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Quadro para efeitos de mera identificação. 
Número/ano: TMG 431/2024  
Centro de Custo: P55110  
Solicitante: Ricardo Almeida Vieira 
Data de Solicitação: 21/08/2024 
Valor: R$ 404.400,00 (Quatrocentos e Quatro Mil, Quatrocentos Reais) 
Vigência: 36 (trinta e seis) meses  

CONTRATO DE PRESTAÇÃO DE SERVIÇOS/ASSESSORIA 

TMG TROPICAL MELHORAMENTO E GENÉTICA S.A., sociedade por ações de capital fechado, inscrita no 
CNPJ/MF sob o nº 06.331.414/0001-80, com endereço na Rodovia Celso Garcia Cid - PR 445, KM 87, s/n, Lote 
247, Caixa Postal 387, Gleba Jacutinga, CEP: 86.185-520, na cidade de Cambé/PR, neste ato representada 
nos termos dos seus atos constitutivos, doravante denominada CONTRATANTE ou TMG;  

FUNDAÇÃO DE APOIO AO DESENVOLVIMENTO DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA, fundação 
privada inscrita no CNPJ/MF sob o nº 03.061.086/0001-50, estabelecida na Rua Espírito Santo, nº 1.809, 
Centro, CEP: 86.010-510, na cidade de Londrina/PR, neste ato representada nos termos dos seus atos 
constitutivos, doravante denominada CONTRATADA ou FAUEL.  

JOSUÉ MALDONADO FERREIRA, brasileiro, professor universitário, portador da Cédula de Identidade com 
RG nº 18.212.876 SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o nº 093.911.528-05, residente e domiciliado à Rua 
Sebastião de Castro, nº 185, Pinheiros, CEP: 86.063-230, na cidade de Londrina/PR, doravante denominado 
ANUENTE ou INTERVENIENTE.  

CONSIDERANDO: (i) a TMG e a CONTRATADA já acordaram a execução dos serviços de pesquisa no 
desenvolvimento do projeto de obtenção e avaliação de linhagens duplo-haplóides de milho comum e 
superdoce em dialoelos parciais; (ii) os serviços mencionados foram executados de forma satisfatória pela 
CONTRATADA, sob a coordenação do ANUENTE; (iii) a CONTRATADA é a instituição habilitada e autorizada 
a executar serviços de pesquisa utilizando o corpo técnico e a estruturas da Universidade Estadual de 
Londrina; (iv) a TMG deseja contratar os serviços da CONTRATADA, sob coordenação do ANUENTE, para 
execução do Projeto “Otimização do Processo de Obtenção de Duplo-Haploides em Milho pelo 
Desenvolvimento de ferramentas e Adequação do Uso de Substâncias Alternativas à Colchicina”; (v) o 
ANUENTE não possui objeção a execução dos serviços nos termos deste instrumento; (vi) a TMG e a 
CONTRATADA têm o desejo de estabelecer nova relação nos termos deste instrumento. 

Pelo presente instrumento particular, a TMG e a CONTRATADA, com a anuência do INTERVENIENTE, 
denominadas em conjunto como Partes ou isoladamente como Parte, de comum acordo, ajustam entre si o 
Contrato de Prestação de Serviços/Assessoria, denominado simplesmente “Contrato”, que se regerá pelas 
cláusulas e condições seguintes: 

CLÁUSULA PRIMEIRA – DO OBJETO DO CONTRATO 

1. O presente Contrato tem como objeto a  execução dos serviços de pesquisa visando a Otimização 
do Processo de Obtenção de Duplo-Haploides em Milho pelo Desenvolvimento de ferramentas e 
Adequação do Uso de Substâncias Alternativas à Colchicina, observando o disposto neste Contrato. 

1.1. As atividades devem ser executadas conforme o detalhamento constante no Projeto de Pesquisa 
titulado “Otimização do Processo de Obtenção de Duplo-Haploides em Milho pelo Desenvolvimento de 
ferramentas e Adequação do Uso de Substâncias Alternativas à Colchicina”, ora denominado simplesmente 
“Projeto”, que integra o presente Contrato como Anexo I, obrigando a CONTRATANTE, CONTRATADA e o 
INTERVENIENTE as suas disposições.  

1.2. Sem prejuízo as demais atividades estabelecidas entre as Partes, o escopo dos serviços contratados 
inclui, sem limitar, as atividades: (i) introduzir e multiplicar sementes de indutores de livre acesso, sem 
restrições para uso em melhoramento, e que possuam diferentes genes marcadores de sementes, raiz e 
plantas, úteis para identificação de haploides; (ii) desenvolver novos indutores de haploidia adaptados à 
ambientes tropicais, com adequadas taxas de indução, com diferentes genes marcadores de identificação 
de haploides, a partir do cruzamento de um indutor temperado introduzido e linhagens com elevado 
desempenho e adaptadas à ambientes tropicais; (iii) promover a adequação de métodos de duplicação 
cromossômica com emprego de substâncias antimitóticas alternativas ao uso de colchicina, empregando 
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diferentes tempos de exposição e concentrações; (iv) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para o 
tratamento das plântulas de milho haploides com agentes antimitóticos, visando aumentar a eficiência e a 
segurança do processo de duplicação cromossômica em milho, com maior segurança dos trabalhos. 

1.3. Observando as disposições deste Contrato, as Partes estabelecem que a coordenação do projeto 
fica sob responsabilidade do INTERVENIENTE, e este, por sua vez, concorda com o presente Contrato em 
todos os seus termos, devendo respeitá-lo e cumpri-lo em todos os seus termos, se responsabilizando por 
todas as obrigações atribuídas a CONTRATADA nos incisos (i), (iv), (vii), (ix), (x) e (xiii) do item “3.” deste 
Contrato. 

1.4. A CONTRATADA deve dispor de estrutura mínima adequada e necessária para execução dos 
serviços, salvo a parte planejada para execução do projeto na sede da CONTRATANTE, onde caberá a última 
o fornecimento de estrutura mínima. 

1.5. Os serviços devem ser executados: (i) no período de 36 (trinta e seis) meses, observando o 
cronograma constante no Anexo I definido pelas Partes; (ii) por profissional de comprovada capacidade 
técnica, observando todas as fases de execução; (iii) conforme as orientações e particularidades da TMG e 
do INTERVENIENTE; (iv) empregando as mais adequadas técnicas. 

