al., 2017), ZEA 

MAYS PHOSPHOLIPASE A1 (ZmPLA1) (Liu et al., 2017) e NOT LIKE DAD (NLD) 

(Gilles et al., 2017). Estes estudos demostraram que a mutação do gene 

MTL/ZmPLA1/NLD na região qhir1 é responsável por uma TIH de até 6,7% (Gilles 

et al., 2017; Kelliher et al., 2017; Liu et al., 2017). O gene RMZM2G465053, 

conhecido como ZmDMP, que codifica uma proteína de membrana com domínio 

DUF679, é o alelo subjacente responsável pelo QTL qhir8 (Zhong et al., 2019). 

Este gene contribui para um aumento de 2 a 3 vezes na TIH. É importante destacar 

que MTL/ZmPLA1/NLD e ZmDMP atuam de forma sinérgica, o que indica um 

potencial de aumento substancial de 5 a 6 vezes na TIH, quando estas mutações 
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estão associadas (Zhong et al., 2019). Porém, genótipos que possuem somente a 

mutação de ZmDMP apresenta uma TIH muito baixa, sendo aproximadamente 

igual a 0,15% (Zhong et al., 2019). 

O efeito sinérgico das mutações MTL e ZmDMP sugere que as 

interações genéticas após a polinização contribuem para a elevação da TIH nos 

indutores modernos (Jacquier et al., 2020). Os estudos de Khammona et al. (2024) 

confirmam que, a presença do gene qhir1 isolado em um genótipo indutor, não é 

suficiente para obter TIH elevadas, sendo recomendado TIH’s superiores a 10%. 

Novos genes como DUF679 (Zhong et al., 2019), ZmPLD3 (Li et al., 2021) e 

ZmPOD65 (Jiang et al., 2022) foram identificados como tendo um papel 

significativo na indução de haploidia. Mutações no gene ZmPLD3 resultaram em 

uma TIH comparável à observada com o gene MTL homozigoto recessivo. Essas 

mutações demonstraram efeitos sinérgicos, ao invés de redundância funcional, na 

triplicação do HIR na presença do gene MTL homozigoto recessivo.

Estudo conduzidos por Chaikam et al. (2018) revelaram que, a 

extensão do efeito positivo do gene qhir1 na TIH, é influenciada tanto pelo genitor 

doador quanto pelos genitores indutores. Estudando genitores doadores tropicais, 

as progênies qhir1+ associadas à linhagem CML269 mostraram maior média de 

taxa de indução, seguidas pelas progênies qhir1+ associadas à linhagem CML495. 

Os autores também destacam que, quando há disponibilidade de vários indutores 

com taxas de indução semelhantes, é preferível escolher indutores com melhor 

desempenho agronômico e adaptação ao ambiente alvo.

As condições ambientais como temperatura e umidade no 

momento da polinização, também exercem influências sobre a TIH. Em pesquisa 

conduzida no México por Kebede et al. (2011), foram observados índices de TIH 

mais elevados no inverno em comparação aos índices obtidos no verão. De 

maneira similar, De La Fuente et al. (2018) observaram TIH mais altas em verão 

com temperaturas elevadas, em comparação a outro verão com temperaturas 

amenas em Iowa, EUA. Alterações nos índices de TIH também foram associadas 

ao modo de obtenção dos haploides, sendo observadas taxas de TIH mais 

elevadas em campos de polinizações manuais, em relação aos lotes isolados 

(Rotarenco et al., 2012).

A literatura indica que a TIH de indutores temperados utilizados em 

ambientes tropicais é mantida nos níveis do seu ambiente de origem, porém estes 
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indutores apresentam desempenho agronômico limitado, baixa adaptação, baixa 

produção de pólen, florescimento super precoce, baixa produção de sementes e 

elevados níveis de podridões na espiga, além da alta suscetibilidade a doenças 

(sub) tropicais (Prigge et al., 2012a). As limitações observadas nos indutores 

temperados resultaram em grandes dificuldades para sua manutenção e uso em 

escala comercial, levando a uma adoção mais lenta da tecnologia DH em 

ambientes tropicais, em relação aos ambientes temperados (Kebede et al., 2011; 

Prasanna et al., 2012). Visando atender a esta necessidade, o CIMMYT em 

colaboração com a Universidade de Hohenheim (UH), geraram primeiramente as 

linhagens indutoras tropicalmente adaptadas (TAIL’s) com TIH entre 8% e 10% e 

depois a segunda geração de melhoramento de indutores (CIM2GTAIL’s), com TIH 

entre 8% e 15% e com melhor desempenho agronômico em ambientes tropicais 

(Prigge et al., 2012a; Chaikam et al., 2018).

2.5 IDENTIFICAÇÃO DE HAPLOIDES

A identificação precoce de indivíduos haploides previne gastos 

desnecessários com a condução de diploides, que não resultarão em linhagens 

DH’s. Uma das formas de identificar indivíduos haploides, pode ser feita com base 

em marcadores fenotípicos integrados aos indutores haploides, que são 

marcadores genéticos herdados e expressos nas fases de semente, plântula e 

planta adulta (Chaikam, et al., 2019). A maioria dos marcadores fenotípicos, 

utilizados para distinguir sementes haploides de diploides, são dominantes para a 

síntese de antocianina, que se expressam em tecidos diploides ou triploides 

normais, mas não em embriões e tecidos haploides (Trentin, et al., 2020).

A identificação visual de haploides foi facilitada pelo 

desenvolvimento de estoques de marcadores fenotípicos integrados aos indutores 

(Chase, 1947; Nanda & Chase, 1966).  A expressão do gene R1-navajo (R1-nj) 

resulta na produção de antocianina na aleurona e no escutelo das sementes, sendo 

amplamente utilizado na indução in vivo (Chaikam & Prasanna 2012; Melchinger et 

al., 2013), podendo se expressar em combinação com outros genes envolvidos na 

via biosintética da antocianina (A1, A2, C2, Bz1 e Bz2) (Nanda & Chase, 1966; 

Greenblatt & Bock, 1967). A presença ou ausência da pigmentação purpura no 

escutelo permite identificar se as sementes são: a) diploide (pigmentação púrpura 
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na aleurona do endosperma e no escutelo ou embrião); b) haploides putativos 

(pigmentação púrpura somente na aleurona do endosperma e sem pigmentação 

púrpura no escutelo ou embrião); c) contaminantes ou com inibição do gene R1-nj 

(não expressam pigmentação púrpura na semente).

Os genes C2 ou Whp1, A1 e A2 são essenciais para a produção de 

antocianina e genótipos homozigotos recessivos para qualquer um destes genes 

interrompe a sua produção na camada de aleurona (Ford, 2000). Os genes Bz1 e 

Bz2 atuam nas etapas seguintes da via de produção de antocianina e, na ausência 

de qualquer um destes genes, leva a uma pigmentação marrom-avermelhada (Coe, 

1994). A visibilidade da pigmentação do escutelo também é afetada pela morfologia 

da semente, sendo que sementes chatas oferecem melhor visibilidade em relação 

as sementes arredondadas (Trentin et al., 2020).

O uso do marcador fenotípico R1-nj pode ser limitado por mutações 

dos genes C1 e C2, envolvidos na biossíntese de antocianina (Paz-Ares et al., 

1990; Della Vedova et al., 2005). Como exemplo, o gene inibidor C1-I (Colorless1 – 

Inhibitor) bloqueia a expressão deste gene marcador, inibindo a produção de 

antocianina em germoplasma de origem temperada (Röber et al., 2005; Dang et al., 

2012) e, mais frequentemente, em germoplasma de origem tropical (Chaikam et al., 

2015), podendo levar a seleção de um grande número de falsos haploides (Röber 

et al., 2005; Prigge et al., 2011; Chaikam et al., 2016).

Embora o gene R1-nj atue como marcador dominante para cor, 

facilitando o rastreamento de indivíduos haploides, sua expressão pode ser 

influenciada por diversos fatores, dependendo da origem do germoplasma induzido 

e do indutor de haploidia, além de fatores ambientais presentes (Röber et al., 2005; 

Kebede et al., 2011; Prigge et al., 2011; Prigge et al., 2012b; Wang et al., 2016).

Mecanismos genéticos adicionais para identificar e confirmar 

plântulas haploides oriundas da classificação de sementes com base no marcador 

fenotípico R1-nj foram desenvolvidos (Rotarenco et al., 2010; Chaikam et al., 

2016). Como exemplo, o gene Pl1 é responsável pela produção de antocianina nas 

raízes, independentemente da exposição a luz (Chandler et al., 1989). No entanto, 

alguns genótipos podem adquirir a coloração vermelha nas raízes das plântulas 

quando expostas à luz, o que torna a classificação baseada em Pl1 também 

suscetível a erros. Contudo, o gene B1 combinado ao Pl1 promovem a produção 

de antocianina nos coleóptilos das plântulas, nas pontas e margens das folhas e 
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nas bainhas (Coe, 1994), melhorando o processo de diferenciação. Plantas 

homozigotas dominantes para B1 e Pl1 desenvolvem uma pigmentação roxa 

escura na palha e no colmo (Coe, 1994).
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2.6 DUPLICAÇÃO CROMOSSÔMICA

As plantas diploides são formadas pela união dos gametas 

genitores, somando o conjunto de seus cromossomos. No sistema de indução de 

haploidia maternal, os indivíduos haploides contêm apenas os cromossomos do 

genitor feminino, o que os torna estéreis (Chaikam & Mahuku, 2012). Portanto, é 

necessário duplicar os seus cromossomos para restaurar a fertilidade e produzir 

linhagens duplo-haploides (Prassana, et al., 2012; Wu et al., 2017).

Entretanto, a duplicação espontânea dos cromossomos para 

garantir a fertilidade dos haploides, é um fenômeno de baixa frequência ou nulo, 

especialmente no milho, limitando a autofecundação para a obtenção dos DH’s em 

escala comercial. Embora a ocorrência de duplicação espontânea seja incerta, 

seus mecanismos ainda não estão totalmente compreendidos. Uma das 

explicações para a duplicação cromossômica espontânea é a fusão nuclear, onde 

nos estádios iniciais do desenvolvimento embrionário, a divisão síncrona de 

diferentes núcleos pode resultar em uma placa metafásica compartilhada e com 

fibras do fuso em comum, podendo levar à duplicação espontânea dos seus 

cromossomos (Sunderland, 1974). Além disso, a duplicação cromossômica 

espontânea também pode ocorrer por meio da fusão de células somáticas, através 

da endoreduplicação ou da endomitose, além de outros mecanismos, que podem 

atuar simultaneamente nesse processo (Humphreys & Knox, 2015).

Apesar disso, a literatura apresenta vários estudos sobre a indução 

de haploidia (Coe, 1959; Kermicle, 1969; Rotarenco et al., 2010; Röber, 2012; 

Prigge et al., 2012b; Prasanna, 2012; Chaikam et al., 2020; Trentin et al., 2020); 

seleção genética de linhagens DH’s (Longin et al., 2006; Longin et al., 2007a, b; 

Gordillo & Geiger, 2008; Prigge et al., 2012a; Beyene et al., 2013; Krchov & 

Bernardo, 2015) e aplicabilidade da tecnologia (Dang et al., 2012; Lubberstedt & 

Frei, 2012; Fritsche-Neto et al., 2013; Strigens et al., 2013). Contudo, apesar da 

duplicação cromossômica ser um dos passos mais importantes para a produção de 

DH’s, existem um número relativamente menor de publicações sobre este assunto, 

que apresentem informações detalhadas dos processos e que garantam uma 

repetibilidade das taxas de duplicação (Chaikam et al., 2020). Assim, as empresas 

privadas detêm protocolos ajustados às suas demandas que são mantidos em 

sigilo.
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Em milho, a colchicina (Gayen et al., 1994; Deimling et al., 1997; 

Chalyk, 2000), herbicidas antimitóticos (Melchinger et al., 2016a) e gás óxido 

nitroso (N2O) (Kato & Geiger, 2002; Molenaar et al., 2018) podem ser utilizados 

para a duplicação cromossômica e restaurar a fertilidade dos indivíduos haploides. 

Dentre estes, a colchicina é o agente antimitótico mais utilizado, devido à sua 

eficiência, facilidade de acesso e protocolos de uso bem estabelecidos, apesar de 

ser mais tóxica do que o gás N2O e os herbicidas antimitóticos.

A colchicina (C22H2N5) exibe um efeito antimitótico e de duplicação 

do número de cromossomos (Chase, 1969; Chaikam & Mahuku, 2012; Melchinger 

et al., 2016b), pois se liga à β-tubulina, evitando a formação de dímeros de tubulina 

e os microtúbulos na mitose celular, fundamentais para a separação dos 

cromossomos homólogos, migração polar e divisão celular. Entre os protocolos que 

empregam solução de colchicina para duplicação cromossômica se destacam: 

imersão sementes (Gayen et al., 1994; Chalyk, 2000; Ren et al., 2018); injeção de 

solução no tecido basal do meristema apical de plântulas (Zabirova et al., 1996; 

Eder & Chalyk, 2002); imersão de raízes (Deimling et al., 1997; Chaikam et al., 

2020); imersão de plântulas após 3 a 4 dias de germinação (Chaikam & Mahuku 

2012; Prigge & Melchinger, 2012), sendo este último o protocolo com maior número 

de citações de uso na literatura.

O protocolo do método de imersão de sementes inicia-se com a 

embebição das mesmas em água à temperatura ambiente. Posteriormente, as 

sementes, recebem um pequeno corte na porção superior da plúmula (Gayen et al., 

1994; Chalyk, 2000) ou ainda cortadas levemente ao redor do embrião (Ren et al., 

2018), antes de serem imersas em solução contendo colchicina. Este método não 

tem sido utilizado em larga escala devido ao fato de ser muito laborioso, demandar 

extrema habilidade manual e gerar altas taxas de mortalidade.

No método de injeção é aplicada uma solução de colchicina com o 

uso de seringa hipodérmica 2-3 mm acima do tecido meristemático basal, na 

porção central do colmo das plântulas no estádio V2 (Zabirova et al., 1996). O uso 

desta forma de tratamento promove taxas de eficiência na duplicação 

cromossômica em torno de 27,5% (Eder & Chalyk, 2002).

No protocolo de imersão de plântulas, as sementes haploides são 

germinadas em papel germitest e mantidas até que o coleóptilo atinja cerca de 2 

cm de comprimento. Neste momento, a ponta do coleóptilo é cortada e as plântulas 



32

são imersas em solução contendo colchicina à temperatura ambiente e sem luz 

(Deimling et al., 1997; Prasanna et al., 2012; Chaikam & Mahuku, 2012; Prigge et 

al., 2012a; Prigge & Melchinger 2012). Neste método, são relatadas taxas de 

sucesso entre 10% e 30%, dependendo da população e das condições de manejo 

(Chaikam & Mahuku, 2012; Melchinger et al., 2016b).

O tratamento de raízes de plântulas no estádio V2-V3 com solução 

de colchicina foi avaliado por Deimling et al. (1997) e com soluções de herbicidas 

antimitóticos por Melchinger et al. (2016b) se mostraram menos eficientes na 

duplicação dos genomas haploides, em comparação aos tratamentos de imersão 

de plântulas. Recentemente, Chaikam et al. (2020) apresentaram um método 

ajustado de imersão de raízes até a região da coroa de plântulas no estádio V2, em 

solução de colchicina. Neste método foram relatadas taxas de sucesso entre 23,5% 

e 58,5%, dependendo da população e das condições de manejo (Chaikam et al., 

2020).

No geral, as plantas haploides são fracas e suscetíveis a vários 

estresses bióticos e abióticos, podendo ocorrer altas taxas de mortalidade, tanto 

nas estufas quanto no campo, necessitando de um manejo cuidadoso desde a 

duplicação, transplante, crescimento, até a obtenção final das sementes DH’s 

(Mahuku, 2012). Assim, é indicado o uso de irrigação, controle de plantas 

daninhas, pragas e doenças, aplicação de fertilizantes foliares e de solo, via 

fertirrigação. 