1.6. As Partes reconhecem e concordam que: (i) a TMG opera no ramo altamente competitivo de 
pesquisa e desenvolvimento genético; (ii) todas as informações, dados, documentos e materiais resultantes 
da execução deste Contrato devem ser tratados como informações sigilosas importantes da TMG e ser 
protegidas pela Partes, sendo vedada à CONTRATADA qualquer uso sem a prévia e expressa autorização da 
TMG. 

CLÁUSULA SEGUNDA – DO REGIME JURÍDICO 

2. As Partes declararam que a vinculação jurídica estabelecida por este Contrato se restringe às 
previsões contidas na legislação civil em vigor, inexistindo qualquer vinculação laboral ou qualquer relação 
de dependência entre as Partes ou ainda de exclusividade, podendo cada Parte estabelecer novos contratos 
nos mesmos moldes com terceiros, desde que respeitada a confidencialidade prevista neste Contrato. As 
Partes declaram ainda que não respondem de forma solidária ou subsidiária em favor da outra em nenhuma 
condição ou circunstância, sendo ambas absolutamente independentes em suas decisões, respondendo 
cada uma por suas ações em todo e qualquer tempo.     

CLÁUSULA TERCEIRA – DAS OBRIGAÇÕES DA CONTRATADA 

3. Sem prejuízo as outras obrigações assumidas neste Contrato, a CONTRATADA se obriga a: (i), executar 
os serviços contratados de acordo com as normas vigentes, as especificações técnicas estabelecidas neste 
Contrato, responsabilizando-se integralmente, quantitativa e qualitativamente, por todas atividades e 
materiais pertinentes e necessárias para os serviços contratados, garantindo-os contra eventuais falhas ou 
defeitos, de qualquer natureza; (ii) disponibilizar aos seus colaboradores todos os itens, estrutura e 
equipamentos necessários à boa execução dos serviços; (iii) reparar, refazer, corrigir, consertar ou substituir, 
às suas expensas, os serviços executados em desacordo com os prazos e as entregas previstas no Anexo I 
deste Contrato; (iv) dar ciência imediata e por escrito, à CONTRATANTE, de qualquer anormalidade que 
verificar na execução dos serviços; (v) manter o INTERVENIENTE como preposto especialmente designado 
para representá-la perante a CONTRATANTE, o qual deverá manter atualizado os meios de contato; (vi) 
admitir e dirigir quadro profissional adequado, capacitado e dimensionado, em todos os níveis de trabalho, 
para a execução dos serviços ora contratados, correndo por sua conta exclusiva responsabilidade todos os 
ônus, encargos e/ou obrigações, de qualquer ordem, incidentes sobre a prestação de serviços; (vii) cumprir 
e exigir de seu(s) colaborador(es) que vier(em) a ser(em) utilizado(s) na prestação de serviços e/ou em 
qualquer atividade decorrente deste Contrato, inclusive o ANUENTE e sua equipe, o cumprimento de todas 
as disposições estabelecidas no presente acordo, normas internas da CONTRATANTE quando estiverem no 
interior das instalações da TMG; (viii) responsabilizar-se por quaisquer compromissos assumidos pela 
CONTRATADA e/ou o ANUENTE com terceiros, ainda que vinculados à execução do presente Contrato; (ix) 
fornecer, a qualquer momento, todas as informações de interesse para a execução dos serviços, que a 
CONTRATANTE julgar necessárias conhecer ou analisar; (x) abster-se de transferir à terceiros, a qualquer 
título, os materiais da TMG; (xi) zelar, prestar informações e prover os meios legais e necessários para isentar 
à TMG de qualquer imputação de  terceiro e/ou colaborador decorrentes de conduta (ativas e/ou omissivas) 
da CONTRATADA e/ou seus colaboradores e/ou do ANUENTE contrária as disposições deste Contrato; (xii) 
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responsabilizar-se em ressarcir à TMG de qualquer pelas perdas e danos e/ou desembolso, desde que 
devidamente comprovados, decorrentes de conduta (ativas e/ou omissivas) imputáveis à CONTRATADA 
e/ou seus colaboradores e/ou ao ANUENTE e/ou seus colaboradores; (xiii) entregar à TMG toda e qualquer 
informação, dados, relatórios, documentos e materiais resultantes da prestação de serviços e/ou 
disponibilizados à CONTRATANTE e que sejam caracterizados como entregáveis,  excluindo-se informações, 
documentos, materiais, ferramentas, métodos, entre outros, que não sejam relacionados da prestação de 
serviços ora contratado que sejam de propriedade da CONTRATADA e sejam caracterizados como não 
entregáveis, ainda que eventualmente venham a ser utilizados na prestação dos serviços ora contratados. 

CLÁUSULA QUARTA – DAS OBRIGAÇÕES DA TMG 

4. Sem prejuízo as outras obrigações assumidas neste Contrato, a TMG se compromete a: (i) fornecer à 
CONTRATADA quaisquer informações, acessos necessárias para a execução deste Contrato, de forma que a 
CONTRATADA possa cumprir suas obrigações; (ii) efetuar o pagamento à CONTRATADA, observado os 
prazos, a forma e as condições deste Contrato, e nos outros instrumentos que o integram; (iii) comunicar 
imediatamente a CONTRATADA sobre qualquer irregularidade que venha a constatar, tanto na execução dos 
serviços e/ou decorrentes deles, ou ainda, da cobrança pela CONTRATADA emitida; (iv) notificar à 
CONTRATADA, por escrito, toda e qualquer ocorrência relacionada com a execução dos serviços, fixando 
juntamente com a CONTRATADA prazo para sua correção observando a celeridade e as necessidades da 
CONTRATANTE; (v) sustar, recusar ou mandar refazer, qualquer serviço executado em desacordo com 
especificações, que afronte qualquer disposição deste Contrato e/ou dos instrumentos que o integram ou 
previsto na legislação vigente, menos no caso de melhores técnicas acordas entre as Partes; (vi) notificar, 
por escrito, à CONTRATADA, a suspensão da prestação de serviços e a sustação do pagamento, na hipótese 
de inadimplemento que venha acarretar prejuízo a TMG, devendo restabelecer o pagamento, se sanado o 
descumprimento; (vii) arcar com as despesas e encargos sob sua responsabilidade; (viii) fiscalizar, conferir e 
proceder à aceitação dos serviços.(ix) executar as etapas do projeto que foram atribuídos à TMG. 