As espigas com sementes, colhidas de plantas D0, passam a ser 

referidas como geração D1, podendo a partir do número de sementes produzidas, 

serem multiplicadas via autofecundação e avaliadas para desempenho per se e em 

testcross.
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3. ARTIGO 1

ADAPTAÇÃO E TAXAS DE INDUÇÃO HAPLOIDE DE LINHAGENS 

CIM2GTAIL’s E SUAS COMBINAÇÕES SOBRE POPULAÇÕES DE MILHO 

SUPERDOCE EM AMBIENTE TROPICAL
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RESUMO

A tecnologia de duplo-haploides (DH) está bem estabelecida em ambiente 
temperado e possui diversos indutores adaptados ao seu ambiente de uso. Em 
ambiente tropical, sua adoção é limitada, pela dificuldade de acesso e 
disponibilidade de indutores com elevadas taxas de indução e adaptação 
agronômica. Neste sentido, o Centro Internacional de Melhoramento de Milho e 
Trigo (CIMMYT) desenvolveu as linhagens indutoras CIM2GTAIL’s para 
licenciamento e uso em ambientes (sub) tropical. Os objetivos deste trabalho 
foram: a) determinar o potencial adaptativo e reprodutivo de três linhagens 
indutoras CIM2GTAIL’s e suas combinações híbridas, em diferentes épocas de 
semeadura no Brasil; b) estimar o potencial de indução destes seis indutores sobre 
oito populações de milho superdoce tropical; c) identificar a ocorrência de interação 
de indutor x população para taxas de indução em milho superdoce. Os seis 
indutores e dois híbridos comerciais precoces, com ampla adaptação no Brasil, 
foram avaliados em seis experimentos, instalados em blocos completamente 
casualizados, com três repetições, empregando parcelas úteis de quatro fileiras de 
4,0 m, no espaçamento 0,8 m x 0,2 m, em diferentes anos e épocas de semeadura. 
O desempenho agronômico e os componentes de rendimento dos genótipos 
indutores foram avaliados para 20 características fenotípicas. Com base na 
marcação das sementes pelo gene R1-nj, foram estimadas as taxas de indução à 
haploidia. A taxa média de indução real sobre as oito populações doadoras variou 
de 9,5% a 13,2%, com destaques para CIM2GTAIL-P1 e para a combinação 
CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3. Apesar da ocorrência da interação indutor x 
população doadora, as melhores taxas de indução sobre as populações ocorreram 
empregando a linhagem CIM2GTAIL-P1. A superioridade no desempenho dos 
indutores F1’s sobre os indutores per se para as diferentes características 
agronômicas, sugere que o emprego de híbridos triplos de linhagens CIM2GTAIL’s 
para ambientes tropicais pode ser vantajoso. Os indutores apresentam adaptação 
para a semeadura no início da primeira safra brasileira de milho, mas tem fraco 
desempenho em semeaduras mais tardias ou em segunda safra, quando se tem 
maior probabilidade de epidemias causadas por doenças da cultura do milho. As 
taxas de indução a haploidia destes indutores em cruzamentos com populações de 
milho superdoce tropical são semelhantes às observadas com indutores 
temperados em cruzamentos com milho comum, em seus ambientes de origem.

Palavras-chave: Zea mays L. var. saccharata; indução à haploidia; indução in vivo; 
gene R1-nj; desempenho agronômico; maternal.
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ABSTRACT

The doubled haploid (DH) technology is well established in temperate environments 
and has several inducers adapted to their environment of use. In tropical 
environments, its adoption is limited due to the difficulty of accessing and availability 
of inducers with high induction rates and agronomic adaptation. In this sense, the 
International Maize and Wheat Improvement Center (CIMMYT) developed the 
CIM2GTAIL’s inducer lines for licensing and use in (sub)tropical environments. The 
objectives of this study were: a) to determine the adaptive and reproductive 
potential of three CIM2GTAIL’s inducer lines and their hybrid combinations, in 
different sowing seasons in Brazil; b) to estimate the induction potential of these six 
inducers on eight tropical supersweet corn populations; c) to identify the occurrence 
of inducer x population interaction for induction rates in supersweet corn. The six 
inducers and two early commercial hybrids, widely adapted in Brazil, were 
evaluated in six experiments, installed in completely randomized blocks, with three 
replicates, using useful plots of four 4.0 m rows, at a spacing of 0.8 m x 0.2 m, in 
different years and sowing times. The agronomic performance and yield 
components of the inducer genotypes were evaluated for 20 phenotypic traits. 
Based on the seed marking by the R1-nj gene, the haploidy induction rates were 
estimated. The average real induction rate on the eight donor populations ranged 
from 9.5% to 13.2%, with highlights for CIM2GTAIL-P1 and for the combination 
CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3. Despite the occurrence of the inducer x donor 
population interaction, the best induction rates on the populations occurred using 
the CIM2GTAIL-P1 line. The superior performance of F1’s inducers over inducers 
per se for different agronomic traits suggests that the use of triple hybrids of 
CIM2GTAIL’s lines for tropical environments may be advantageous. The inducers 
are adapted for sowing at the beginning of the first Brazilian corn harvest, but have 
poor performance in later sowings or in the second harvest, when there is a greater 
probability of epidemics caused by corn diseases. The haploid induction rates of 
these inducers in crosses with tropical supersweet corn populations are similar to 
those observed with temperate inducers in crosses with common corn in their 
environments of origin.

Keywords: Zea mays L. var. saccharata; haploidy induction; in vivo induction; R1-nj 
gene; agronomic performance; maternal.
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3.1 INTRODUÇÃO

Em programas privados de melhoramento de milho comum, as 

linhagens para síntese de híbridos são extensivamente obtidas com a metodologia 

de duplo-haploides (DH). 

Contudo, em milho superdoce ainda existem poucos relatos 

envolvendo a obtenção de linhagens com esta técnica. Uma das grandes 

vantagens desta tecnologia se relaciona ao tempo reduzido para se produzir 

linhagens homozigotas em duas ou três gerações de cultivo, utilizando a indução 

haploide em genótipos fontes, seguidas da duplicação do conteúdo cromossômico 

(Pierre et al., 2011; Prassana et al., 2012; Fritsche-Neto et al., 2013). O uso de 

DH’s oferece vantagens em relação aos métodos tradicionais que utilizam 

autofecundações sucessivas, dentre elas destacam-se: a máxima variância 

genética entre linhagens per se; a possibilidade de realizar testcross desde a 

primeira geração; o menor número de ciclo de reprodução; o perfeito atendimento 

aos critérios de distinção, uniformidade e estabilidade para proteção de cultivares; 

redução de custos com autofecundação; maior eficiência na seleção assistida por 

marcadores moleculares e a maior facilidade de introgressão e piramidação de 

genes em uma linhagem (Geiger & Gordillo, 2009).

A obtenção de DH’s pode ser realizada por meio de métodos in 

vitro e in vivo. No método in vivo, os haploides são obtidos por meio de 

cruzamentos entre populações doadoras e genótipos indutores de haploidia, 

originando embriões haploides em uma parte das sementes produzidas nestes 

cruzamentos (Pierre et al., 2011). Este tipo de indução pode ser classificado em 

androgenético ou paternal, quando o indutor de haploidia é usado como receptor 

de pólen e gimnogenético ou maternal, quando os genótipos indutores são 

utilizados como doadores de pólen (Silva et al., 2009; Chaikam et al., 2012a; 

Trentin et al., 2020). Os indutores maternais são mais comumente empregados, 

devido aos menores custos de utilização, manutenção da herança 

extracromossômica dos genótipos induzidos (Chaikam et al., 2012; Prigge et al., 

2012a; Trentin et al., 2020) e facilidade de serem utilizados em esquemas 

envolvendo muitos cruzamentos em lotes isolados (Trentin et al., 2020). Não 

demorou muito tempo para que os pesquisadores percebessem o potencial das 

plantas haploides no melhoramento do milho e começaram a desenvolver 
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genótipos indutores com marcadores fenotípicos, que permitiram diferenciar 

plantas haploides e diploides, nos diferentes estádios de desenvolvimento (Trentin 

et al., 2020). Inicialmente, duas linhagens se destacaram para a indução haploides 

in vivo: a Stock 6, com mecanismo de indução maternal e taxa de indução média 

de 3,2% (Coe, 1959), e a Wisconsin-23 (W23), com mecanismo de indução 

paternal e taxa de indução entre 1% e 3% (Kermicle, 1969 e 1973). A Stock6 deu 

origem a muitas linhas indutoras maternais, que na atualidade apresentam maiores 

taxas de indução, sendo preferida pelos programas de melhoramento, devido gerar 

linhagens que conservam o citoplasma da população doadora (Prasanna, 2012).

O mecanismo de indução ainda não é bem conhecido, mas 

acredita-se que os haploides resultem de uma falha na fertilização, promovidas 

pelos gametas masculinos ou femininos, em que a oosfera cresce e se diferencia 

em um embrião (Sarkar & Coe, 1966). Estes autores, ao analisaram grãos de pólen 

da Stock 6, identificaram que todos eles possuíam três núcleos, descartando a 

possibilidade de monospermia como causa da indução à haploidia (Chase, 1964a; 

Sarkar & Coe, 1966). Existem duas hipóteses que tentam explicar a indução à 

haploidia e propõem que ela ocorra por: a) fertilização única em vez de fertilização 

dupla normal; b) eliminação de cromossomos paternos após a fertilização normal 

(Zhao et al., 2013; Qiu et al., 2014). Corroborando com parte das hipóteses, Zhao 

et al. (2013) detectaram que a maior parte dos cromossomos indutores foram 

excluídos das células embrionárias haploides dentro de uma semana após a 

polinização e de células de endosperma de grãos defeituosos em 15 dias após a 

polinização.

Atualmente, os progressos obtidos com o melhoramento dos 

indutores haploides maternos podem exceder a 15% de taxa de indução 

(Rotarenco et al., 2010), enquanto para os indutores paternos atingem apenas 6% 

(Kindiger & Hamann, 1993). A taxa de indução haploide é calculada com o número 

de sementes haploides putativas obtidas, dividida pelo número total de sementes 

marcadas pelo gene R1-nj, produzidas em um cruzamento com o indutor haploide, 

sendo o parâmetro comum para comparar a eficiência da indução haploide de 

diferentes indutores (Melchinger et al., 2016b). A taxa de indução haploide (TIH) de 

indutores maternos é conhecida por estar sob controle poligênico (Röber, 2005; 

Prigge et al., 2012b; Zhong et al., 2019), enquanto em indutores paternos, o gene 

gametófito indeterminado (ig) é responsável pela indução haploide como uma 
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característica genética única (Kermicle, 1969).

Muitos esforços vêm sendo realizados para melhorar a taxa de 

indução haploide e a adaptação de indutores a diferentes ambientes a partir da 

Stock 6. A literatura relaciona um aumento eficaz da taxa de indução haploide (6% 

a 15%) bem como do desempenho agronômico dos indutores nas últimas duas 

décadas, entre eles UH400 (Hohenheim University), RWS (Röber et al., 2005), MHI 

(Chalyk, 1999) e PHI (Rotarenco et al., 2010), com adaptação a ambientes 

temperados.

A velocidade de adoção da tecnologia DH para obtenção de 

linhagens de milho comum em países tropicais não tem avançado tanto quanto nos 

países temperados, em parte devido à falta de indutores adaptados aos ambientes 

(sub) tropicais (Prasanna et al., 2012; Trentin et al., 2020) e também ao sigilo 

mantido pelas empresas privadas de melhoramento, que restringem o acesso às 

informações geradas. Em relação ao milho superdoce, embora os DH’s possam 

representar importante avanço para o melhoramento de híbridos, tanto em países 

tropicais como em temperados, há uma carência de relatos na literatura cientifica 

sobre o emprego desta tecnologia.

Com o objetivo de desenvolver e disponibilizar indutores de 

haploidia adaptados para ambientes (sub) tropicais, o Centro Internacional de 

Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT) e a Universidade de Hohenheim 

desenvolveram as linhagens CIM2GTAIL´s com taxas de indução comparáveis aos 

indutores de clima temperado (Prigge et al., 2012; Prasanna et al., 2012; Chaikam 

et al., 2018). Os indutores CIM2GTAIL’s já foram avaliados quanto a sua 

capacidade de indução e adaptação em ambientes do México e Quênia (Chaikam 

et al., 2018), Turquia (Kahriman et al., 2022) e na Índia (Kaur et al., 2023), 

revelando que a capacidade de indução a haploidia dos indutores se mantiveram 

em intervalos médios de 8% a 15% de TIH’s (Chaikam et al., 2018). Entretanto, o 

potencial de adaptação agronômica e taxas de indução destes indutores per se e 

suas combinações híbridas ainda não estão determinadas para as condições 

ambientais brasileiras. Desta forma, os objetivos deste artigo foram: a) determinar o 

potencial adaptativo e reprodutivo de seis genótipos indutores de haploidia em 

milho (três linhagens tropicalizadas desenvolvidas pelo CIMMYT e suas respectivas 

combinações híbridas), em diferentes épocas de semeadura, em Londrina, Paraná, 

Brasil; b) estimar o potencial de indução destes seis genótipos empregando oito 
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populações de milho superdoce tropicais, como doadoras de linhagens; c) 

identificar a ocorrência de efeitos de interação indutores x populações doadoras de 

milho superdoce quanto as taxas de indução à haploidia.
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS

3.2.1 MATERIAL VEGETAL E PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Durante a segunda safra de 2021, as linhagens indutoras 

CIM2GTAIL-P1 (P1), CIM2GTAIL-P2 (P2) e CIM2GTAIL-P3 (P3), desenvolvidas e 

cedidas pelo CIMMYT, foram multiplicadas e cruzadas entre si (P1 x P2, P1 x P3 e 

P2 x P3) em casa de vegetação, do Laboratório de Melhoramento Genético (LMG), 

da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Paraná, Brasil, totalizando um 

conjunto de seis genótipos indutores maternais.

Os seis genótipos indutores e dois híbridos comerciais (DKB 390 e 

P30F53, pertencentes as empresas Bayer e Pioneer, respectivamente), utilizados 

como testemunhas, foram avaliados à campo na Fazenda Escola da UEL – 

FAZESC (23°20'S; 51°33'W; altitude 576 m; clima subtropical úmido mesotérmico), 

quanto ao potencial agronômico adaptativo e reprodutivo, em seis épocas de 

semeadura (setembro e novembro de 2021; janeiro, fevereiro, outubro e novembro 

de 2022), simulando diferentes condições ambientais. Os experimentos foram 

conduzidos empregando o delineamento em blocos completamente casualizados, 

com três repetições, em parcelas de seis fileiras de 4,0 m de comprimento, no 

espaçamento 0,80 x 0,20 m, visando uma densidade populacional de 62.500 

plantas ha-1. Apenas as quatro fileiras centrais de cada parcela foram utilizadas 

para coleta de dados. Os experimentos foram conduzidos segundo as 

recomendações técnicas para a cultura, mas sem a aplicação de fungicidas, com o 

objetivo de avaliar a resistência natural destes genótipos a doenças fúngicas.

3.2.2 COLETA DE DADOS FENOTÍPICOS DOS INDUTORES

Os genótipos foram avaliados para 20 características fenotípicas: 

1) florescimento feminino médio (FFM) - dias entre a semeadura até o momento em 

que 50% das espigas apresentaram exteriorização de pelo menos 1 cm do estilo-

estigma; 2) início do florescimento masculino (IFM) – dias entre a semeadura até a 

liberação de pólen nos primeiros pendões da parcela; 3) florescimento masculino 

médio (FMM) – dias desde a semeadura até o momento em que 50% das plantas 

apresentavam 1/3 do pendão com anteras liberando pólen; 4) término do 
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florescimento masculino (TFM) – dias entre a semeadura das plantas até o término 

da emissão de pólen nos pendões da parcela; 5) Amplitude da antese masculina 

(TFM-IFM); 6) tamanho da haste principal do pendão (THP) - medida do ponto da 

inserção da folha bandeira até o final da haste central do pendão (cm); 7) tamanho 

do pendão (TP) – com base em três notas (1 = pequeno, 2 = médio e 3 = grande), 

por meio da observação geral da parcela; 8) ramificações do pendão (RP) - 

contagem do número de ramos primários que se ramificaram diretamente na haste 

principal; 9) altura da planta (AP) - medida da superfície do solo até a inserção da 

folha bandeira (cm); 10) altura da espiga (AE) - distância da superfície do solo até o 

ponto de inserção da espiga superior (cm); 11) estande de plantas (ST) – contagem 

do número de plantas da parcela; 12) produtividade de grãos corrigidos (PGC) - 

pesagem de grãos das parcelas, corrigida para estande ideal e para 13,5% de 

umidade, extrapolados para kg ha-1; 13) peso de mil sementes (P1000) - pesagem 

da amostra de mil sementes de cada parcela (g); 14) diâmetro médio de espiga 

(DE); 15) comprimento médio de espigas (CE); 16) número médio de fileiras de 

grãos (NFG); 17) número médio de grãos por fileira (NGF); 18) porcentagem de 

plantas com diplodia (DIPLO, em %) – relação do número de plantas da parcela 

com sintomas visíveis de Diplodia spp., causada por Stenocarpella spp., dividido 

pelo ST; 19) porcentagem de plantas com enfezamento (ENF, em %) - relação do 

número de plantas da parcela com sintomas visíveis de enfezamento, dividido pelo 

ST; 20) Nota de severidade para Exserohilum Turcicum (ET) – de 1 (alta 

resistência) a 6 (alta suscetibilidade), segundo o diagrama AGROCERES (1996). 