CLÁUSULA QUINTA – DO PREÇO E DAS CONDIÇÕES DE PAGAMENTO 

5. A contraprestação aos serviços regularmente executados pela CONTRATADA é fixada no valor anual 
de R$ 134.800,00 (cento e trinta e quatro mil, oitocentos reais), conforme o detalhamento no item “9. 
Previsão orçamentária anual” constante no Anexo I deste Contrato, devendo o valor ser atualizado 
anualmente no mês de Março de cada ano, a partir de Março de 2026, conforme a variação acumulada do 
INPC/IBGE dos últimos 12 meses.  

5.1. As Partes estabelecem que o adimplemento da contraprestação anual é condicionado ao 
cumprimento e a entrega pela CONTRATADA das atividades contantes no cronograma de atividades 
descritos no item “7.”do Anexo I, devendo ser adimplida em 05 parcelas a cada ano, nos seguintes termos: 
(i) a primeira parcela do ano no valor de R$ 16.850,00 (dezesseis mil, oitocentos e cinquenta reais) 
correspondente a 12,5% do valor anual da contraprestação disposta no item “5.”, que deve ser adimplida 
até 30 de março de cada ano da prestação dos serviços; (ii) a segunda parcela do ano no valor de R$ 
67.400,00 (sessenta e sete mil, quatrocentos reais) correspondente a 50% do valor anual da 
contraprestação disposta no item “5.”, que deve ser adimplida até 30 de abril de cada ano da prestação 
dos serviços; (iii) a terceira parcela do ano no valor de R$ 16.850,00 (dezesseis mil, oitocentos e cinquenta 
reais) correspondente a 12,5% do valor anual da contraprestação disposta no item “5.”, que deve ser 
adimplida até 30 de junho de cada ano da prestação dos serviços; (iv) a quarta parcela do ano no valor de 
R$ 16.850,00 (dezesseis mil, oitocentos e cinquenta reais) correspondente a 12,5% do valor anual da 
contraprestação disposta no item “5.”, que deve ser adimplida até 30 de setembro do ano da prestação 
dos serviços; (v) a quinta parcela do ano no valor de R$ 16.850,00 (dezesseis mil, oitocentos e cinquenta 
reais) correspondente a 12,5% do valor anual da contraprestação disposta no item “5.”, que deve ser 
adimplida até 20 de dezembro do ano da prestação dos serviços. 

5.1.1. As Partes estabelecem que o adimplemento da primeira e segunda parcela prevista para o ano de 
2025 deve ser adimplida a título de adiantamento, nos termos das normas internas da TMG. 

5.2. O faturamento e os documentos fiscais de prestação de serviços devem ser emitidos pela 
CONTRATADA, impreterivelmente, entre os dias 01 a 25 do mês, e entregue à TMG em até 02 (dois) dias 
após a sua emissão através do e-mail: nfe@tmg.agr.br e heitordias@tmg.agr.br. O pagamento deve ocorrer 
nos dias 10, 20 ou 30, conforme normativas internas da TMG e sem qualquer ônus a TMG, condicionado 
ao recebimento do documento fiscal com a antecedência mínima de 28 (vinte e oito) dias do pagamento.  
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5.3. No montante previsto nesta Cláusula estão inclusos todos os impostos, taxas, contribuições e 
encargos incidentes sobre a prestação dos serviços contratados, sem qualquer direito de reembolso pela 
TMG, salvo aqueles devidamente autorizados pela CONTRATANTE em decorrência das atividades adicionais 
ao estabelecido pelas Partes. Na Nota Fiscal/Fatura, deverão vir destacados os tributos incidentes, 
observando-se sempre a legislação tributária vigente. 

5.4. Pelo atraso no pagamento de qualquer valor ora acordado, a TMG arcará com o pagamento de 
multa moratória de 2% (dois por cento), acrescida de juros de 1% (um por cento) ao mês ou fração. 

5.5. A CONTRATANTE fica autorizada a promover qualquer retenção e o recolhimento dos percentuais 
legais a título de eventuais tributos que venham a incidir sobre os valores a serem adimplidos em 
cumprimento a determinação estabelecida em legislação vigente. 

5.6. O adimplemento deve ser realizado através de boleto e/ou depósito ou transferência bancária em 
conta de titularidade da CONTRATADA no Banco Itaú (341), Agência nº 41130, Conta Corrente nº 124160. 
Os documentos da transação servem como comprovantes de quitação. 

CLÁUSULA SEXTA – DA PROPRIEDADE SOBRE OS MATERIAIS FORNECIDOS PELA TMG PARA A PRESTAÇÃO 
DE SERVIÇOS 

6. A TMG detém todos os direitos de propriedade, independentemente do título, sobre todo e/ou 
qualquer material fornecido à CONTRATADA para a execução dos serviços, bem como todas as modificações, 
alterações e atualizações desenvolvidas e implementadas em razão deste Contrato, inclusive as 
linhagens/híbridos com genealogia derivada dos materiais da TMG. 

6.1. A CONTRATADA e o ANUENTE, por si e/ou por suas afiliadas, subsidiárias, mantenedores, parceiras, 
coligadas e/ou qualquer entidade que tenham vinculo, se obrigam a abster de registrar ou tentar registrar 
qualquer marca, patente, direito autoral e/ou qualquer outro direito de propriedade estabelecido na 
legislação vigente sobre qualquer material recebido, derivado ou resultante em razão da execução deste 
Contrato. 

6.2. Fica convencionado que a CONTRATADA e/ou o ANUENTE poderão utilizar os materiais fornecidos 
pela TMG para fins de pesquisa, entretanto qualquer divulgação ou publicação poderá ser realizada, desde 
que mediante consentimento prévio e expresso da CONTRATANTE.  

6.3.    

CLÁUSULA SÉTIMA – DA VIGÊNCIA, RESCISÃO E INADIMPLEMENTO 

7. O presente Contrato produzirá seus efeitos a partir da sua assinatura, com vigência de 36 (trinta e 
seis) meses, com início a partir de 01 de março de 2025 e após a assinatura pelas Partes, podendo ser 
estabelecido outro prazo mediante instrumento aditivo ao presente Contrato. 

7.1. As Partes, unilateralmente, poderão denunciar o presente Contrato mediante aviso por escrito com 
antecedência de 30 (trinta) dias. Da dissolução não caberão direitos indenizatórios, devendo as Partes 
cumprirem em suas obrigações até o final do prazo referido nesta Cláusula, sem prejuízo aos direitos 
adquiridos ou por adquirir até o enceramento do Contrato. 