As características THP, NRP, AP e AE foram estimadas com base na média de 12 

medições por parcela. As características CE, DE, NFG e NGF foram estimados 

com base na média de cinco espigas representativas por parcela.

3.2.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS

As análises de variâncias individuais foram realizadas com base 

nos totais de tratamentos, segundo o modelo de blocos completamente 

casualizados a seguir:

onde:  é a observação do i-ésimo genótipo no j-ésimo bloco;  é a média geral do 

experimento;  é o efeito aleatório do j-ésimo bloco;  é o efeito fixo do i-ésimo 
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genótipo;  é o erro aleatório da observação do i-ésimo genótipo no j-ésimo bloco.

Após a verificação da existência de homogeneidade das variâncias 

dos erros entre os experimentos das diferentes épocas, por meio do teste de F 

máximo (Pimentel, 1987), foram realizadas as análises de variâncias conjuntas 

para as diferentes épocas de cultivo, conforme o modelo a seguir:

onde:  é a observação do i-ésimo genótipo, no j-ésimo bloco, da k-ésima época;  é 

a média geral dos experimentos;  é o efeito fixo do i-ésimo genótipo;  é o efeito 

aleatório do k-ésima época;  é o efeito aleatório da interação do i-ésimo genótipo 

com o k-ésima época;  é o efeito aleatório do j-ésimo bloco dentro da k-ésima 

época;  é o erro aleatório da observação do i-ésimo genótipo, no j-ésimo bloco, da 

k-ésima época.

As médias dos genótipos dentro de cada época de semeadura 

foram agrupadas pelo teste de Scott & Knott, em nível de 5% de probabilidade e 

empregadas na estimação dos efeitos de heterose (h) nas combinações das 

linhagens indutoras, por meio da expressão:

onde:  é a observação da heterose obtida na combinação entre o i-ésimo e o j-

ésimo genitor;  é a média observada para o híbrido resultante do cruzamento ;  é a 

média observada para o i-ésimo genitor;  é a média observada para o j-ésimo 

genitor;

A partir das médias dos tratamentos foram estimadas as 

correlações de Pearson entre PGC com as demais características agronômicas, 

sendo empregada a estatística t, em nível de 5% de probabilidade.

3.2.4 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE INDUÇÃO À HAPLOIDIA

Na safra 2021/2022, na FAZESC foram realizadas as combinações 

entre seis genótipos indutores e oito populações doadoras de milho superdoce 

tropical homozigóticas para o gene shrunken-2 (sh2) (PD2004, PD2005, PD2006, 

SD3001, SD3002, SD3003, SD3005 e SD3006), desenvolvidas pelo LMG.

As populações doadoras foram dispostas em blocos de seis fileiras 

de 16 m de comprimento, no espaçamento 0,80 x 0,20 m. Os indutores foram 
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conduzidos em blocos de oito fileiras de 10 m de comprimento, nos mesmos 

espaçamentos das populações, sendo suas fileiras divididas em duas épocas de 

semeadura, cinco e dez dias após a semeadura das populações, visando gerar 

sincronismo entre os florescimentos feminino das populações e masculino dos 

indutores. As polinizações foram realizadas manualmente, obtendo-se 

aproximadamente 30 espigas F1’s induzidas para cada uma das 48 combinações.

As espigas F1’s resultantes de cada combinação, foram colhidas e 

classificadas em dois grupos: não segregantes (100% de sementes marcadas com 

coloração púrpura) e segregantes, onde apenas parte das sementes apresentaram 

marcação púrpura, resultantes da inibição da expressão do gene R1-nj. 

As sementes induzidas foram classificadas pela expressão do gene 

R1-nj, por meio da presença ou ausência da marcação de antocianina, sendo 

separadas em três categorias: a) diploides (sementes lisas que expressam a 

pigmentação no endosperma e no embrião); b) haploides putativos (sementes lisas 

que expressam a pigmentação somente no endosperma, mantendo o embrião sem 

antocianina); c) diploides resultantes de contaminação ou da inibição da expressão 

do gene R1-nj (sementes lisas ou enrugadas sem nenhuma marcação).

A taxa de indução haploide (TIH) das diferentes populações 

induzidas, foi avaliada pela razão entre o número de sementes haploides putativas 

(SHP) obtidas pelo total de sementes marcadas. A taxa de indução real (TIR) foi 

confirmada com a identificação e subtração dos falsos haploides (diploides 

erroneamente considerados como haploides, devido a falhas no processo de 

classificação de sementes), entre as SHP de cada população, no estádio V2. Os 

falsos haploides apresentam vigor elevado e padrões morfológicos típicos de 

diploides, com a presença de coloração púrpura na primeira bainha foliar, 

característica peculiar do indutor e ausente nas populações superdoces, conforme 

observado em estudo realizado por Sekiya et al. (2020), utilizando as mesmas 

populações. A partir das observações das taxas de falsos haploides (TFH) dentro 

das SHP de cada população, foram estimadas as taxas de indução real (TIR), 

apresentada a seguir: .

As análises de TIH e TIR foram realizadas por meio do 

desdobramento do teste de Qui-Quadrado (), para comparar as taxas de sucesso e 

insucesso obtidas com a indução, avaliando as médias dos genótipos indutores 
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dentro de cada população doadora e a média das populações doadoras em cada 

genótipo indutor segundo a expressão:

onde:  é o número total de indivíduos do i-ésimo tratamento; corresponde ao 

número total de indivíduos do i-ésimo tratamento que obtiveram sucesso;  é a 

proporção de sucesso do i-ésimo tratamento, dado pela razão;  é a proporção 

média de sucesso considerando os tratamentos conjuntamente, dado pela razão 

Σ/Σ.

3.3 RESULTADOS

A partir do cruzamento manual de seis genótipos indutores e oito 

populações de milho superdoce foi obtido um total de 1515 espigas, cerca de 166 a 

335 espigas induzidas por indutor e 153 a 235 espigas induzidas de cada 

população. Foram obtidas de 17876 a 35620 sementes marcadas por população, 

sendo identificadas de 2354 a 4536 SHP’s (Tabela 3.1).

A inibição da expressão do gene R1-nj foi observada em apenas 

quatro populações (PD2004, PD2005, PD2006 e SD3001), em um total de 244 

espigas, com inibição parcial ou total das sementes de cada espiga (Tabela 3.1). 

Estas espigas produziram cerca de 50% de sementes não marcadas por 

população. Por meio da expressão fenotípica da primeira bainha foliar verde das 

plântulas foi possível discriminar haploides e diploides, dentre as plântulas 

originadas das sementes F1’s com inibição da expressão do gene R1-nj, pois é uma 

característica recessiva. A população SD3001 apresentou a maior frequência do 

alelo inibidor (0,47), superando os valores observados para PD2004, PD2005 e 

PD2006, com frequências entre 0,08 e 0,11 (Tabela 3.1). Assim, para as sementes 

não marcadas nas populações PD2004, PD2005, PD2006 e SD3001 foram 

observadas taxas médias de induções entre 6,5% e 13,7%, empregando o fenótipo 

da primeira bainha foliar verde.
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Tabela 3.1 - Quantificações de espigas induzidas sem e com segregação para a expressão do gene R1-nj; números de sementes 
haploides putativas, diploides e sem marcação de antocianina; frequência do alelo inibidor da expressão do gene R1-nj, 
porcentagem de sementes com inibição e porcentagem de indivíduos haploides dentro das sementes sem marcação.

Indutores CIM2GTAIL´s
P1 P2 P3 P1 x P2 P1 x P3 P2 x P3

Número total de espigas induzidas 257 245 335 166 281 231
Número de sementes marcadas 31353 33352 43284 23442 36097 28285
Sementes haploides putativas 4711 3605 4864 2868 4813 3375
Sementes diploides 26642 29747 38420 20574 31284 24910
Populações induzidas PD2004 PD2005 PD2006 SD3001 SD3002 SD3003 SD3005 SD3006
Número total de espigas induzidas 235 192 179 183 216 176 181 153

Espigas sem a ocorrência de sementes com inibição do gene R1-nj 
Número de espigas 197 152 145 51 216 176 181 153
Sementes haploides putativas 4110 2675 2478 1043 3253 2965 2661 2354
Sementes diploides 28401 19657 18768 6276 25542 20565 19666 16263

Espigas segregantes com a ocorrência de sementes com inibição do gene R1-nj 
Número de espigas 38 40 34 132 0 0 0 0
Frequência do alelo inibidor 0,084 0,110 0,100 0,472 0 0 0 0
Sementes haploides putativas 426 457 315 1499 0 0 0 0
Sementes diploides 2683 2669 2029 9058 0 0 0 0
Sementes lisas e não marcadas 2756 2783 2260 11052 0 0 0 0
Porcentagem de sementes com inibição 47,0% 47,1% 49,1% 51,1% 0 0 0 0
Amostra de sementes não marcadas e semeadas 200 400 400 2400 0 0 0 0
Porcentagem de germinação 91,5% 86,0% 84,0% 71,2% 0 0 0 0
Haploides dentro das sementes não marcadas 13,7% 11,9% 6,5% 7,0% 0 0 0 0
Fonte: O próprio autor.
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Os genótipos indutores se diferenciaram quanto as médias gerais de 

TIH com base na marcação das sementes pela expressão do gene R1-nj e de TIR, 

após a eliminação dos falsos haploides durante o processo de obtenção de DH’s, 

sobre oito populações de milho superdoce doadoras (Figura 3.1). A TIR foi de 1,3% 

(CIM2GTAIL-P2) a 1,8% (CIM2GTAIL-P1) menor que a TIH média. Contudo, estas 

diferenças não foram suficientes para alterar o posicionamento do desempenho 

médio de indução dos genótipos indutores sobre as populações de milho superdoce. 

Assim, considerando TIH e TIR média de populações, respectivamente, o indutor per 

se CIM2GTAIL-P1 se destacou com taxas iguais a 15,0% e 13,2%, seguido pela 

combinação CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3 com estimativas de 13,3% e 11,8%. 

Os outros dois indutores per se ficaram agrupados e diferiram das outras duas 

combinações híbridas de indutores, apresentando cerca de 11% e 12% de TI e 10% 

e 11% de TIR, respectivamente. De igual modo, com base no efeito médio do 

conjunto dos seis indutores, as TIH´s e TIR´s observadas para cada população 

doadora se diferenciaram, com TIR de 0,6% (SD3002) a 2,0% (SD3001) menores 

que o observado para TIH.

As heteroses para TIR’s, estimadas com base na superioridade do 

desempenho do indutor F1 em relação à média dos seus indutores genitores, foram 

iguais a -0,6%, 0,2% e 0,8%, para as combinações CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-

P2, CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3 e CIM2GTAIL-P2 x CIM2GTAIL-P3, 

respectivamente.

A população SD3001, embora tenha apresentado a maior frequência 

do alelo inibidor na expressão do gene R1-nj e de sementes não marcadas, 

apresentou as maiores médias de TIH e TIR, com valores iguais a 14,2% e 12,3%, 

respectivamente. Nas demais populações foram observadas TIR médias de seis 

indutores entre 10,0% e 11,5%. As combinações entre indutores e populações 

apresentaram estimativas de TIH’s diferenciadas, indicando a ocorrência de 

interação indutor x população (Figura 3.1). Contudo, o indutor CIM2GTAIL-P1 esteve 

entre as melhores estimativas de TIH para todas as populações doadoras de milho 

superdoce, mas não diferiu das TIH’s observadas pelos cruzamentos entre os 

indutores CIM2GTAIL-P2 com SD3001 e CIM2GTAIL-P3 com SD3002; nem nas 

combinações F1‘s dos indutores CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3 nos cruzamentos 

com PD2006, SD3002, SD3005 e SD3006; CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P2 com 

PD2005 e SD3002 e de CIM2GTAIL-P2 x CIM2GTAIL-P3 com SD3005.
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Figura 3.1 – Médias (em %) e respectivos desvios padrões da média para taxa de indução obtidas em oito populações de milho 
superdoce induzidas a haploidia por linhagens CIM2GTAIL’s e suas combinações híbridas; Taxa de indução haploide média (TIH) 
com base na marcação do gene R1-nj e Taxa de indução média real (TIR), onde colunas seguidas pelas mesmas letras não 
diferem significativamente pelo teste de qui-quadrado ( 2) em nível de 5% de probabilidade.
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Além dos genótipos indutores apresentarem elevada taxa de 

indução de haploidia, é necessário que eles também sejam adaptados ao ambiente 

de cultivo, apresentando uma série de características agronômicas que viabilizem a 

sua utilização na obtenção de indivíduos haploides. Neste sentido, os indutores 

CIM2GTAIL´s e duas testemunhas híbridas comerciais, de ciclo precoce, adaptadas 

e amplamente utilizadas em diferentes regiões do Brasil, foram avaliados em seis 

experimentos, em diferentes anos e épocas de semeadura. As análises de 

variâncias individuais revelaram homogeneidade de variâncias do erro, permitindo a 

análise de variância conjunta, sendo observados coeficientes de variação 

experimental adequados para todas as características estudadas (Tabela 3.2).

As análises de variâncias conjuntas revelaram efeitos significativos 

dos experimentos em diferentes épocas de semeadura e da interação experimento x 

tratamento para todas as características avaliadas, não sendo observado efeitos 

significativos de tratamentos apenas para a amplitude da antese masculina (Tabela 

3.2).

As médias de dias para a antese masculina e feminino de 

tratamentos nos diferentes experimentos variaram de 52 a 74 dias para os indutores 

e de 56 a 69 dias para as testemunhas (Tabela 3.3). Em função da safra e da época 

de cultivo, houve uma oscilação expressiva dos dias necessários para florescimento 

masculino e feminino, com diferenças de 10 a 15 dias dos genótipos indutores e de 

11 a 13 dias para as testemunhas.

O intervalo de polinização, dado pela amplitude da antese 

masculina, foi menor nos experimentos semeados em janeiro e fevereiro de 2022, 

quando as condições foram menos favoráveis, devido aos estresses ambientais 

provocados pela maior ocorrência de doenças, sendo a redução mais intensa 

observada nas linhagens indutoras e nas testemunhas, com valores entre 5 e 7 dias. 

Os híbridos indutores apresentaram as maiores amplitudes de florescimento 

masculino, com valores entre 7 e 12 dias nos diferentes ambientes, se igualando ou 

superando a amplitude de pelo menos um dos híbridos utilizados como testemunha.

No geral, com base nas médias das características associadas à 

maior produção de pólen, os híbridos indutores superaram todas as linhagens 

indutoras quanto ao tamanho da haste principal e ao tipo de pendão. Contudo, a 

linhagem CIM2GTAIL-P3 apresentou uma média de número de ramificações do 
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pendão, que foi superada apenas pelo híbrido indutor CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-

P3.

Tabela 3.2 – Resumo da análise de variância conjunta, quadrados médios e níveis 
de significância para caracterização agronômica e componentes de rendimento de 
seis indutores de haploidia (CIM2GTAIL’s) e duas testemunhas comerciais para seis 
épocas de cultivo durante as safras 2021/2022, 2022/2022 e 2022/2023.
Características Exp Trat Exp x Trat Erro Média CV%
GL 5 7 34 80
Flor feminino médio 492,53* 84,300* 4,9374* 0,8451 61,5 1,5
Flor masculino médio 575,14* 103,29* 2,7580* 0,5476 60,2 1,2
Amplitude da antese 21,520* 6,0692ns 3,8093* 0,7562 8,0 10,9
Tamanho da haste principal 363,91* 564,58* 9,5476* 2,9685 40,5 4,3
Tamanho de pendão 0,4602* 10,554* 0,1780* 0,0509 2,4 9,5
Ramificações do pendão 22,582* 130,40* 4,9650* 0,9836 10,6 9,4
Altura de planta 24266* 18738* 453,98* 48,375 179 3,9
Altura de espiga 8843,1* 6921,6* 175,65* 25,064 97,0 5,1
GL 4 7 27 62
Produtividade de grãos 83,587* 167,67* 4,7249* 0,1962 5,30 8,4
Peso de mil grãos 85660* 70383* 2035,5* 273,98 306 5,4
Diâmetro de espiga 2,2505* 8,4617* 0,2597* 0,0142 4,10 2,9
Comprimento de espiga 21,981* 132,45* 2,7189* 0,2379 14,1 3,5
Número de fileiras de grãos 11,219* 29,300* 2,6064* 0,3248 14,6 3,9
Número de grãos por fileira 52,593* 911,83* 13,692* 1,6482 23,2 5,5
GL 4 7 27 66
% Plantas com diplodia 56,908* 41,142* 4,4553* 0,0446 16,6 6,2
% Plantas com enfezamento 208,53* 45,224* 6,8295* 0,2964 31,4 12,1
GL 3 7 20 53
Nota severidade E. turcicum 3,5974* 0,6071* 0,1237* 0,0652 3,1 13,9
Notas: GL= graus de liberdade; Exp= épocas de semeadura; Trat= tratamentos; CV%= coeficiente de 
variação; ns, *= não significativo e significativo em nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
Fonte: O próprio autor.