7.2. O presente Contrato poderá ser rescindindo, independentemente de qualquer notificação judicial 
ou extrajudicial, nas seguintes hipóteses: (i) decretação de falência, requerimento de recuperação extra ou 
judicial, dissolução judicial ou liquidação extrajudicial (dissolução voluntária) de qualquer das Partes; (ii) 
ocorrência de evento de caso fortuito ou força maior, assim entendida, inclusive, a edição de normas do 
Poder Concedente ou de outra autoridade estatal que impossibilite a manutenção do Contrato, em seus 
termos originais. Nesta hipótese, poderão as Partes, antes de considerar extinto o Contrato, tentar adequá-
lo; (iii) inexecução e/ou execução parcial das atividades contratadas, ou ainda, não cumprimento do 
Cronograma definido no Anexo I, desde que não saneado pela Parte Infratora no prazo de 10 (dez) dias a 
contar da infração e/ou da notificação, a critério da Parte Inocente; (iv) ante a prática ato atentatório ou 
conflitante com o Contrato e as atividades da TMG, desde que não saneado no prazo de 10 (dez) dias a 
contar do recebimento da notificação; (v) inobservância total ou parcial de qualquer Cláusula deste 
Contrato ou de legislação vigente, desde que não sanado pela Parte Infratora no prazo de 10 (dez) dias a 
contar da infração e/ou da notificação, a critério da Parte Inocente. 

7.3. Independentemente de encerrado o Contrato, a Parte Infratora responde ainda: (i) por eventuais 
ônus suportados pela Parte Inocente e/ou Terceiro, incluindo sem se limitar as despesas judiciais e 
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extrajudiciais, honorários advocatícios, ressarcimento pelos adiantamentos, além de perdas e danos 
originários ou decorrentes de seus atos, e/ou de seus funcionários, e/ou seus colaboradores; (ii) multa não 
compensatória no montante de 50% (cinquenta por cento) do valor adimplido em razão do Contrato, em 
favor da TMG, na hipótese de descumprimento pela CONTRATADA de qualquer uma das Cláusulas ora 
pactuadas, desde que não sanada no prazo de 10 (dez) dias da notificação.  

7.4. O término do Contrato, independentemente do motivo, enseja (i) no encerramento de qualquer 
atividade das Partes em relação ao Contrato, aplicando as aquelas necessárias para o cumprimento das 
disposições deste Contrato; (ii) não exime as Partes das obrigações assumidas anteriores e/ou decorrentes 
do término do Contrato; (iii) permanecem vigentes as disposições deste Contrato alusivas a rescisão, 
confidencialidade, proteção de dados, política anticorrupção, de propriedades sobre as informações e 
resultados, responsabilidades e as obrigações estabelecidas no item 1.3 e nos incisos “(vi)” a “(xiii)” do item 
“3.” acima. 

CLÁUSULA OITAVA – DA CONFIDENCIALIDADE 

8. A CONTRATADA obriga-se, expressamente, a manter o mais completo sigilo e total confidencialidade 
deste Contrato, em relação às atividades a serem desenvolvidas e seus resultados decorrentes da prestação 
de serviços prevista neste Contrato, bem como em relação a qualquer informação relacionada a TMG e/ou 
seus respectivos clientes, associados e parceiros que a CONTRATADA e/ou seu(s) colaborador(es) venha(m) 
a tomar contato ou conhecimento, não devendo, em qualquer hipótese, divulgá-las ou dar conhecimento 
para terceiros de seu conteúdo, ainda que parcialmente, tornando-as de algum modo públicas, bem como 
não deverá utilizá-las para si, responsabilizando-se nos âmbitos civil e penal pelo descumprimento do 
preceito ora aludido.  

8.1. A obrigação de sigilo e confidencialidade ora pactuada permanecerá em vigor pelo período de 07 
(sete) anos após a rescisão ou o encerramento do Contrato, vinculando qualquer terceiro que, porventura, 
tenha contato com as informações fornecidas por elas em razão deste Contrato, os sócios, prepostos, 
empregados, colaboradores, herdeiros e sucessores, das Partes. 

8.2. A CONTRATADA obriga-se a cientificar expressamente todos os seus empregados, sobre o caráter 
sigiloso das informações, tomando todas as medidas necessárias para que tais informações sejam 
divulgadas somente aos funcionários que necessitam ter acesso para os propósitos deste Contrato. 

8.3.  A CONTRATADA obriga-se a não copiar, reproduzir, divulgar, publicar, circular informação, ou 
documento confidencial disponibilizado de uma Parte pela outra sem a devida autorização desta, sendo 
desde já vedada qualquer reprodução. 

8.4.  Caso a CONTRATADA se torne legalmente obrigada a revelar qualquer das Informações da TMG, a 
CONTRATADA deve prontamente notificar TMG sobre tal obrigação, de forma a permitir requerer a medida 
cautelar ou outro recurso legal apropriado. A CONTRATADA se compromete neste ato a revelar tão e 
somente as informações que forem legalmente exigíveis ou, em caso de obtenção, pela outra Parte, de 
medida judicial que obste a divulgação, a não revelar qualquer das Informações Confidenciais abrangida 
pela referida medida. 

CLÁUSULA NONA – DA PROTEÇÃO DE DADOS 

9. Todas as atividades de tratamento de Dados Pessoais realizadas pela TMG e pela ARRENDANTE no 
exercício deste Contrato se darão em estrito cumprimento à Lei 13.709/2018 – Lei Geral de Proteção de 
Dados (“LGPD”) – e demais regulações sobre o tema, incluindo as normas internas da TMG, e cada uma das 
Partes será controladora das operações de tratamento de Dados Pessoais que realiza, sendo, portanto, única 
e exclusivamente responsável pelo cumprimento da legislação aplicável, e por eventuais descumprimentos 
e seus desdobramentos, incluindo a responsabilização pelo eventual vazamento de dados, por danos ao 
titular, condenações, pagamento de indenizações, multas ou quaisquer outras despesas relativas à infração. 

9.1. “Dados Pessoais” significam quaisquer informações relacionadas a uma pessoa natural identificada 
ou identificável. Uma pessoa natural identificável é aquela que pode ser identificada, direta ou 
indiretamente, por um identificador como nome, número de identificação, dados de localização, 
identificadores on-line ou por um ou mais elementos específicos de sua identidade física, fisiológica, 
genética, mental, econômica, cultural ou social. Para possibilitar a execução deste Contrato, é possível que 
cada Parte realize tratamento de Dados Pessoais. 
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9.2. Quaisquer dados somente poderão ser utilizados mediante o fornecimento expresso do 
consentimento do seu titular para finalidade específica, essa autorização deve ser fornecida por escrito ou 
outro meio que demonstre a inequívoca anuência do titular dos dados. Havendo mudança, total ou parcial, 
da finalidade ou repasse de dados, uma nova autorização expressa para esta nova finalidade deverá ser 
solicitada ao titular dos dados.  

9.3. As Partes, nos limites de suas atribuições e responsabilidades delimitadas pelo Contrato, deverão 
prestar toda a assistência necessária à outra Parte para resposta a eventuais solicitações de titulares em 
relação a seus Dados Pessoais tratados com fundamento na execução deste Contrato, devendo notificar a 
outra Parte, imediatamente, caso receba eventual solicitação de titulares e/ou autoridades. 

9.4. Os dados coletados devem ser eliminados em um prazo máximo de 30 (trinta) dias se houver 
revogação do consentimento de seu titular ou em até 05 (cinco) anos após o término do Contrato, por 
qualquer motivo, sob as penas da lei.  

CLÁUSULA DÉCIMA – DA POLÍTICA ANTICORRUPÇÃO 

10. As Partes declaram, de forma irrevogável e irretratável, uma à outra, que seus acionistas/sócios, 
conselheiros, administradores, empregados, prestadores de serviços, inclusive, seus subcontratados e 
prepostos, conhecem e cumprem integralmente o disposto nas leis, regulamentos e disposições normativas 
que tratam do combate à corrupção e suborno, nacionais ou estrangeiras. 

10.1. As Partes garantem, mutuamente, que se absterão da prática de qualquer conduta indevida, 
irregular ou ilegal e que não tomarão qualquer ação, uma em nome da outra e/ou que não realizarão 
qualquer ato que venha a favorecer, de forma direta ou indireta, uma à outra ou qualquer uma das 
empresas dos seus respectivos conglomerados econômicos, contrariando as legislações aplicáveis no Brasil 
ou no exterior. 

10.2. Na hipótese de uma Parte ser envolvidas em alguma situação ligada a corrupção ou suborno, em 
decorrência de ação praticada pela outra Parte ou seus acionistas/quotistas/sócios, conselheiros, 
administradores, empregados e prestadores de serviços, inclusive, seus subcontratados e prepostos, a 
Parte causadora da referida situação se compromete a assumir o respectivo ônus, inclusive quanto a 
apresentar os documentos que possam auxiliar a outra Parte em sua defesa. 

10.3. Caso a TMG tome ciência ou tenha evidências suficientes para acreditar que a CONTRATADA ou 
seus sócios, administradores, funcionários, estagiários, prepostos e/ou subcontratados, violaram qualquer 
dos princípios supramencionados, poderá, de pleno direito, rescindir o Contrato imediatamente. Em caso 
de rescisão nos termos desta Cláusula, a Parte infratora não fará jus a qualquer indenização ou pagamento 
adicional por conta de tal rescisão. 

CLÁUSULA DÉCIMA PRIMEIRA – CONDIÇÕES GERAIS 

11. Este Contrato é o único instrumento que regula os direitos e obrigações das Partes, cancelando e 
substituindo qualquer entendimento e/ou negócio, oral ou escrito, anteriormente ajustado entre as Partes, 
com relação à matéria objetivada neste Contrato. 

11.1. As Partes estabelecem que somente se admite a alteração deste Contrato por instrumento aditivo 
devidamente assinado pelas Partes, sendo vedado a qualquer Parte transferir este Contrato a outrem, no 
todo ou em parte, sem prévia autorização/concordância expressa e por escrito da outra Parte, mantendo, 
em quaisquer circunstâncias, as responsabilidades e obrigações assumidas no presente Contrato. 

11.2. O presente Contrato obriga não só as Partes, mas também seus sucessores na forma legal, sempre 
firme e valiosa, a qualquer tempo e lugar, até o término das obrigações aqui pactuadas. 

11.3. Qualquer tolerância ou concessão da Parte não constituirá novação, ou precedente invocável por 
qualquer das Partes visando à modificação dos termos do presente. 

11.4. A nulidade de qualquer Cláusula deste Contrato não ensejará a anulação das demais. Nesta 
hipótese, as Partes envidarão esforços no sentido de buscar a solução juridicamente adequada. 

11.5. As Partes declaram, para todos os efeitos legais que tomaram conhecimento de todas as condições 
ora acertadas, com antecedência e com elas concordam. 

11.6. Todos os avisos e notificações decorrentes do presente Contrato serão feitas por escrito e 
consideradas recebidas na data da sua transmissão, se por correio eletrônico (e-mail), desde que haja 
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alguma comprovação de que a respectiva mensagem foi efetivamente recebida, ou na data do efetivo 
recebimento pela Parte comunicada, em seu endereço, se enviadas por qualquer outro meio. 

11.7. Os casos omissos neste Contrato serão resolvidos pelas Partes, observada a boa-fé, a consecução 
dos objetivos deste Contrato e legislação aplicável à espécie. 

11.8. As Partes, inclusive suas testemunhas, reconhecem a forma de contratação por meios eletrônicos, 
digitais e informáticos como válida e plenamente eficaz, constituindo título executivo extrajudicial para 
todos os fins de direito, ainda que seja estabelecida com assinatura eletrônica ou certificação fora dos 
padrões ICP-BRASIL, conforme disposto pelo art. 10 da Medida Provisória nº 2.200/2001 em vigor no Brasil. 

CLÁUSULA DÉCIMA SEGUNDA – DO FORO 

12. Elegem as Partes o foro Judicial da Comarca da Região Metropolitana de Londrina/PR, em renúncia 
a qualquer outro, por mais privilegiado que seja, para dirimir quaisquer dúvidas ou controvérsias decorrentes 
da interpretação, aplicação e cumprimento do que aqui se convencionou. 

E, por haverem lido, compreendido e concordado com os termos do presente, estando assim, justas e 
contratadas, as Partes assinam este Contrato eletronicamente, juntamente com 02 (duas) testemunhas, para 
que surtam todos os efeitos legais e de direito. 

Cambé/PR, 25 de fevereiro de 2025. 
 