No geral, os híbridos indutores apresentaram alturas de planta 

maiores que as linhagens indutoras e menores que as testemunhas comerciais e, 

mesmo em condições mais adversas de ambiente, alcançaram altura suficiente para 

polinizar as espigas das testemunhas (Tabela 3.3). As linhagens indutoras foram 

significativamente mais baixas que as testemunhas, chegando a ter altura de planta 

menor que a altura das espigas das testemunhas, principalmente nas condições 

ambientais desfavoráveis, observada para os experimentos semeados em janeiro e 

fevereiro de 2022.
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Tabela 3.3 – Análise do desempenho agronômico médio de seis indutores de 
haploidia (CIM2GTAIL’s) e duas testemunhas comerciais para seis épocas de 
semeadura durante as safras 2021/2022, 2022/2022 e 2022/2023.
Semeadura P1 P2 P3 P1xP2 P1xP3 P2xP3 P30F53 DKB390

Florescimento feminino médio (dias)
Set 21 69b 68b 74a 66c 67c 66c 69b 69b
Nov 21 59c 58d 66a 56e 57e 56e 60c 61b
Jan 22 59b 58b 61a 52c 57b 57b 57b 57b
Fev 22 61a 62a --- 56b 60a 59a 62a 61a
Out 22 67d 64e 70a 64e 64e 63f 68c 69b
Nov 22 59a 59a 59a 56c 58b 57b 60a 60a

Florescimento masculino médio (dias)
Set 21 70a 68b 71a 63d 65c 63d 68b 68b
Nov 21 58d 57d 64a 55e 56e 55e 60c 61b
Jan 22 56b 54c 60a 52d 54c 52d 56b 56b
Fev 22 59b 58b --- 54c 55c 55c 60a 59a
Out 22 67d 64e 70a 64e 64e 62f 68c 69b
Nov 22 60a 59a 59a 55c 57b 56c 59a 60a

Amplitude da antese masculina (dias)
Set 21 10b 9c 12a 8c   9c   8c 8c 8c
Nov 21   9b 8b   7b 9b 11a 10a 9a 9b
Jan 22   6c 7b   6c 9a   7b   8a 5c 6c
Fev 22   5c 5c --- 8a   9a   8a 6b 6b
Out 22   8a 7a 10a 7a   8a   8a 8a 7a
Nov 22   8a 8a   9a 7a   9a   8a 8a 8a

Tamanho da haste principal (cm)
Média 32d 36c 34c 46a 43b 45a 43b 44b

Tipo de pendão (notas: 1=pequeno; 2=médio; 3=grande)
Média 1,0c 1,7b 1,6b 2,9a 2,7a 3,0a 3,0a 2,9a

Número de ramificações do pendão
Média 9,7c 7,2d 11,6b 11,2b 14,9a 11,3b 6,8d 12,6b

Altura de planta (cm)
Set 21 144c 125d 148c 180b 182b 174b 200a 203a
Nov 21 178d 150e 160e 204c 237b 216c 243b 254a
Jan 22 101e 130d   94e 168c 142d 159c 181b 210a
Fev 22   87g 102f --- 157c 124e 142d 166b 185a
Out 22 170e 150f 185d 199c 217b 202c 232a 238a
Nov 22 179d 156e 176d 224c 238b 228c 250a 249a

Altura de espiga (cm)
Set 21 59e   67d   74d   88c   82c   89c   96b 111a
Nov 21 88d   88d   92d 108c 126b 121b 133b 145a
Jan 22 50e   80d   56e   90c   73d   96c 103b 121a
Fev 22 39e   62d ---   81c   58d   80c   90b 104a
Out 22 79c   90c 105b 106b 110b 113b 127a 136a
Nov 22 89f 101e   87f 127d 133c 145a 139b 144a
Nota: Médias nas linhas seguidas das mesmas letras pertencem ao mesmo agrupamento de médias 
definido pelo teste de Scott & Knott em nível de 5% de probabilidade.
Fonte: O próprio autor.
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O experimento semeado em janeiro de 2022 foi acometido por um 

vendaval na fase pós florescimento, não permitindo a coleta de dados de 

produtividade e da severidade de doenças, devido ao índice elevado de 

acamamento das plantas. Nos experimentos semeados em setembro de 2021, 

outubro e novembro de 2022, onde as épocas de semeadura são consideradas mais 

favoráveis para cultura do milho no Brasil, foram observadas uma menor frequência 

na severidade de doenças foliares e do complexo de enfezamento, sendo obtidas 

produtividades entre 1,93 e 3,35 t ha-1 para as linhagens indutoras; 5,25 a 6,61 t ha-1 

para os indutores híbridos e de 10,88 a 15,14 t ha-1 para os híbridos comerciais 

(Tabela 3.4). Em relação ao peso de 1000 grãos, foram observados valores variando 

de 242 a 299 g para as linhagens indutoras; 317 a 375 g para os indutores híbridos e 

de 420 a 470 g para os híbridos comerciais.

Os experimentos semeados em novembro de 2021 e fevereiro de 

2022 se caracterizaram por expressar os ambientes mais desfavoráveis, sendo que 

neste último experimento ocorreu a perda das parcelas da linhagem indutora 

CIM2GTAIL-P3, devido ao elevado grau de severidade das doenças ocorridas 

(Tabela 3.4). Nestes experimentos foram observadas as maiores porcentagens de 

plantas com sintomas para o complexo de enfezamento e Diplodia, que resultaram 

em perdas expressivas de produtividade, sendo observados valores entre 0 e 1,36 t 

ha-1 para as linhagens indutoras; 0,12 e 3,99 t ha-1 para os indutores híbridos e 2,37 

a 9,64 t ha-1 para as testemunhas comerciais. No experimento semeado em fevereiro 

de 2022, o híbrido P30F53 chegou a apresentar 100% de plantas com sintomas do 

complexo de enfezamento e a menor produtividade entre as testemunhas. Assim, 

como discorrido para produtividade, foram observadas perdas expressivas no peso 

de 1000 grãos para estes experimentos.

Com base na produtividade de grãos corrigida para estande ideal e 

no peso de 1000 sementes, é possível estimar o número médio de sementes 

produzido por planta nas diferentes condições ambientais (Tabela 3.4). Assim, 

estimaram-se números de sementes por planta entre 40 e 219 para as linhagens 

indutoras, 22 e 313 para os indutores híbridos e 170 e 515 para as testemunhas 

comerciais. Na média dos ambientes avaliados, os indutores CIM2GTAIL-P1, 

CIM2GTAIL-P2, CIM2GTAIL-P3, CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P2, CIM2GTAIL-P1 x 

CIM2GTAIL-P3 e CIM2GTAIL-P2 x CIM2GTAIL-P3 produziram em média 145, 105, 

156, 206, 213 e 209 sementes por planta, indicando que os F1’s das combinações 
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híbridas dos indutores apresentam potencial de produzir cerca de 1,55 vezes mais 

sementes que as linhagens per se, com sementes maiores e maior reserva 

fisiológica para germinar. Esta vantagem poderia ser utilizada no caso de empregar 

híbridos triplos de linhagens indutoras, que mantenham níveis adequados de 

indução.

Tabela 3.4 - Análise de componentes de rendimento de seis indutores de haploidia 
(CIM2GTAIL’s) e duas testemunhas comerciais em diferentes épocas nas safras 
2021/2022, 2022/2022 e 2022/2023.
Semeadura P1 P2 P3 P1xP2 P1xP3 P2xP3 P30F53 DKB390

Produtividade de grãos (PGC, em t ha-1)
Set 21 3,31d 2,61d 2,98d 5,25c 6,06c 5,67c 12,89a 10,88b
Nov 21 1,25e 1,26e 1,36e 3,99c 3,16d 3,76c   7,41b   9,64a
Fev 22 0,11c 0,26c --- 1,00c 0,12c 0,47c   2,37b   7,10a
Out 22 2,33e 1,93e 3,05d 5,46c 5,60c 5,75c 13,46b 15,14a
Nov 22 3,35c 1,97d 3,05c 5,82b 6,61b 6,26b 13,19a 12,41a

Peso de mil grãos (P1000, em g)
Set 21 242e 251e 279d 317c 346b 343b 449a 432a
Nov 21 159d 211c 199c 307b 263b 289b 317b 392a
Fev 22   64e 103d --- 235b   90d 199c 223b 352a
Out 22 245e 277d 299d 375b 345c 352c 451a 470a
Nov 22 269e 281e 268e 361c 337d 364c 420b 450a

Número sementes por planta
Set 21 219 166 171 265 280 265 459 403
Nov 21 126   96 109 208 192 208 374 394
Fev 22   64   40 ---   69   22   38 170 323
Out 22 152 111 163 233 260 262 477 515
Nov 22 200 112 182 258 313 275 503 441

Diâmetro de espiga (DE, em cm)
Máximo 3,8 3,7 3,9 4,3 4,1 4,4 5,4 5,7
Mínimo 2,8 3,0 2,1 4,1 2,8 3,7 4,1 5,3
Média   3,4b   3,4b   3,3b   4,2b   3,8b   4,0b   5,0a   5,5a

Comprimento de espiga (CE, em cm)
Máximo 14,6 13,5 15,0 15,7 15,4 15,1 16,7 17,2
Mínimo 11,3 10,5   8,8 14,4 13,7 13,8 15,9 16,1
Média  13,2f   12,4g   12,6g   15,2c   14,8d   14,4e   16,3b   16,7a

Número de fileiras de grãos na espiga (NFG)
Máximo 11,4 13,0 11,7 15,3 13,9 15,3 19,4 19,5
Mínimo   7,9   9,5   8,3 14,0   9,4 13,1 14,2 17,1
Média   10,2c   11,4c   10,3c   14,7b   12,7c   14,4b   18,1a   18,6a

Número de grãos por fileira (NGF)
Máximo 17,1 21,0 16,7 24,1 21,9 25,3 38,0 37,0
Mínimo 11,2 11,9   8,0 20,1 17,3 20,9 28,5 34,3
Média   15,0e   18,0d   13,7f   21,7b   19,6c   22,6b   35,5a   35,6a
Nota: Médias nas linhas seguidas das mesmas letras pertencem ao mesmo agrupamento de médias 
definido pelo teste de Scott & Knott em nível de 5% de probabilidade.
Fonte: O próprio autor.
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Por meio da predição de médias, baseada no desempenho dos 

híbridos F1’s, é possível estimar taxas de indução real iguais a 11,1%, 10,7% e 

11,3% para os híbridos triplos resultantes dos cruzamentos (CIM2GTAIL-P1 x 

CIM2GTAIL-P2) x CIM2GTAIL-P3, (CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3) x CIM2GTAIL-

P2 e (CIM2GTAIL-P2 x CIM2GTAIL-P3) x CIM2GTAIL-P1, respectivamente.

Para as características de espiga como diâmetro, comprimento, 

número de fileiras de grãos e número de grãos por fileira, foi dado ênfase nos 

resultados de médias dos tratamentos para os cinco experimentos, pois sumariza 

melhor o desempenho de cada grupo de genótipos, como pode ser constatado pelos 

valores máximos e mínimos observados (Tabela 3.4). De modo geral, o desempenho 

dos híbridos indutores para estas características foi inferior ao das testemunhas, 

mas frequentemente superou as linhagens indutoras ou não diferiram destas.

Dentre os genótipos avaliados, apenas o híbrido DKB390 

apresentou tolerância ao complexo de enfezamento, sendo observada a redução 

mais drástica da produtividade e das características das espigas e na contagem de 

grãos para todos os seis genótipos indutores avaliados, quando em condições de 

epidemia desta doença (Tabela 3.5).

Em situação de epidemia severa, as linhagens indutoras 

apresentaram 100% de plantas com sintomas visíveis do ataque de Diplodia, sendo 

observado para as mesmas condições um máximo de 26,6% de plantas sintomáticas 

nos híbridos indutores (Tabela 3.5). A linhagem indutora CIM2GTAIL-P2 foi o 

genótipo que apresentou a maior porcentagem de plantas com sintomas de Diplodia 

em todos os experimentos.

Os resultados observados para nota de severidade à mancha de E. 

turcicum revelam que os indutores apresentaram mediana resistência a mediana 

suscetibilidade, enquanto as testemunhas se apresentaram com maior resistência 

para esta característica.

A produtividade de grãos apresentou correlações positivas e 

elevadas com peso de mil sementes, diâmetro e comprimentos de espigas, número 

de fileiras de grãos nas espigas e número de grãos por fileira, mas negativas e 

significativas para notas de severidade à mancha de E. turcicum, porcentagens de 

plantas com diplodia e do complexo enfezamento (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5 - Análise do grau de severidade a doenças de seis indutores de haploidia 
(CIM2GTAIL’s) e duas testemunhas comerciais em diferentes épocas nas safras 
2021/2022, 2022/2022 e 2022/2023.
Semeadura P1 P2 P3 P1xP2 P1xP3 P2xP3 P30F53 DKB390

Porcentagem de plantas com diplodia (DIPLO, em %) 
Set 21     0,0b   65,7a   0,0b   0,0b   0,0b   0,0b   0,0b 0,0b
Nov 21   13,4c   33,1a 20,4b 13,2c 10,4c 22,4b   5,0d 5,5d
Fev 22 100,0a 100,0a --- 26,6b 25,6b 23,4b 19,9c 4,9d
Out 22     5,4b   41,3a   5,5b   5,2b   5,7b   5,5b   4,9b 4,8b
Nov 22     4,7c   37,6a   4,8c   5,2b   5,1b   4,7c   4,4d 4,8c

Porcentagem de plantas com complexo enfezamento (ENF, em %)
Set 21     8,0b   25,3a 18,5a     9,5b     7,5b   19,1a     1,6c 0,4c
Nov 21   72,6b   88,9a 87,4a   32,7c   55,8b   63,4b   28,9c 0,0d
Fev 22 100,0a 100,0a --- 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 0,0b
Out 22     5,4b   24,3a   4,1b     0,9c     0,5c     1,4c     0,0c 0,0c
Nov 22     8,0a   12,1a 12,0a     9,1a     4,6a     6,9a     0,4b 0,7b

Nota severidade E. turcicum (nota 1= alta resistência a 6= alta suscetibilidade)
Set 21 5,3a 5,7a 5,7a 4,0b 3,7b 3,7b 3,3b 2,0c
Nov 21 3,0a 3,0a 3,0a 3,3a 4,7a 2,7a 1,3b 1,7b
Fev 22 5,0a 5,0a --- 5,3a 5,7a 3,7b 3,0b 2,0c
Nov 22 1,0a 3,7a 1,4a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a

Correlação de PGC com demais características
P1000 DE CE NFG NGF DIPLO ENF ET

PGC 0,90* 0,89* 0,71* 0,88* 0,85* -0,51* -0,66* -0,59*
Nota: Médias nas linhas seguidas das mesmas letras pertencem ao mesmo agrupamento de médias 
definido pelo teste de Scott & Knott em nível de 5% de probabilidade; * = Correlação de Pearson 
empregando estatística t, em nível de 5% de probabilidade.
Fonte: O próprio autor.

3.4 DISCUSSÃO

O emprego dos indutores CIM2GTAIL’s, para a obtenção de SHP’s 

de populações doadoras de milho superdoce, permitiu produzir quantidades de 

sementes com marcação do gene R1-nj suficientes para condução dos experimentos 

e com tamanho amostral adequado para estimar as TIH’s e TIR’s dos indutores 

(Tabela 3.1). As amostras empregadas foram significativamente maiores que as 

utilizadas em diversos trabalhos com milhos comuns e especiais (Prigge et al., 2011; 

Chaikam et al., 2016; Chaikam et al., 2018; Korkut & Cengiz, 2022; Kaur et al., 

2023).