(Assinado eletronicamente) 
TMG TROPICAL MELHORAMENTO E GENÉTICA S.A. 

p. Francisco José Soares Neto 
Contratante 

 
(Assinado eletronicamente) 

FUNDAÇÃO DE APOIO AO DESENVOLVIMENTO DA 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA  

p.Emerson Guzzi Zuan Esteves 
Contratada  

 
(Assinado eletronicamente) 

JOSUÉ MALDONADO 
FERREIRA 

Anuente/Interveniente  

 
Testemunhas: 

 

 

Nome: Anderson Rotter Meda 
CPF 021.507.049-60 
E-mail: andersonmeda@tmg.agr.br  

Nome: Fabiana Cristina Vaqueiro longhini 
CPF: 980.403.249-04 
E-mail: fabiana@fauel.org.br  
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TÍTULO DO PROJETO: OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO DE OBTENÇÃO DE DUPLO-

HAPLOIDES EM MILHO PELO DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS E 

ADEQUAÇÃO DO USO DE SUBSTÂNCIAS ALTERNATIVAS À COLCHICINA 

 

COORDENADOR (A) DO PROJETO: Prof. Dr. Josué Maldonado Ferreira 
 

Resumo (até 1 página) 

A tecnologia de duplo-haploides (DH) permite obter linhagens completamente homozigóticas em 
dois a três ciclos de cultivo, sendo mais vantajosa que processo tradicional de autofecundação, 
que demanda de seis a oito ciclos e ainda não atinge 100% de homozigose. A obtenção de DHs 
envolve as etapas de indução à haploidia por meio de cruzamento de linhagens indutoras; 
identificação dos indivíduos haploides; duplicação cromossômica para restauração da fertilidade; 
autofecundação das plantas duplicadas e multiplicação de sementes. As duas etapas iniciais 
demandam a ação de linhagens indutoras adaptadas ao ambiente de cultivo; com taxas de 
indução elevadas; florescimento sincronizado com populações doadoras tropicais; 
homozigóticas para diferentes genes marcadores fenotípicos, que auxiliem na identificação de 
haploides. Os programas de melhoramento de milho em ambientes tropicais têm tido dificuldade 
de adotar a tecnologia de DHs devido ao: a) alto custo das licenças de uso de linhagens 
indutores, com elevada taxa de indução; b) estas licenças de uso, normalmente, não permitem 
que os indutores sejam empregadas para o melhoramento de novos indutores mais adaptados; 
c) as linhagens indutoras de acesso livre tem baixa adaptação à ambientes tropicais e reduzida 
taxa de indução; d) carência de divulgação de estudos relacionados aos procedimentos 
eficientes de duplicação cromossômica em ambiente tropical. A terceira etapa da obtenção dos 
DHs envolve a duplicação cromossômica de haploides, normalmente, empregando a solução de 
colchicina, que tem se demonstrado eficiente para a obtenção de DHs em milho, mas é muito 
cara, altamente tóxica ao ser humano e meio ambiente, exigindo cuidados extremos no manuseio 
e descarte. Assim, é importante identificar substâncias alternativas em substituição ao uso da 
colchicina e desenvolver protocolos que ofereçam menores riscos e que apresentem eficácia 
semelhante ao da colchicina. Dessa forma, os objetivos deste projeto são: a) introduzir e 
multiplicar sementes de indutores de livre acesso, sem restrições para uso em melhoramento, e 
que possuam diferentes genes marcadores de sementes, raiz e plantas, úteis para identificação 
de haploides; b) desenvolver novos indutores de haploidia adaptados à ambientes tropicais, com 
adequadas taxas de indução, com diferentes genes marcadores de identificação de haploides, a 
partir do cruzamento de um indutor temperado introduzido e linhagens com elevado desempenho 
e adaptadas à ambientes tropicais; c) adequação de métodos de duplicação cromossômica com 
emprego de substâncias antimitóticas alternativas ao uso de colchicina, empregando diferentes 
tempos de exposição e concentrações; d) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para o 
tratamento das plântulas de milho haploides com agentes antimitóticos, visando aumentar a 
eficiência e a segurança do processo de duplicação cromossômica em milho, com maior 
segurança dos trabalhos. 

 
Palavras-chave: Zea mays L.; amiprofos metil, indutores de haploidia; pronamide; duplicação 
espontânea 
 

Objetivos (até ½ página) 

a) introduzir e multiplicar sementes de indutores de haploidia em milho, que tem origem 
temperada e os genes marcadores de sementes, raiz e plantas, utilizados para identificação de 
haploides; 
b) a partir do cruzamento de um indutor de clima temperado introduzido e genótipos adaptados 
à ambientes tropicais, desenvolver novas linhagens de indutores com adequadas taxas de 
indução à haploidia e adaptação à ambientes tropicais, fixados para genes marcadores de 
sementes, raiz e plantas, empregados na identificação de indivíduos haploides; 
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c) adequação de métodos de duplicação cromossômica com emprego de substâncias 
antimitóticas alternativas ao uso de colchicina, empregando diferentes tempos de exposição e 
concentrações; 
d) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para o tratamento das plântulas de milho haploides 
com agentes antimitóticos, visando aumentar a eficiência e a segurança do processo de 
duplicação cromossômica em milho, com maior segurança dos trabalhos.  
 
1. Identificação e caracterização do problema  

 

No método tradicional de obtenção de linhagens são necessários de seis a oito ciclos de 
autofecundação, para gerar indivíduos com alto grau de homozigose. Com o surgimento da 
tecnologia de duplo-haploides (DH), linhagens completamente homozigóticas são obtidas com 
dois a três ciclos de cultivo, aumentando a velocidade de síntese de linhagens em programas de 
melhoramento de milho, visando a obtenção de híbridos. Normalmente, as linhagens DHs de 
milho são obtidas in vivo, por meio da polinização das gerações F1 ou F2 de populações 
doadoras, empregando pólen de linhagens indutoras de haploidia gimnogenéticas, também 
chamado de indutor maternal. Os descendentes destes cruzamentos serão classificados em 
diploides e haploides na fase de sementes ou de plântulas, por meio de genes marcadores 
expresso na coloração púrpura nas sementes e/ou plântulas e suas raízes. Os indivíduos 
haploides identificados passam por tratamento com algum agente inibidor da formação das fibras 
do fuso para separação dos cromossomos duplicados na mitose. Isto resulta na duplicação 
cromossômica e restauração da fertilidade, permitindo a autofecundação e obtenção de 
linhagens DHs com sementes completamente homozigotas (Prasanna et al., 2012). Assim, o 
crescente uso da tecnologia de DHs resultou em pesquisas que visam aumentar o sucesso das 
seguintes etapas da produção de linhagens DHs: a indução à haploidia, identificação de 
sementes haploides putativas (SHP’s), duplicação cromossômica e a multiplicação de sementes 
duplo haploides (DH’s).  

Atualmente, a tecnologia de DH é amplamente adotada por grandes empresas de 
programas de melhoramento de milho. Contudo, os programas de melhoramento de média e 
pequena escala tem dificuldades de utilizar esta tecnologia, devido ao alto custo das licenças de 
uso de indutores com elevadas taxas de indução; os indutores de acesso livre apresentam baixas 
taxas de indução à haploidia; os principais indutores têm origem em clima temperado e não são 
adaptados à ambientes tropicais. A falta de indutores adaptados é especialmente sentida em 
países tropicais, onde os esforços de melhoramento de indutores são mais recentes (Prasanna 
et al., 2012; Trentin et al., 2020). Além disto, há a necessidade de estudos que promovam o 
aumento da eficiência da identificação assertiva de haploides e instrumentos que auxiliem e 
aumentem a eficiência e o sucesso do processo de duplicação cromossômica, com maior 
segurança do trabalho. 

Historicamente, o trabalho de Chase (1952) revelou a possibilidade da utilização de 
plantas haploides como aceleradores para a obtenção de linhagens endogâmicas em milho, mas 
a reduzida ocorrência de haploidia espontânea inviabilizava a exploração DHs em escala 
comercial. A partir do trabalho de Coe (1959) foi construída a estratégia de indução à haploidia 
in vivo, por meio do genótipo indutor conhecido como Stock 6, que possuía uma taxa de indução 
à haploidia (TIH) igual a 2,3%. A TIH é estimada pela proporção de sementes com embriões 
haplóides detectadas entre o total de sementes colhidas no germoplasma fonte (população 
doadora). 

Os indutores à haploidia in vivo são classificados como androgenéticos (paternal) e 
gimnogenéticos (maternal), sendo utilizados nos cruzamentos como fêmea e macho, 
respectivamente. Os indutores androgenéticos são resultantes de uma mutação no gene ig1 
(indeterminate gametophyte) (Kermicle et al.,1971; Evans et al., 2007), mas são pouco utilizados 
devido a sua baixa taxa TIH, com valores entre 1% e 2% (Kermicle, 1994). Além disso, os 
indivíduos haploides resultantes do cruzamento com indutores androgenéticos possuem 
características citoplasmáticas diferentes da população doadora, pois mantem o citoplasma do 
genótipo indutor (Kermicle et al., 1973). Outro fator limitante é que, indutores androgenéticos, 
limitam a indução à haploidia via lotes isolados, pois atuam como receptores do pólen das 
diferentes populações doadoras. Os genótipos indutores gimnogenéticos são os mais utilizados, 
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pois atuam como fornecedores de pólen para as populações doadoras, que produzirão indivíduos 
haploides com os seus respectivos citoplasmas. Além disto, permitem a indução em lotes 
isolados e apresentam maior TIH. 

A linhagem gimnogenética Stock 6 (Coe, 1959) e androgenética Wisconsin 23 (Kermicle, 
1969) foram as primeiras indutoras. O Stock 6 foi o precursor de diversas linhagens indutoras 
com as maiores TIHs (Prasanna et al., 2012), que viabilizaram a exploração da tecnologia DH 
em escala comercial. Dentre estas, pode-se destacar as TIHs de 3% a 5% para o WS14 
(Lashermes & Beckert, 1988); 6,5% para o MHI (Chalyk, 1999); 8% a 12% para o RWS (Prigge 
et al., 2011); acima de 10 % para UH400 e de 12% a 15% para os indutores PK6, HZI1, CAUHOI 
e PHI (Barret et al., 2008; Li et al., 2009; Rotarenco et al., 2010; Zhang et al., 2008), todos 
indutores produzidos com germoplasma temperado e avaliados para condições de climas 
temperados.  

Quando os indutores temperados são cultivados em ambientes tropicais, eles mantem 
suas taxas de indução de haploidia, mas apresentam fraca adaptação, baixo vigor da planta, 
floração muito precoce, resultando em não sincronia com o florescimento de plantas tropicais, 
baixa produtividade de sementes e extrema suscetibilidade a doenças tropicais e podridão das 
espigas. Isto resulta em dificuldades na manutenção destas linhagens e as torna ineficientes 
para obtenção de indivíduos haploides em grande escala e em lotes isolados (Prigge et al., 2012). 
Assim, a importância de se desenvolver indutores com elevadas TIHs e bem adaptados ao seu 
ambiente de uso está diretamente relacionada com: a) redução do número de cruzamentos 
necessários para obter a quantidade desejada de sementes haploides de cada população 
doadora; b) redução dos custos relacionados ao plantio, manejo agronômico, polinizações e 
colheita de campos de indução; c) redução dos custos com processamento das espigas 
induzidas e com a identificação dos haploides. 

Para o desenvolvimento de linhagens indutoras maternais adaptadas à ambiente tropical 
e com elevada TIH, Trentin et al. (2020) sugeriu o cruzamento entre linhagens elites adaptadas 
à ambientes tropicais e pelo menos uma linhagem indutora de origem temperada, com elevada 
TIH e homozigótica para os genes R1-nj, Pl1, mtl e zmdmp, sendo feita a seleção visando: a) 
melhorar a expressão de antocianina nas sementes, raízes de plântulas, palhas da espiga, 
colmo, folhas e pendão, que servem para diferenciação de indivíduos haploides e diploides; b) 
desenvolver linhagens e híbridos de indutores com altura adequada e menor acamamento; c) 
obter plantas com pendões e haste principal grandes, com maior número de ramificações laterais 
e produção de pólen; d) obter pendões com liberação de pólen por um número maior de dias; e) 
aumentar a produtividade de sementes; f) obter linhagens com resistência à doenças de plantas 
e de espiga. 