Segundo Tracy (2001), os genótipos de milho superdoce 

frequentemente carregam o alelo C1-I, o que dificulta a identificação dos haploides 

via marcação de sementes pelo gene R1-nj. Contudo neste estudo, apenas metade 

das populações de milho superdoce apresentaram uma parte das espigas com 
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inibição da coloração de antocianina nas sementes, tendo diferentes frequências de 

ocorrência de espigas com inibição e variação do número de sementes sem 

coloração púrpura por espiga. A variação nas frequências de espigas e nas 

frequências alélicas do gene de inibição destacou as diferentes origens das 

populações de milho superdoce. As populações PD são originárias de ambientes 

tropicais, enquanto as populações SD têm origem em ambientes temperados.

Normalmente, a literatura cita a ocorrência de inibição da expressão 

do gene R1-nj, principalmente em germoplasma tropical, promovida por genes 

inibidores tais como C1-I, C2-Idf e in-ID (Prasanna et al., 2012; Chaikam et al., 

2015), mas não apresentam as taxas de indução à haploidia ocorridas nas 

populações e suas sementes com inibição da marcação de antocianina. Neste 

estudo verificou-se que as TIR’s foram similares, independentemente da inibição da 

marcação de antocianina. Isso indica que a presença de genes inibidores não 

influenciou na taxa de indução e que a seleção via coloração verde da primeira 

bainha foliar foi eficiente para identificar haploides nas populações analisadas, como 

observado por Sekyia et al. (2020).

Assim, em populações como estas de milho superdoce, que também 

possuem a característica da cor da primeira bainha foliar verde, é possível identificar 

plântulas haploides mesmo com inibição da expressão do gene R1-nj ou utilizá-las 

em cruzamentos para testes precoces de seleção de progênies indutoras, visando o 

melhoramento da taxa de indução, como se pode fazer com genótipos contendo o 

gene liguleless (Prasanna et al., 2012).

Como os indutores são homozigotos dominantes para o gene que 

confere a cor púrpura na primeira bainha foliar e as plântulas F1’s diploides 

apresentam este mesmo fenótipo, na ocorrência de genes inibidores em populações 

doadoras, é importante empregar indutores com mais de uma característica de 

marcação para diferenciar plântulas haploides e diploides (Choe et al., 2012; 

Melchinger et al., 2014; Wang et al. 2016; Souza et al., 2024), especialmente antes 

do tratamento de duplicação cromossômica com soluções antimitóticas algo ainda 

não disponível nos indutores CIM2GTAIL’s utilizados neste estudo.

As taxas médias de indução TIH e TIR observadas para as três 

linhagens indutoras e suas combinações híbridas em cruzamentos com as 

populações de milho superdoce, em ambiente tropical no Brasil foram semelhantes 

as taxas observadas para os indutores do CIMMYT em cruzamento com diferentes 
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genótipos de milho no México e Quênia (Chaikam et al., 2018), Turquia (Kahriman et 

al., 2022) e na Índia (Kaur et al., 2023), revelando que a capacidade de indução a 

haploidia dos indutores se mantém em intervalos médios de 8% a 15% de TIH’s, 

com destaques diferenciados de indutores conforme o ambiente e populações 

induzidas, superando os indutores TAIL’s (Chaikam et al., 2018). Estes indutores 

apresentaram TIH’s e TIR’s comparáveis aos indutores de origem temperada, 

avaliados em seu ambiente de origem, onde são relatadas TIH’s de 6,0 a 7,9% para 

KEMS (Shatskaya et al., 1994); 8% para RWS (Röber et al., 2005); 9% a 10% para 

RWK-76 (Geiger, 2009); 8% a 15% para UH400 (Chang & Coe, 2009); 6,5% a 7,2% 

para MHI e 12,1% a 14,5% para PHI’s (Rotarenco et al., 2010); 11% a 14% para 

BHI201 e BHI306 (Liu et al., 2016).

As heteroses das combinações híbridas entre as linhagens indutoras 

avaliadas para TIH’s indicaram que os efeitos aditivos foram mais importantes para 

as taxas de indução, que os desvios de dominância. Da mesma forma, as heteroses 

que podem ser estimadas a partir das médias de TIH observadas no trabalho de 

Chaikam et al. (2018) foram: -0,3% para TAIL9 x TAIL8; -1,9% para CIM2GTAIL009 

x CIM2GTAIL006 e 1,8% para RWS x UH400; e no trabalho de Prigge et al. (2011) 

uma média de 1,5% para RWS x UH400 para diferentes populações doadoras. Em 

todos os casos, o efeito de heterose não contribuiu para aumentar ou reduzir a TIH 

em mais do que 2%.

Assim como observado neste trabalho, alguns estudos têm 

demostrado que os indutores CIM2GTAIL’s apresentam comportamentos 

diferenciados para TIH, em função da base genética das populações doadoras, 

revelando a existência de interação indutores x populações (Kahriman et al., 2022; 

Kaur et al., 2023). Desta forma, um determinado indutor poderá se sobressair quanto 

as TIH’s e TIR’s, dependendo das populações doadoras e dos ambientes de 

indução. Neste trabalho houve uma superioridade do CIM2GTAIL-P1 na indução de 

populações de milho superdoce, enquanto no trabalho de Kaur et al. (2023) se 

destacou o CIM2GTAIL-P2 para indução de outras populações de milho. Contudo, a 

diferença média obtida entre CIM2GTAIL-P1 e a combinação híbrida CIM2GTAIL-P1 

x CIM2GTAIL-P3 observada neste trabalho foi de apenas 1,7% de TIH e 1,4% para 

TIR, valores que podem ser não suficientes para justificar o uso de uma linhagem 

per se em relação ao seu F1, mais vigoroso e com maior capacidade de adaptação 

ao ambiente tropical.
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Deste modo, além de apresentar TIH elevada e permitirem a 

adequada identificação de haploides, os indutores devem ser adaptados ao 

ambiente de cultivo e possuir as seguintes características agronômicas que 

favoreçam a indução de haploidia in vivo: altura de planta e pendão que fique acima 

da altura das espigas das plantas doadoras, mas que não sejam tão altas ao ponto 

de potencializar o acamamento e quebramento das plantas; pendão grande, com 

maior número de ramificações e que produza bastante pólen; produzir espigas 

sadias e com grande número de sementes, que facilitem o processo de multiplicação 

de sementes; tolerância e resistência às principais doenças nos diferentes 

ambientes de cultivo (Trentin et al., 2020). Este conjunto de características 

desejadas nos indutores contribuem para a multiplicação de suas sementes e para o 

sucesso na obtenção de número suficiente de haploides com menor dispêndio de 

recursos no estabelecimento e condução dos campos de indução, por polinização 

manual ou em lotes isolados.

As épocas de semeadura dos experimentos e os efeitos dos 

genótipos utilizados como tratamento foram responsáveis em promover as maiores 

variações das características agronômicas avaliadas. Nas condições ambientais 

deste trabalho, as semeaduras dos indutores em setembro e outubro, tanto para 

multiplicação de sementes quanto para indução, foram as épocas mais favoráveis 

aos indutores, alcançando as melhores produtividades e desempenho agronômico 

para as demais características. As semeaduras mais tardias, no mês de novembro 

ainda ofereceram condições ambientais favoráveis, mas com maiores riscos de 

ocorrência de epidemias causando danos expressivos no desempenho agronômico 

dos indutores, como observado na semeadura de novembro de 2021. Os resultados 

obtidos sinalizam que a semeadura destes indutores a campo em épocas tardias ou 

em condições de segunda safra no Brasil, não são recomendáveis para o 

estabelecimento de campos de multiplicação ou de indução, pois é o período em 

que se observa os maiores estresses bióticos e abióticos. A susceptibilidade 

observada para os indutores indica a necessidade de controle cuidadoso de insetos 

vetores do complexo de enfezamento e de doenças fúngicas, mesmo nas épocas 

mais favoráveis de semeadura.

Uma vez que os genótipos indutores de haploidia tem a finalidade de 

fornecer pólen para as espigas dos genótipos doadores, é importante reconhecer o 

sincronismo entre as estruturas reprodutivas nas diferentes épocas de semeadura e 
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anos de cultivo. A linhagem indutora CIM2GTAIL-P3 se caracterizou como sendo a 

mais tardia entre os genótipos avaliados, apresentando um florescimento masculino 

cerca de 3 dias após o florescimento feminino do híbrido comercial mais tardio, 

utilizado como testemunha. Em contrapartida, as linhagens CIM2GTAIL-P1 e 

CIM2GTAIL-P2 apresentaram florescimento masculino cerca de 3 e 5 dias mais 

precoce que o florescimento masculino da testemunha mais tardia, respectivamente. 

De forma geral, os híbridos indutores apresentaram florescimento masculino com 

cerca de 3 a 8 dias mais precoce que o florescimento feminino da testemunha mais 

tardia. O reconhecimento das diferenças entre o número de dias para o 

florescimento masculino e feminino entre genótipos indutores e genótipos induzidos 

são fundamentais para o planejamento e instalação de campos isolados ou de 

polinização manual, quanto ao escalonamento da semeadura dos diferentes 

genótipos.

Houve maior coincidência da antese masculina dos indutores per se 

com a antese feminina das testemunhas, em relação as combinações F1‘s dos 

indutores, indicando que para indução de genótipos precoces como estas 

testemunhas, os F1‘s indutores necessitariam ser semeados em pelo menos duas 

etapas, aos 3 e 7 dias após a semeadura da população doadora. Os valores médios 

dos dias para as anteses foram similares aos apresentados por Chaikam et al. 

(2018), em diferentes famílias de linhagens CIM2GTAIL’s, e superiores aos 

observados por Trindade et al. (2017), usando GTAIL de primeira geração. Contudo, 

as semeaduras mais tardias promoveram reduções na amplitude da antese, altura 

de planta e de espigas, parâmetros de rendimento, além do aumento da 

vulnerabilidade dos indutores as diferentes doenças, inviabilizando a sua utilização 

em campos de indução e produção de sementes, sendo mais intensa nos indutores 

per se do que os indutores F1’s.

O desempenho médio observado para características do pendão foi 

similar aos resultados observados por Trindade et al. (2017) e Chaikam et al. (2018) 

estudando linhagens indutoras do CIMMYT, sejam per se ou em combinações. No 

geral, os indutores híbridos resultaram em plantas com pendões maiores e mais 

ramificados em relação aos indutores per se.

A altura de planta do genótipo indutor deve ser levada em 

consideração para o cruzamento com os genótipos doadores a campo, pois 

influencia na proporção de fileiras entre eles, sendo ideal que o pendão do indutor 
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fique acima da altura das espigas dos genótipos doadores, visando garantir maior 

eficiência da polinização e obtenção de sementes induzidas. Por outro lado, 

indutores com altura média, podem fornecer melhor ergonomia para o manejo tanto 

em trabalhos desenvolvidos em casa de vegetação, quanto em campos de 

polinização manual (Trentin et al., 2020). Os resultados obtidos indicaram que os 

indutores híbridos tiveram médias de altura de planta e tamanho de pendão maiores 

do que os indutores per se, o que está positivamente relacionado com a produção 

de pólen e negativamente com maiores riscos de acamamento (Flint-Garcia et al., 

2003; Trentin et al., 2020). Neste sentido, independentemente do tipo de indutor 

utilizado, torna-se necessário atenção ao conjunto geral de necessidades, para 

oferecer altura de pendão compatível as espigas das populações doadoras, 

quantidade de pólen abundante, boa ergonomia para o manejo e reduzido risco de 

acamamento.

A avaliação dos indutores quanto aos caracteres associados à 

produtividade e a resistência às doenças em diferentes ambientes, como épocas de 

semeadura e locais, não está centrada na produtividade de grãos, mas refletem a 

capacidade de adaptação dos indutores e o potencial de multiplicação de sementes 

para uso em campos de indução a haploidia. Os ambientes desfavoráveis 

representados pelas adversidades bióticas e abióticas, proporcionaram reduções 

expressivas no rendimento e no peso de 1000 grãos com maior intensidade nas 

linhagens indutoras do que nos indutores híbridos e testemunhas, demostrando que 

as condições ambientais desfavoráveis afetaram o peso e o tamanho das sementes.

O número de grãos por planta é uma variável importante para 

dimensionar o planejamento de campos de indução e a produção de sementes. Os 

indutores híbridos apresentaram acréscimos médios de número de sementes por 

planta de 1,4 a 2,0 vezes em relação aos indutores per se, semelhantes aos 

intervalos observados por Trindade et al. (2017) e Chaikam et al. (2018). Desta 

forma, os indutores híbridos F1’s, apresentaram número de sementes superiores aos 

indutores per se, o que pode ser explicado pelo vigor híbrido, resultando em maior 

produtividade, resistência a doenças e melhor adaptação aos ambientes. Neste 

sentido, a utilização de indutores híbridos representa uma estratégia eficiente ao 

combinar em um único genitor características fenotípicas distintas.

A superioridade dos F1’s sobre os indutores per se para as diferentes 

características, sugere que o emprego de híbridos triplos de linhagens CIM2GTAIL’s 
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pode ser vantajoso, pois permite obter sementes maiores e com mais reservas para 

a germinação, com estimativas que proporcionam ganhos importantes na produção 

de sementes com valores entre 5,46 e 6,44 t ha-1 nas épocas de semeadura 

setembro de 2021 e em outubro e novembro de 2022 (dados não apresentados), 

mantendo as estimativas de TIR’s em cerca de 11%.

Para os parâmetros relacionados a espiga: diâmetro, comprimento, 

número de fileiras de grãos e número de grãos por fileira, foi observado que o 

desempenho dos híbridos indutores frequentemente superou ou não diferiu das 

linhagens indutoras, a exemplo dos estudos conduzidos por Trindade et al (2017), 

ao utilizar indutores TAIL’s de primeira geração. Os indutores per se, oferecem 

maiores dificuldades para adaptação ambiental, multiplicar sementes, resistência a 

doenças e maior propensão a podridões de espigas, enquanto indutores híbridos 

oferecem vantagens expressivas sobre estes quesitos (Eller et al., 2010; Trentin et 

al., 2020).

As condições de pressão de doenças promoveram efeitos 

significativos na redução das características agronômicas para todos os genótipos 

indutores avaliados. Em situação de epidemia severa, as linhagens indutoras 

apresentaram grande fragilidade as epidemias de complexo de enfezamento e 

Diplodia, enquanto para E. turcicum revelaram mediana resistência e mediana 

suscetibilidade.

As correlações entre produtividade de grãos e demais características 

avaliadas em ambiente tropical revelam que, além dos cuidados com o 

melhoramento dos indutores para taxas de indução, multiplicação de sementes e 

manutenção processo de indução, é de fundamental importância selecionar 

genótipos indutores tolerantes as principais doenças tropicais e que produzam 

espigas com maiores diâmetros e comprimentos, maiores números de fileiras de 

grãos e de grãos por fileira.

Os resultados observados para as linhagens indutoras CIM2GTAIL’s 

e suas combinações F1’s estudadas em ambiente tropical permitem concluir que: a) 

estes indutores apresentam adaptação para a semeadura no início da primeira safra 

brasileira de milho, mas tem fraco desempenho em semeaduras mais tardias ou em 

segunda safra, quando se tem maior probabilidade de epidemias causadas por 

doenças da cultura do milho; b) as taxas de indução a haploidia destes indutores em 

cruzamentos com populações de milho superdoce tropical são semelhantes às 
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observadas com indutores temperados em cruzamentos com milho comum, em seus 

ambientes de origem; c) o indutor CIM2GTAIL-P1 e a combinação CIM2GTAIL-P1 x 

CIM2GTAIL-P3 apresentam as maiores taxas de indução em cruzamento com as 

populações de milho superdoce tropical; d) existe interação destes indutores e as 

populações doadoras de milho superdoce para as taxas de indução.
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4. ARTIGO 2

EFICÁCIA DE MÉTODOS DE DUPLICAÇÃO CROMOSSÔMICA NA OBTENÇÃO 
DE DUPLO-HAPLOIDES EM MILHO SUPERDOCE TROPICAL
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RESUMO

Os programas de melhoramento de milho têm sido acelerados pela obtenção de 
linhagens duplo-haploides (DH’s), porém existem poucos relatos sobre o uso desta 
tecnologia em milho superdoce, especialmente em ambiente tropical. O 
desenvolvimento e identificação de métodos mais eficazes na duplicação 
cromossômica, por meio de experimentos com amostra suficientemente grande de 
indivíduos tratados e utilizando parâmetros uniformes de avaliação do sucesso geral, 
são fundamentais para otimização dos recursos na obtenção das linhagens DH’s. O 
objetivo foi comparar a eficácia de três métodos de duplicação cromossômica, que 
empregam solução de colchicina, para produção de linhagens DH’s em populações 
de milho superdoce tropical. Foram realizados cruzamentos entre oito populações de 
milho superdoce com seis genótipos indutores tropicalizados desenvolvidos pelo 
Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT). As sementes 
haploides putativas (SHP) de oito populações de milho superdoce, identificadas pela 
expressão do gene R1-nj, foram utilizadas em três métodos de duplicação 
cromossômica e um controle negativo. Os métodos foram avaliados quanto as taxas 
de sobrevivência (TS), taxa de reprodução (TR), taxa de sucesso geral (TSG) e taxa 
de sucesso em vaso (TSV), empregando amostras de 1536 indivíduos tratados para 
comparação de métodos, 768 e 384 indivíduos para os estudos de interações 
método x ano e população x ano, respectivamente. Embora os efeitos de métodos e 
de populações tenham sidos significativos, foi observada interação método x 
população apenas para TS, indicando que não houve um efeito diferenciado de 
duplicação cromossômica e de sucesso na obtenção de DH’s dos métodos sobre as 
populações. Os métodos de controle, injeção e imersão de raízes em soluções de 
colchicina apresentaram as maiores estimativas de TS. O método de imersão de 
plântula apresentou a maior taxa de mortalidade, mas também a maior frequência de 
linhagens com mais de 26 sementes por espiga. Os métodos de injeção e imersão 
de plântula tiveram TR superiores aos demais métodos. A população SD3003 
permitiu a obtenção do maior número de linhagens DH’s e, junto com a população 
SD3002, apresentou as maiores frequências de espigas com mais de 26 sementes e 
as menores frequências de espigas com poucas sementes. O método de imersão de 
plântula promove a maior taxa de sucesso geral após transplantio para o vaso. O 
método de imersão de plântulas é mais eficaz para produzir espigas com maior 
número de sementes. O método de injeção e de imersão de raízes permitem obter 
maiores taxas de sucesso geral, considerando o número de indivíduos tratados e 
sobreviventes. As condições ambientais mais favoráveis têm efeito benéfico sobre o 
aumento da taxa de duplicação cromossômica e sobre o sucesso geral.

Palavras-chave: Zea mays L. var. saccharata; linhagens; colchicina; haploides; 
injeção; imersão.
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ABSTRACT

Corn breeding programs have been accelerated by obtaining doubled haploid (DH) 
lines, but there are few reports on the use of this technology in supersweet corn, 
especially in tropical environments. The development and identification of more 
effective methods for chromosome doubling, through experiments with a sufficiently 
large sample of treated individuals and using uniform parameters for evaluating 
overall success, are essential for optimizing resources for obtaining DH lines. The 
objective was to compare the effectiveness of three chromosome doubling methods, 
which employ colchicine solution, for the production of DH lines in tropical 
supersweet corn populations. Crosses were performed between eight supersweet 
corn populations with six tropicalized inducer genotypes developed by the 
International Maize and Wheat Improvement Center (CIMMYT). Putative haploid 
seeds (SHP) from eight supersweet corn populations, identified by the expression of 
the R1-nj gene, were used in three chromosome doubling methods and a negative 
control. The methods were evaluated for survival rate (SR), reproduction rate (RR), 
overall success rate (OSR) and pot success rate (PSR), using samples from 1536 
treated individuals for method comparison, 768 and 384 individuals for method x year 
and population x year interaction studies, respectively. Although the effects of 
methods and populations were significant, method x population interaction was 
observed only for SR, indicating that there was no differentiated effect of 
chromosome doubling and success in obtaining DH’s of the methods on the 
populations. The control methods, injection and root immersion in colchicine solutions 
showed the highest SR estimates. The seedling immersion method showed the 
highest mortality rate, but also the highest frequency of lines with more than 26 seeds 
per spike. The injection and seedling immersion methods had higher TR than the 
other methods. The SD3003 population allowed the production of the highest number 
of DH lines and, together with the SD3002 population, presented the highest 
frequencies of spikes with more than 26 seeds and the lowest frequencies of ears 
with few seeds. The seedling immersion method promotes the highest overall 
success rate after transplanting to the pot. The seedling immersion method is more 
effective for producing ears with a higher number of seeds. The injection and root 
immersion methods allow for higher overall success rates, considering the number of 
treated and surviving individuals. More favorable environmental conditions have a 
beneficial effect on increasing the chromosome doubling rate and overall success.

Keywords: Zea mays L. var. saccharata; inbred line; colchicine; haploid; injection; 
immersion.
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4.1 INTRODUÇÃO

O milho superdoce (Zea mays L. var. saccharata) é um tipo de milho 

especial, com maior concentração de açúcares no grão na fase de milho verde, 

sendo destinado exclusivamente para o consumo humano (Sousa et al., 2012), 

podendo ser consumido in natura ou industrializado (Araujo et al., 2006a; Oliveira 

Junior et al., 2006; Pereira Filho, et al., 2009). Os híbridos de linhagens representam 

a principal cultivar empregada na produção de milho superdoce. Nesse sentido, a 

tecnologia dos DH’s pode representar um avanço valioso para o melhoramento 

genético desta cultura, acelerando o processo de obtenção de linhagens 

homozigotas, assim como já se tem observado para o milho comum (Pierre et al., 

2011; Prassana et al., 2012; Fritsche-Neto et al., 2013).

A literatura apresenta vários estudos sobre as diferentes etapas de 

produção de DH’s em milho, que envolvem desde a indução haploide (Coe, 1959; 

Kermicle, 1969; Röber et al., 2005; Rotarenco et al., 2010; Prigge et al., 2012b; 

Prasanna et al., 2012; Chaikam et al., 2020; Trentin et al., 2020), duplicação 

cromossômica (Bordes et al., 1997; Kato & Geiger, 2002; Castillo et al., 2008; 

Dhooghe et al., 2011; Vanous, 2011; Couto et al., 2015), seleção das linhagens DH’s 

(Longin et al., 2006; Longin et al., 2007a, b; Gordillo & Geiger, 2008; Prigge et al., 

2012a; Beyene et al., 2013; Krchov & Bernardo, 2015), aplicabilidade da tecnologia 

(Dang et al., 2012; Lubberstedt & Frei, 2012; Fritsche-Neto et al., 2013; Strigens et 

al., 2013) além de métodos alternativos à duplicação cromossômica via tratamento 

com colchicina (Melchinger et al., 2016b; Ren et al., 2018).

A etapa de duplicação cromossômica é o processo utilizado para 

restaurar a fertilidade dos indivíduos haploides (Chaikam & Mahuku, 2012b; 

Prassana, et al., 2012; Wu et al., 2017), sendo dispendiosa e determinante para o 

sucesso na obtenção de linhagens DH’s em milho (Chaikam et al., 2012a; Dang et 

al. 2012; Chaikam et al. 2020). A colchicina (C22H2N5) é a substância mais 

empregada no processo de duplicação cromossômica, atuando na inibição da 

formação das fibras do fuso na mitose celular (Chase, 1969; Chaikam & Mahuku, 

2012b; Melchinger et al., 2016b). Entre os protocolos que empregam solução de 

colchicina se destacam: imersão sementes (Chalyk, 2000; Ren et al., 2018); injeção 

de solução no tecido basal do meristema apical de plântulas (Zabirova et al., 1996; 

Eder & Chalyk, 2002); imersão de raízes (Deimling et al., 1997; Chaikam et al., 
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2020); imersão de plântulas após 3 a 4 dias de germinação (Eder & Chalyk, 2002), 

sendo este último o protocolo com maior número de citações literais.

Alguns estudos utilizaram como indicadores de sucesso de 

duplicação cromossômica a contagem de cromossomos (Gayen et al., 1994), a 

produção de pólen (Chalyk, 2000) e a produção de sementes (Eder & Chalyk, 2002), 

sem levar em consideração a taxa de mortalidade. No entanto, a taxa de mortalidade 

pode ser um parâmetro crucial na avaliação da eficiência de protocolos de 

duplicação cromossômica, uma vez que altas taxas de mortalidade podem 

comprometer a viabilidade dos protocolos e, consequentemente, o sucesso na 

obtenção de linhagens DH’s. Embora a literatura apresenta um número variado de 

protocolos de duplicação cromossômica, a comparação adequada de suas 

eficiências exige amostras suficientemente grandes de indivíduos tratados e o uso 

de parâmetros uniformes de avaliação de sucesso.

O protocolo de imersão de sementes tem início com a embebição 

das mesmas em água à temperatura ambiente. Posteriormente as sementes 

recebem um pequeno corte na porção superior da plúmula (Gayen et al., 1994; 

Chalyk, 2000) ou ainda cortadas levemente ao redor do embrião (Ren et al., 2018), 

antes de serem imersas em solução contendo colchicina. Este método não tem sido 

utilizado em larga escala devido ao fato de ser muito laborioso, demandar extrema 

habilidade manual e gerar altas taxas de mortalidade.

No método de injeção é aplicada uma solução de colchicina com o 

uso de seringa hipodérmica 2-3 mm acima do tecido meristemático basal, na porção 

central do colmo das plântulas no estádio V2 (Zabirova et al., 1996). O uso desta 

forma de tratamento promove taxas de eficiência na duplicação cromossômica em 

torno de 27,5% (Eder & Chalyk, 2002).

No protocolo de imersão de plântulas, as sementes haploides são 

germinadas em papel germitest e mantidas até que o coleóptilo atinja cerca de 2 cm 

de comprimento. Neste momento, a ponta do coleóptilo é cortada e as plântulas são 

imersas em solução contendo colchicina à temperatura ambiente e sem luz 

(Deimling et al., 1997; Prasanna et al., 2012; Chaikam & Mahuku, 2012; Prigge et al., 

2012a; Prigge & Melchinger 2012). Neste método, são relatadas taxas de sucesso 

entre 10% e 30%, dependendo da população e das condições de manejo (Chaikam 

& Mahuku, 2012; Melchinger et al., 2016b).
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O tratamento de raízes de plântulas no estádio V2-V3 com solução de 

colchicina foi avaliado por Deimling et al. (1997) e com soluções de herbicidas 

antimitóticos por Melchinger et al. (2016b), mas se mostraram menos eficientes na 

duplicação dos genomas haploides em comparação aos tratamentos de imersão de 

plântulas. Recentemente, Chaikam et al. (2020) apresentaram um método ajustado 

de imersão de raízes até a região da coroa de plântulas no estádio V2, em solução 

de colchicina. Neste método foram relatadas taxas de sucesso entre 23,5% e 58,5%, 

dependendo da população e das condições de manejo (Chaikam et al., 2020).

Na literatura, estão disponíveis vários estudos sobre métodos de 

duplicação cromossômica em germoplasma de milho comum e nas condições de 

ambiente temperado, mas ainda existe uma carência de publicações sobre estas 

metodologias e seu nível de sucesso para os diferentes germoplasmas tropicais, 

com amostras representativas e, sobretudo, em milho superdoce. Desta forma, 

objetivou-se comparar a eficácia de três metodologias de duplicação cromossômica 

na produção de DH’s em populações de milho superdoce tropical, empregando 

solução de colchicina como agente antimitótico e um controle negativo.

4.2 MATERIAL E MÉTODOS

4.2.1 MATERIAL E PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Durante a segunda safra de 2021, as linhagens indutoras 

CIM2GTAIL-P1 (P1), CIM2GTAIL-P2 (P2) e CIM2GTAIL-P3 (P3), desenvolvidas pelo 

CIMMYT, foram multiplicadas e cruzadas (P1 x P2, P1 x P3 e P2 x P3) em casa de 

vegetação, alocada junto ao Laboratório de Melhoramento Genético (LMG), da 

Universidade Estadual de Londrina (UEL), Paraná, Brasil.

Na safra 2021/2022, no campo experimental da Fazenda Escola da 

UEL (23°20'S; 51°33'W; altitude 576 m; clima subtropical úmido mesotérmico), os 

seis genótipos indutores foram cruzados manualmente com oito populações 

doadoras de milho superdoce tropical, homozigóticas para o gene shrunken-2 (sh2), 

desenvolvidas pelo LMG (PD2004, PD2005, PD2006, SD3001, SD3002, SD3003, 

SD3005 e SD3006). Em cada uma das 48 combinações indutor x população 

doadora foram obtidas cerca de 30 espigas.

As sementes induzidas foram classificadas pela expressão do gene 
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R1-nj, por meio da presença ou ausência da marcação de antocianina, sendo 

separadas em três categorias: a) diploides (sementes lisas que expressam a 

pigmentação no endosperma e no embrião); b) haploides putativos (sementes lisas 

que expressam a pigmentação somente no endosperma, mantendo o embrião sem 

antocianina); c) diploides resultantes de contaminação ou da inibição da expressão 

do gene R1-nj (sementes lisas ou enrugadas sem nenhuma marcação).

4.2.2 MÉTODOS DE DUPLICAÇÃO CROMOSSÔMICA

As sementes haploides putativas (SHP’s), selecionadas em cada 

população doadora de milho superdoce, foram submetidas à três métodos de 

duplicação cromossômica e um controle negativo, avaliadas em experimentos 

conduzidos em casa de vegetação no LMG, com semeadura em abril de 2022 e 

fevereiro de 2023, como descrito a seguir:

a) método I (Imersão de plântulas em solução de colchicina) – as SHP’s separadas 

para cada população doadora, foram colocadas para germinar em rolos de papel 

Germitest umedecidos com água filtrada e mantidas em incubadora BOD (Demanda 

Bioquímica de Oxigênio), em temperatura de 28 ºC, sem luz, durante 3 dias. Após a 

germinação, as plântulas com cerca de 2 cm de coleóptilo e 3 cm de raízes 

receberam um corte na ponta do coleóptilo, com lâmina estéril (bisturi). Em seguida, 

as plântulas foram acondicionadas em beckers de vidro, sendo submersas em 

solução aquosa contendo 0,04% de colchicina e 0,5% DMSO (Dimetilsulfóxido), por 

12 horas à temperatura ambiente, conforme procedimento descrito por Chaikam e 

Mahuku (2012b). Após este tratamento, as plântulas foram retiradas da solução e 

acondicionadas em sacos de malha e lavadas abundantemente em água corrente, 

durante 30 minutos, sendo em seguida transplantadas em bandejas de 64 células e 

preenchidas com turfa Sphagnum. As plântulas foram mantidas por dez dias nas 

bandejas em casa de vegetação, até serem transplantadas para o ambiente 

definitivo de desenvolvimento.

b) método II (Imersão de raízes em solução de colchicina) - as SHP’s foram 

semeadas em bandejas plásticas de 64 células contendo turfa Sphagnum e 

mantidas em casa de vegetação, durante dez dias após a semeadura, até atingirem 

o estádio V2, quando foram retiradas das bandejas para remoção do substrato das 

raízes, por meio da lavagem com água corrente de torneira. As plântulas com raízes 
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nuas foram dispostas lado a lado sobre uma fita de papel alumínio, mantendo o 

alinhamento das sementes, para formação de maços contendo cerca de 120 

plântulas. A fixação dos maços foi realizada com a fita de alumínio e um elástico 

contendo uma etiqueta de identificação da população doadora. Os maços de 

plântulas foram acondicionados em beckers com capacidade volumétrica de 1 litro e 

preenchidos com uma solução aquosa de 0,07% de colchicina e 0,5% de DMSO até 

atingir o volume de 2 a 3 cm acima do nível da coroa da plântula, durante cinco 

horas em temperatura ambiente, segundo o método apresentado por Chaikam et al. 

(2020). Após o tratamento, os maços de plântulas passaram por uma lavagem das 

raízes em água corrente de torneira durante 30 minutos, para remover resíduos da 

solução, sendo em seguida transplantadas no ambiente definitivo de 

desenvolvimento.

c) método III (Injeção de solução de colchicina sobre o meristema basal da plântula) 

- as SHP’s foram germinadas em bandejas de 64 células contendo Turfa Sphagnum, 

em casa de vegetação. As plântulas foram conduzidas até alcançar o estádio V2, 

quando foi injetado uma dose de 100 µL da solução aquosa de 0,125% de colchicina 

e 0,5% de DMSO por plântula, diretamente no tecido meristemático basal, próximo à 

parte central da primeira bainha foliar, utilizando seringa e agulha hipodérmica 

(Zabirova et al., 1996; Eder & Charlyk, 2002). No dia seguinte, as plântulas tratadas 

foram transplantadas para o seu local definitivo de desenvolvimento.

d) controle negativo - foi conduzido de forma semelhante ao método III, mas sem 

conter a solução de colchicina e DMSO, apenas com a injeção de água filtrada. O 

controle negativo, foi utilizado para identificar o nível de ocorrência da taxa de 

duplicação espontânea dentro de cada população estudada.

4.2.3 OBTENÇÃO DE DADOS E ESTIMAÇÃO DE TAXAS DE SUCESSO

As plântulas tratadas foram transplantadas para vasos de 12 L, 

contendo uma mistura de solo, areia e adubo orgânico nas proporções de 3:1:1, 

respectivamente. O experimento foi conduzido em casa de vegetação do LMG, 

utilizando fertirrigação, controles de pragas e plantas daninhas, objetivando reduzir 

estresses durante as fases de desenvolvimento.

Neste estudo, foram tomados os seguintes dados de contagem de: 

a) sementes haploides putativas utilizadas em cada experimento (SHP); b) sementes 
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germinadas (NSG); c) plântulas submetidas ao tratamento (NPT); d) plantas 

haploides submetidas ao tratamento e mantidas após o roguing para eliminação dos 

falsos haploides (PHT); e) plântulas transplantadas (NT); f) plantas D0 sobreviventes 

até a fase de polinização (NSP); g) plantas D0 autofecundadas (PA); h) plantas D0 

que produziram sementes D1 (PPS).

A partir destas contagens, foram estimadas as seguintes taxas: 

sobrevivência (TS = NSP/PHT); autofecundação (TA = PA/NSP); eficiência de 

autofecundação (EA = PPS/PA); reprodução (TR = PPS/NSP); sucesso geral padrão 

(TSG = PPS/PHT), conforme descritos por Melchinger et al. (2016a); sucesso geral 

em vaso (TSV = PPS/NT), o que promove alteração na estimativa apenas para o 

método de imersão de plântula, pois as plântulas tratadas são transplantadas 

primeiro para a bandeja e, apenas as sobreviventes e uteis, são posteriormente 

transplantadas para o ambiente definitivo de desenvolvimento. Nos outros métodos 

as plântulas tratadas são imediatamente transplantadas para o local definitivo de 

desenvolvimento.

As sementes não germinadas, mortalidade de plântulas antes do 

tratamento, plântulas albinas e de baixo vigor, plantas desbastadas nos vasos e 

plantas falso haploides não participaram dos cálculos das taxas estudadas em todos 

os métodos, uma vez que estas perdas não foram resultantes da utilização do 

método de duplicação cromossômica em haploides.

As espigas obtidas das plantas férteis D0 foram categorizadas 

segundo o número de sementes obtidas por espiga, da seguinte forma: a) menor 

que cinco sementes; b) cinco a 25 sementes; c) 26 a 50 sementes; d) 51 a 100 

sementes; e) mais de 100 sementes. Estas categorias foram utilizadas para 

comparar os efeitos das populações, métodos de duplicação cromossômica e anos 

na quantidade de sementes DH’s obtidas. Os percentuais foram calculados pela 

razão entre o número de espigas D1 obtidas em cada categoria pelo número total de 

espigas produzidas em cada método ou em cada população.

4.2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA DAS TAXAS DE SUCESSO DA DUPLICAÇÃO CROMOSSÔMICA

As análises exploratórias dos dados de taxas de sucesso indicaram 

a necessidade de transformação dos dados para raiz quadrada das taxas estimadas 

para ajuste da distribuição normal.
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As análises estatísticas das taxas de sucesso obtidas pelos métodos 

de duplicação cromossômica e controle negativo, em haploides de oito populações 

de milho superdoce, foram realizadas segundo o arranjo fatorial 4x8, empregando o 

delineamento de blocos completamente casualizados, com duas repetições, em dois 

anos. As parcelas foram constituídas por 48 plantas, sendo alocadas duas plântulas 

tratadas por vaso, repetidos em dois blocos (casas de vegetação), alocadas junto ao 

LMG. O modelo utilizado para a análise de variância fatorial 4x8 em cada ano é 

apresentado a seguir:

onde:  é a observação do i-ésimo método, na j-ésima população, do k-ésimo bloco;  

é a média geral dos experimentos;  é o efeito aleatório do k-ésimo bloco;  é o efeito 

fixo do i-ésimo método de duplicação cromossômica);  é o efeito fixo da j-ésima 

população de milho superdoce doadora;  é o efeito fixo da interação do i-ésimo 

método com a j-ésima população doadora;  é o erro aleatório da observação do i-

ésimo método, na j-ésima população doadora, do k-ésimo bloco.

O teste de F máximo (Pimentel, 1990) revelou a existência de 

homogeneidade das variâncias dos erros entre os dois anos de avaliação, 

permitindo a análise de variância conjunta, conforme o modelo a seguir:

onde:  é a observação do i-ésimo tratamento, no j-ésimo bloco, do k-ésimo ano;  é a 

média geral dos experimentos; é o efeito fixo do i-ésimo tratamento;  é o efeito fixo 

do k-ésimo ano;  o efeito fixo da interação do i-ésimo tratamento com o k-ésimo ano;  

é o efeito aleatório do j-ésimo bloco dentro do k-ésimo ano;  é o erro aleatório da 

observação do i-ésimo tratamento, no j-ésimo bloco, do k-ésimo ano.

As análises de variâncias individuais e conjuntas foram realizadas 

utilizando o programa Statistical Analysis System – SAS (Version 9.1, 2004) e as 

médias dos métodos, populações doadoras e suas combinações em cada ano foram 

agrupadas pelo teste de Scott & Knott, em nível de 5% de probabilidade, 

empregando o Programa Genes, versão 2013.5.1 (Cruz, 2006).
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4.3 RESULTADOS

A análise de variância revelou efeitos significativos de anos para TA 

e TSG e suas médias foram cerca de 1,4 vezes maiores em 2023 em relação a 

2022, demostrando que estas taxas foram influenciadas pelo ano e a época de 

semeadura (Tabela 4.1). Apenas para EA não foi detectada diferenças significativas 

de tratamentos e nem de interação tratamentos x anos, mostrando que a eficiência 

da autofecundação foi a mesma em todas as situações. Assim, em média 48,5% das 

plantas autofecundadas geraram espigas DH’s com sementes (Tabela 4.1).

O desdobramento dos efeitos de tratamentos significativos pelo teste 

F para as diferentes taxas de sucesso, também revelaram efeitos de métodos e de 

populações significativos, sendo observado efeitos de interação método x população 

somente para a TS. No geral, com base na magnitude dos quadrados médios, pode-

se inferir que os efeitos de métodos de duplicação cromossômica contribuíram mais 

para a variação do que as populações e que não houve um comportamento 

diferenciado na combinação entre métodos e populações para as taxas estudadas 

na obtenção de DH’s (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 – Médias (em %) não transformadas e quadrados médios transformados 
para raiz quadrada da análise de variância conjunta de anos (2022 e 2023), para 
métodos de duplicação cromossômica, populações de milho superdoce e suas 
interações.

FV GL TS EA TA TR TSG TSV
Bloco/Ano 2 0,107ns 39,004* 2,222* 14,89* 14,83* 13,58*
Ano 1 0,025ns 10,046ns 50,51* 36,44ns 38,74ns 28,39*
Tratamentos (T) 31 4,421* 3,9572ns 3,943* 4,742* 4,305* 3,484*
     Método (M) 3 41,99* 24,649* 7,048* 20,30* 17,94* 11,75*
     População (P) 7 0,238* 3,948ns 11,80* 9,403* 8,948* 7,551*
     Interação M x P 21 0,448* 1,004ns 0,880ns 0,965ns 0,808ns 0,947ns
Interação T x Ano 31 0,418* 2,176ns 1,009ns 1,266ns 1,156ns 1,280*
     M x Ano 3 2,279* 6,003* 1,218ns 3,689* 3,508* 4,949*
     P x Ano 7 0,207ns 3,106ns 2,401* 2,916* 2,599* 2,613*
     M x P x Ano 21 0,222* 1,319ns 0,515ns 0,369ns 0,340ns 0,312ns
Resíduo 62 0,105 2,136 0,651 0,865 0,823 0,725
Média 2022 (%) 83,12 46,49 35,80 18,14 16,48 14,50
Média 2023 (%) 83,59 50,43 50,81 26,27 24,78 21,15
Média (%) 83,36 48,46 43,31 22,20 20,63 17,82
CV% 3,6 21,6 12,5 20,6 20,9 21,0
Notas: ns, *= não significativo e significativo em nível de 5% de probabilidade pelo teste F; fonte de 
variação (FV); graus de liberdade (GL); coeficiente de variação (CV%); taxa de sobrevivência (TS); 
eficiência da autofecundação (EA); taxa de autofecundação (TA); taxa de reprodução (TR) e taxa de 
sucesso geral (TSG) e taxa de sucesso em vaso (TSV).
Fonte: O próprio autor.
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Embora tenha sido detectada a interação método x população 

significativa para TS, foi verificado que o controle negativo, e os métodos de injeção 

e imersão de raízes apresentaram estimativas acima de 87,1% para todas as 

populações, enquanto para o método de imersão de plântula a TS sempre foi 

inferior, com valores entre 38,4% e 62,2% (Figura 4.1).

Figura 4.1 – Médias (em %) de Taxa de Sobrevivência (TS) para cada combinação 
de população de milho superdoce e método de duplicação cromossômica, com base 
na observação de um total de cerca de 192 plantas, avaliadas em dois 
experimentos, com duas repetições, em parcelas de 48 plantas. Letras maiúsculas 
agrupam médias de populações dentro de cada método e minúsculas médias de 
métodos dentro de cada população pelo teste de Scott & Knott.
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Fonte: O próprio autor.

Ainda pode-se destacar que o método de imersão de plântula 

promoveu a maiores taxas de mortalidade nas populações SD3005, SD3006 e 

SD3002, em ordem crescente, sendo que as demais populações ficaram no mesmo 

agrupamento de médias. As populações apresentaram médias gerais de TS para 

todos os métodos variando entre 79,7% e 85,8% e somente SD3005 se diferenciou 

com a menor estimativa de sobrevivência (Figura 4.2).

Os efeitos significativos da interação tratamentos x ano e o 

desdobramento métodos x anos foram significativos somente para TS e TSV, 

demostrando que pelo menos um dos métodos apresentou comportamento 

diferenciado nos anos avaliados (Tabela 4.1). A interação método x ano para TS foi 
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do tipo simples sendo observado uma redução de 11,7% do método de imersão de 

plântula de 2022 para 2023, enquanto os demais métodos apresentaram acréscimos 

entre 3,6% e 5,1% (Figura 4.3).

Figura 4.2 – Taxas médias (em %) de sobrevivência (TS), eficiência da 
autofecundação (EA), autofecundação (TA), reprodução (TR) e de sucesso geral 
(TSG) para cada população superdoce, com base na observação de um total de 
cerca de 768 plantas tratadas. Letras iguais agrupam médias de populações dentro 
de cada taxa, pelo teste de Scott & Knott.
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Fonte: O próprio autor.

O desdobramento do efeito de tratamentos para TA e TR revelaram 

que os métodos e as populações foram as principais fontes de variação, não 

havendo interação de método x população ou interações com anos (Tabela 4.1).

Os métodos de injeção e imersão de plântula apresentaram o 

mesmo agrupamento de médias gerais de TA, com valores iguais a 47,1% e 48,3%, 

e de TR iguais a 24,9% e 28,5%, respectivamente (Figura 4.4). A média de TA 

destes dois métodos superou em mais de 6% o método de imersão de raízes e 11% 

o controle. Já para TR, os métodos de injeção e imersão de plântula, superaram em 

apenas 2,4% e 6,1% a média do método de imersão de raízes e em 11,9% a 15,6% 

a média do controle, respectivamente. As maiores TA’s estão relacionadas as 

maiores taxas de plantas com pendão e espiga férteis e com o melhor sincronismo 

entre as estruturas reprodutivas, permitindo obter um maior percentual de plantas 

autofecundadas. Enquanto as maiores TR’s estão relacionadas a capacidade dos 
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métodos em restaurar a fertilidade das plantas e obter sementes DH’s. A média de 

TR dos métodos de duplicação foi quase o dobro do controle, demostrando que a 

duplicação cromossômica proposta pelos diferentes métodos foi eficiente para 

restaurar a fertilidade e produzir sementes DH’s.

Figura 4.3 – Médias (em %) de Taxa de Sobrevivência (TS) para cada combinação 
de método de duplicação cromossômica e anos, com base na observação de um 
total de 768 plantas, pela avaliação de oito populações de milho superdoce, 
empregando experimentos com duas repetições, em parcelas de 48 plantas. Letras 
maiúsculas agrupam médias de anos dentro de cada método e minúsculas médias 
de métodos dentro de cada ano, pelo teste de Scott & Knott.
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Fonte: O próprio autor.

Para TR a população SD3003 também se destacou com a maior 

média (37,7%) e as populações PD2005, PD2006 e SD3006 formaram o grupo das 

menores médias (15,1% a 18,2%) (Figura 4.2). Os resultados demostram que o 

efeito médio de todos os métodos utilizados para restauração da fertilidade e 

produção de espigas DH’s não foi o mesmo para cada população de milho 

superdoce, revelando há existência de populações que respondem melhor ao 

processo de restauração da fertilidade.



81

Figura 4.4 – Taxas médias (em %) de autofecundação (TA), reprodução (TR), 
sucesso geral (TSG) e de sucesso em vaso (TSV), para cada método de duplicação 
cromossômica, com base na observação de um total de cerca de 1536 plantas, 
empregados no tratamento de plântulas de oito populações de milho superdoce, em 
dois experimentos com duas repetições, em parcelas de 48 plantas. Letras iguais 
agrupam médias de métodos dentro de cada taxa, pelo teste de Scott & Knott.

TA TR TSG TSV
0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

b
b

a
b a b

  Controle   Injeção   Submersão plântula   Imersão de raízes
 

Fonte: O próprio autor.

Para a TSG, estimada com base na razão do número de espigas 

DH’s obtidas pelo número de plântulas tratadas, foram observados efeitos 

significativos de método, população e suas interações com anos, mas não foi 

observada interação significativa de método x população, indicando que não ocorreu 

combinações específicas entre método e população (Tabela 4.1). Em média, os 

métodos de injeção (22,8%) e imersão de raízes (21,4%) promoveram as melhores 

estimativas de TSG, sendo que o método de injeção quase não variou de um ano 

para o outro, enquanto o método de imersão de raízes mais que dobrou em 2023 

(Figura 4.5 A). Por outro lado, na média dos anos o método de imersão de plântula 

superou o controle para TSG, mas considerando os anos individualmente, não 

diferiram em 2023. No geral, o ano de 2023 favoreceu o aumento das estimativas de 

TSG, sendo observado uma resposta cerca de 2 vezes maior para o controle e o 

método de imersão de raízes neste ano, em relação a 2022 (Figura 4.5 A).

As diferentes populações apresentaram média de TSG para o 

controle que dobrou de 2022 (8,4%) para 2023 (15,6%), obtida somente com a 

aplicação de água filtrada como tratamento de duplicação cromossômica, indicando 

a ocorrência de duplicação cromossômica espontânea equivalente ao método de 
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imersão de plântula (15,8%) em 2023 e que a duplicação cromossômica é 

extremamente dependente do ambiente (Figura 4.5 A).

Figura 4.5 – (A) Médias (em %) de Taxa de Sucesso Geral (TSG) para cada 
combinação de método de duplicação cromossômica e ano, com base na 
observação de um total de cerca de 768 plantas, onde as letras maiúsculas agrupam 
médias de anos dentro de cada método e minúsculas médias de métodos dentro de 
cada ano, pelo teste de Scott & Knott. (B) Médias de Taxa de Sucesso Geral (TSG) 
para cada combinação de população e ano, com base na observação de um total de 
cerca de 384 plantas, onde as letras maiúsculas agrupam médias de anos dentro de 
cada população e minúsculas as médias de populações dentro de cada ano, pelo 
teste de Scott & Knott.
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Fonte: O próprio autor.

Na média dos tratamentos de duplicação cromossômica, a 

população SD3003 (31,2%), em ambos os anos, atingiu as melhores estimativas de 
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TSG, enquanto as populações PD2005 (12,3%) e SD3006 (12,4%) apresentaram as 

menores estimativas, demostrando que o sucesso do método de duplicação 

cromossômica é dependente da população (Figura 4.5 B). Além disto, as populações 

SD3003 e SD3005, não apresentaram TSG que variaram expressivamente de um 

ano para o outro, enquanto as demais populações responderam com aumentos 

entre 1,4 e 3,9 vezes no ano 2023, em relação ao ano anterior.

Um total de 1200 espigas DH’s foram obtidas durante a realização 

dos experimentos em dois anos de avaliação. A separação das espigas obtidas em 

categorias, segundo o número de sementes por espiga, foi utilizada para indicar os 

melhores métodos de duplicação cromossômica e as populações de milho 

superdoce mais favoráveis para a obtenção de DH’s (Figura 4.6).

Figura 4.6 – Totais de espigas DH’s e frequências médias de quantidades de 
sementes por espiga obtidos em dois anos, para oito populações de milho 
superdoce e métodos de duplicação cromossômica.
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Fonte: O próprio autor.

O método de imersão de plântula apresentou a vantagem de permitir 

a obtenção da maior frequência de linhagens com produção acima de 26 sementes 

por espiga (45%), superando os métodos de injeção (33%), imersão de raízes (30%) 

e controle (19%). Os métodos de imersão de raízes e injeção apresentaram 

resultados semelhantes para as diferentes categorias de quantidade de sementes. A 

eficiência dos métodos que utilizam colchicina pode ser evidenciado pelos resultados 
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do controle negativo que concentrou o maior número de espigas nos intervalos com 

menor número de sementes.

De forma geral, as populações apresentaram diferentes frequências 

para as categorias de quantidades de sementes por espiga, variando de 18% 

(SD3003) a 41% (SD3006) na categoria menor que 5 sementes; 29% (SD3006) a 

49% (PD2005) entre 5 a 25 sementes por espiga e de 22% (PD2005) e 41% 

(SD3003) para mais de 25 sementes por espiga. Além disto, considerando a soma 

do número de espigas obtidas nos diferentes métodos, a população SD3003 

permitiu a obtenção do maior número de linhagens DH’s e PD2005 e SD3006 os 

menores números (Figura 4.6).

A população SD3003 permitiu a obtenção do maior número de 

linhagens DH’s e se destacou juntamente com a população SD3002 atingindo uma 

frequência média em torno de 20% de espigas com menos de cinco sementes, além 

das maiores frequências de espigas acima de 26 sementes (40%). No entanto, a 

população PD2005 apresentou a maior frequência de espigas com até 25 sementes 

e a menor frequência de espigas com 26 sementes ou mais (Figura 4.6). Isto mostra 

que, além do método de duplicação cromossômica utilizado, as populações têm 

efeito importante sobre a frequência de espigas com maior ou menor número de 

sementes.

4.4 DISCUSSÃO

Neste estudo foram empregadas as TS, TR e TSG em tamanhos 

amostrais de 1536 indivíduos para comparação de métodos, 768 e 384 indivíduos 

para os estudos de interações método x ano e população x ano, respectivamente, 

em tamanhos suficientemente grandes e comparáveis as amostras dos estudos 

conduzidas por Melchinger et al. (2016a) e Chaikam et al. (2020).

As taxas TA e TSV foram influenciadas pelos anos de avaliação, que 

de certa forma promoveram efeitos ambientais diferentes, mesmo os experimentos 

sendo conduzidos em casa de vegetação, houve maior sucesso geral no 

experimento conduzido em 2023, marcado pela semeadura dentro do período 

indicado para a cultura do milho, enquanto que o experimento de 2022 foi semeado 

no outono (Tabela 4.1). Em trabalhos como o de Melchinger et al. (2016a), que 

apresentam resultados de diferentes experimentos empregando imersão de 
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plântulas, também foi possível observar variações como estas, chegando a dobrar o 

valor de TSG entre experimentos. Na literatura existe uma carência de estudos para 

determinar o efeito do ambiente e de suas interações com método e populações 

sobre as taxas de sucesso de duplicação, assim como foi observado neste trabalho.

A interação significativa de método x população para TS revelou que 

as populações apresentaram níveis de sobrevivência diferenciados em função do 

método empregado, sendo que o método de imersão de plântula foi quem mais 

contribuiu para esta interação e promoveu as maiores reduções com valores de TS 

abaixo de 40%, verificado na população SD3005 (Figura 4.1). No geral, as TS do 

controle e dos métodos de injeção e imersão de raízes observado dentro das 

diferentes populações não diferiram significativamente entre si. Chaikam et al. (2020) 

também observaram a ocorrência de interação entre métodos de imersão de plântula 

e imersão de raízes, encontrando uma diferenciação menor que 14% de TS das 

populações nestes dois métodos. 

As TS observadas neste estudo para injeção e imersão de raízes 

foram semelhantes as observadas por Chaikam et al. (2020) para imersão de raízes. 

Contudo, as estimativas de TS obtidas para imersão de plântula foram inferiores as 

observadas por Chaikam et al. (2020) e Zararsiz et al. (2019), semelhantes ao 

observado por Melchinger et al. (2016a), mas superiores ao observado por Kaur et 

al. (2023), quando utilizaram este mesmo método.

As estimativas de média geral de TA, TR e TSG para cada uma das 

populações de milho superdoce, englobando todos os métodos de duplicação 

cromossômica, revelam que existem populações que apresentam maior facilidade 

para a restauração da fertilidade e obtenção de linhagens DH’s, independentemente 

do método utilizado (Figura 4.4). Nos estudos de sucesso de duplicação 

cromossômica realizados por Zararsiz et al. (2019), Chaikam et al. (2020) e Kaur et 

al. (2023) também foram observados que as populações não apresentaram o 

mesmo efeito. 

A interação populações x anos observada neste estudo para TSG é 

predominantemente simples e revela que a melhoria do ambiente, proporcionado 

pelo experimento instalado durante o verão de 2023, promoveu um aumento 

diferenciado da taxa de sucesso nas diferentes populações, em relação ao 

experimento instalado no início do outono de 2022 (Figura 4.5 B), revelando que a 

melhoria das condições ambientais promoveu o aumento das taxas de sucesso geral 
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de duplicação cromossômica. Em estudos anteriores, também foram detectadas 

influências genotípicas sobre a TSG na duplicação cromossômica artificial em 

haploides (Kleiber et al., 2012), bem como da ocorrência de duplicação 

cromossômica espontânea (Chaikam et al., 2019; Wu et al., 2017; Ma et al., 2018).

A TSG é apresentada por Chaikam et al. (2020) como a medida 

mais importante na produção de linhagens DH’s em milho, pois resume o conjunto 

de taxas utilizadas como medidas de sucesso geral. A menor TSG observada neste 

trabalho para o método de imersão de plântula está diretamente associada a 

mortalidade das plântulas entre a fase do tratamento com o agente antimitótico e a 

sua recuperação em bandejas. Assim como verificado por Zararsiz et al. (2019), que 

utilizando este mesmo método, também se observou taxas de mortalidade 

relativamente baixas após transplantio para o local definitivo de desenvolvimento. 

Isto ocorre devido as plântulas mais jovens serem mais sensíveis à colchicina e ao 

manuseio durante o tratamento e transplantio para a bandeja, onde permanecem em 

casa de vegetação por um período de adaptação até o transplantio final. Neste 

sentido, foi sugerida uma taxa de sucesso geral em vaso (TSV), estimada com base 

na razão do número de espigas DH’s obtidas pelo número de plântulas tratadas e 

transplantadas para o ambiente definitivo de desenvolvimento. Assim, a TSV obtida 

para o método de imersão de plântula, expressa um valor que mais se aproxima do 

valor obtido pela TR quando comparada a TSG e reflete melhor a capacidade de 

duplicação cromossômica deste método em relação aos demais, que pode ser 

vantajoso no caso de se dispor de um maior número de SHP.

O controle negativo, sem o uso do agente antimitótico, revelou uma 

média geral de TSG igual a 12%, indicando uma taxa significativa de duplicação 

espontânea, em plântulas haploides de populações de milho superdoce cultivadas 

em casa de vegetação. Embora a duplicação espontânea em milho seja geralmente 

considerada baixa ou inexistente, algumas populações de milho superdoce 

apresentaram taxas de duplicação espontânea comparáveis às obtidas por meio da 

duplicação cromossômica artificial. O valor médio obtido excedeu o limite de TSG de 

8% a 10% sugerido por Maqbool et al. (2020), indicando a viabilidade da produção 

de DH’s sem a necessidade de agentes antimitóticos. Essa possibilidade pode 

resultar em economia de tempo, recursos e custos de mão de obra, além de reduzir 

riscos para à saúde humana associados ao uso de agentes químicos.

As TSG observadas para obtenção de DH’s a partir de populações 
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de milho superdoce, em ambiente de casa de vegetação, foram compatíveis ao 

apresentado na literatura para tratamentos com colchicina. A TSG média observada 

para o método de injeção ficou entre as estimativas apresentadas por Eder & Chalyk 

(2002) para condições de casa de vegetação e campo. Para o método de imersão 

de plântula, a TSG média observada ficou entre o observado por Melchinger et al 

(2016a) e acima do apresentado por Chaikam et al. (2020), que também 

empregaram solução de 0,04% de colchicina por 12 horas, mas inferiores ao 

apresentado por Eder & Chalyk (2002), que utilizaram solução de 0,06% de 

colchicina. A TSG para o método de imersão de raízes ficou um pouco abaixo do 

apresentado por Chaikam et al. (2020), ao empregar a mesma concentração de 

colchicina.

A interação métodos x anos observada para TSG mostrou uma 

melhoria significativa desta taxa para os métodos de imersão de raízes e controle no 

ano de 2023, não sendo observada alteração importante entre anos para os 

métodos de injeção e imersão de plântula, mostrando maior estabilidade de 

resultados nestes métodos (Figura 4.5 A).

As frequências de espigas DH’s de milho superdoce de dois anos, 

categorizadas por número de sementes por espiga para os métodos de imersão de 

raízes e de injeção, foram semelhantes aos resultados apresentados por Chaikam et 

al. (2020), para imersão de raízes em milho comum (Figura 4.6). Contudo, ao 

comparar os métodos de imersão de plântulas e imersão de raízes foram 

identificadas diferenças entre os valores observados por esses autores. Eles 

relataram uma maior frequência de espigas na classe de 1 a 5 sementes (56,8%) e 

uma menor frequência de espigas com mais de 25 sementes (12,6%) para o método 

de imersão de plântulas, em comparação com o método de imersão de raízes, que 

apresentou 38,9% e 25,1% para essas mesmas classes, respectivamente. Para o 

intervalo entre 5 e 25 sementes por espiga, as frequências de DH’s obtidos ficaram 

semelhantes em ambos os métodos e estudos. A maior frequência de espigas com 

mais sementes observada para imersão de plântula reforça a discussão realizada 

com base nas estimativas de TSV, de que o método de imersão de plântula 

apresentou o melhor efeito geral na duplicação cromossômica das plântulas e na 

restauração da fertilidade de plantas haploides.

Assim como observado por Chaikam et al. (2020), este trabalho 

permitiu identificar a existência de variação nas frequências de espigas com maiores 
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e menores números de sementes, em função das populações doadoras. Estas 

variações sugerem que algumas populações apresentam maior aptidão para 

produção de espigas com maior número de sementes, resultando na produção de 

maiores quantidades de sementes por espiga. De modo geral, todos os métodos de 

duplicação cromossômica que utilizaram solução de colchicina empregados neste 

estudo, resultaram em uma maior frequência de espigas com maior número de 

sementes em relação ao observado por Chaikam et al. (2020). Isto deve estar 

associado ao maior controle ambiental possível em casa de vegetação e ao fato de 

neste estudo terem sido realizadas repetições do processo de autofecundação por 

mais de duas vezes em cada planta, de acordo com a disponibilidade de pólen.

A definição do método de duplicação cromossômica impacta 

diretamente na composição dos custos de obtenção de plantas DH’s, dentre eles o 

consumo de produto para elaboração de soluções antimitóticos, número de etapas 

necessárias e a utilização de mão de obra. Com base na experiencia adquirida pelo 

LMG, para se tratar 1000 indivíduos serão necessários pelo menos: 100 ml para 

injeção direta sobre o tecido meristemático basal (132 mg de colchicina com um 

mínimo de 95% de pureza, na concentração de 0,125% de colchicina); 1750 ml para 

imersão de plântulas recém germinadas (737 mg de colchicina com um mínimo de 

95% de pureza, na concentração de 0,04% de colchicina) e 3750 ml para imersão de 

raízes até a região da coroa (2763 mg de colchicina com um mínimo de 95% de 

pureza, na concentração de 0,07% de colchicina). Assim, os métodos de imersão de 

plântula e imersão de raízes irão demandar cerca de 6 e 21 vezes mais colchicina, 

respectivamente, que o método de injeção. Além do menor consumo de colchicina, o 

método de injeção tem a vantagem de requerer uma menor quantidade de etapas de 

trabalho, resultando na economia de recursos em um processo rápido, sem gerar 

resíduos tóxicos após o tratamento. Em contrapartida, vai exigir uma maior 

quantidade de pessoas com domínio desta técnica, o que pode gerar variações na 

taxa de sucesso geral, além de maiores riscos de contaminação por exposição. De 

forma geral, o método de imersão de plântula requer o uso intensivo de mão-de-

obra, demandado pelas etapas de germinação por 3 a 4 dias em papel germitest, 

corte da ponta dos coleóptilos, tratamento com agente antimitótico por 12 horas, 

plantio nas bandejas, recuperação em estufa por 10 a 12 dias e transplantio no 

campo. O método de injeção juntamente com o método de imersão de raízes 

oferece a vantagem de consumir um menor número de etapas, oferecendo maior 
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facilidade de manuseio até serem transplantadas no ambiente definitivo de 

desenvolvimento.

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que: a) o 

método de imersão de plântula resulta em menores taxas de sobrevivência, 

enquanto os demais métodos produzem resultados semelhantes à sobrevivência 

observada para o controle; b) o método de imersão de plântula e de injeção 

promovem maiores taxas de reprodução; c) o método de imersão de plântula 

promove a maior taxa de sucesso geral após transplantio para o vaso; d) o método 

de imersão de plântulas é mais eficaz para produzir espigas com maior número de 

sementes; e) o método de injeção e de imersão de raízes permitem obter maiores 

taxas de sucesso geral, considerando o número de indivíduos tratados e 

sobreviventes; f) as condições ambientais mais favoráveis tem efeito benéfico sobre 

o aumento da taxa de duplicação cromossômica e sobre o sucesso geral.
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5. CONCLUSÃO

Os resultados observados para as linhagens indutoras CIM2GTAIL’s 

e suas combinações F1’s estudadas em ambiente tropical permitem concluir que: 

a) estes indutores apresentam adaptação para a semeadura no início da primeira 

safra brasileira de milho, mas tem fraco desempenho em semeaduras mais tardias 

ou em segunda safra, quando se tem maior probabilidade de epidemias causadas 

por doenças da cultura do milho; 

b) as taxas de indução a haploidia destes indutores em cruzamentos com 

populações de milho superdoce tropical são semelhantes às observadas com 

indutores temperados em cruzamentos com milho comum, em seus ambientes de 

origem; 

c) o indutor CIM2GTAIL-P1 e a combinação CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P3 

apresentam as maiores taxas de indução em cruzamento com as populações de 

milho superdoce tropical; 

d) existe interação destes indutores e as populações doadoras de milho superdoce 

para as taxas de indução.

O estudo da eficácia dos métodos de duplicação cromossômica na 

produção de DH’s permitem concluir que:

a) o método de imersão de plântula resulta em menores taxas de sobrevivência, 

enquanto os demais métodos produzem resultados semelhantes à sobrevivência 

observada para o controle; 

b) o método de imersão de plântula e de injeção promovem maiores taxas de 

reprodução; 

c) o método de imersão de plântula promove a maior taxa de sucesso geral após 

transplantio para o vaso; 

d) o método de imersão de plântulas é mais eficaz para produzir espigas com maior 

número de sementes; 

e) o método de injeção e de imersão de raízes permitem obter maiores taxas de 

sucesso geral, considerando o número de indivíduos tratados e sobreviventes; 

f) as condições ambientais mais favoráveis têm efeito benéfico sobre o aumento da 

taxa de duplicação cromossômica e sobre o sucesso geral.
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