A maneira mais econômica de separar haplóides de diplóides é a seleção visual em nível 
de sementes e de plântulas recém germinadas (Vanous et al., 2017; Dermail et al., 2023). Genes 
estruturais da biossíntese de antocianina, como A1, A2, C2, Bz1, Bz2 e Pr1, são regulados pelas 
famílias de genes MYB C1 (aleurona1 colorido)/Pl1 (planta1 roxa) e bHLH R1 (cor1)/B1 (cor1 da 
planta). Uma vez que cada membro destas famílias tem uma expressão específica de tecido ou 
desenvolvimento, o padrão de pigmentação de antocianina de uma planta e grão de milho 
depende da constituição alélica nos locos C1/Pl1 e R1/B1. Por exemplo, o gene C1 é responsável 
pelo desenvolvimento de antocianinas na camada de aleurona do grão de milho, enquanto o 
gene Pl1 está associado à pigmentação de antocianina independente do sol nos tecidos vegetais 
e no pericarpo do grão de milho. Da mesma forma, o gene R1 ativa a pigmentação da antocianina 
dos tecidos vegetais e a camada de aleurona no grão de milho, mas B1 regula de forma 
independente a cor da planta e é expresso no pericarpo do grão de milho (Walker et al., 1995; 
Petroni et al., 2014). O marcador de identificação de haploide mais comum é a coloração roxa 
da coroa do endosperma e coleóptilos roxos de embriões codificados pelo alelo mutante 
dominante R1-nj do gene de cor vermelha R1 (Nanda & Chase, 1966). Os indutores atuais 
contêm o gene R1-nj para identificar haploides de populações doadores na fase de semente. Na 
aleurona, na qual as células possuem uma cópia do alelo R1-nj, os pigmentos antocianínicos 
são expressos e permitem a identificação de contaminações ou autopolinizações sem coloração. 
Dentro da fração de grãos com uma coroa de semente roxa (geralmente a maioria em 
cruzamentos de indução controlados), os haplóides são identificados pela ausência de coloração 
roxa do embrião (Prigge & Melchinger, 2012).  
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A intensidade e a extensão da pigmentação podem variar dependendo da origem 

genética do doador e do indutor. Por exemplo, na presença dos genes de cor B1 e Pl1, R1-nj 
afeta positivamente a pigmentação do coleóptilo, a cor da raiz e a cor da planta. As mutações 
em genes que influenciam a biossíntese de antocianinas, como C1 (C1-I) e C2 (C2-Idf), afetam 
negativamente a expressão de R1-nj (Paz-Ares et al., 1990; Della Vedova et al., 2005). Neste 
sentido, se o gene C1-I estiver presente no doador ou no indutor, a pigmentação do coleóptilo e 
da camada de aleurona dos grãos de milho desaparece, porque o gene C1-I inibe 
epistaticamente a função R1-nj na biossíntese de antocianina nos grãos de milho. Embora isto 
seja um impedimento em cruzamentos de indução regulares, a inibição de R1-nj por C1-I pode 
ser explorada para permitir a identificação de haploides em origens genéticas que transportam o 
gene R1-nj, tais como indutores. Se os indutores convencionais forem cruzados com indutores 
portadores do gene C1-I, espera-se que o F1 resultante (cruzamento do indutor R1-nj x C1-I) não 
tenha pigmentação antocianina do embrião, a menos que o embrião tenha o genótipo haplóide 
materno. Também, para que haja a produção de antocianina, é necessário que os alelos 
dominantes C2 (Whp1), A1 e A2 estejam presentes, não ocorrendo a síntese antocianina se os 
genótipos forem homozigotos recessivos para qualquer um desses genes.  

O gene Pl1 promove a produção de antocianina nas raízes das plântulas nos primeiros 
dias da germinação, mesmo sem terem sido expostas à luz, enquanto as plântulas de genótipos 
homozigotos recessivos não apresentam raízes roxas na ausência de luz. Assim, o gene Pl1 
fornece um mecanismo adicional para discriminar haplóides e diplóides, que foram classificados 
incorretamente com base na marcação das sementes pelo gene R1-nj. Contudo, alguns 
genótipos recessivos pl1 pl1 também podem apresentar raízes roxas quando expostos à luz, 
atrapalhando a correta identificação dos haploides. Em conjunto com Pl1, os genes B1 e R1-r 
promovem a produção de antocianinas em coleóptilos das plântulas, margens e pontas de folhas 
e bainhas. As plantas homozigotas dominantes para B1 e Pl1 desenvolvem uma pigmentação 
roxa escura nas palhas e no colmo (Coe, 1994). 

Estudos genéticos revelaram que a TIH é controlada por alguns locos de efeito principal 
e locos de características quantitativas (QTLs) com efeitos menores e acumulativos (Barret et 
al., 2008; Prigge et al., 2012). Um estudo de QTLs envolvendo quatro populações, que tiveram 
a linhagem indutora UH400 como genitor comum, identificou oito QTLs relacionados com a TIH. 
Dentre estes, qhir1 e qhir8 foram os principais QTLs, localizados nos cromossomos 1 e 9, 
explicando 66% e 20% da variância genética, respectivamente (Prigge et al., 2012). A região 
qhir1 no compartimento 1.04 desempenha papel fundamentais para a indução de haploidia, na 
distorção da segregação gametofítica e no aborto embrionário (Barret et al., 2008; Prigge et al., 
2012; Xu et al., 2013). Uma inserção de 4 pares de bases no último éxon do gene 
GRMZM2G471240, que codifica uma fosfolipase específica do pólen, é necessária para a 
formação de sementes com embriões haplóides em cruzamentos com indutores gimnogenéticos. 
Este gene recebeu nomes diferentes: MATRILINEAL (MTL) (Kelliher et al., 2017), ZEA MAYS 
PHOSPHOLIPASE A1 (ZmPLA1) (Liu et al., 2017) e NOT LIKE DAD (NLD) (Gilles et al., 2017). 
Estudos revelaram que a mutação do gene MTL/ZmPLA1/NLD em qhir1 é responsável por 
produzir uma TIH de até 6,7% (Gilles et al., 2017; Kelliher et al., 2017; Liu et al., 2017). O gene 
RMZM2G465053 (denominado ZmDMP), que codifica uma proteína de membrana do domínio 
DUF679, é o alelo causador subjacente de qhir8 (Zhong et al, 2019) e promove o aumento 2 a 3 
vezes na TIH. É importante notar que tanto MTL/ZmPLA1/NLD quanto ZmDMP atuam 
sinergicamente, indicando um potencial de aumento substancial de 5 a 6 vezes no TIH, quando 
ambas as mutações estão presentes (Zhong et al., 2019). No entanto, genótipo com apenas 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 das 
funções genéticas após a polinização contribuem para uma elevada TIH em indutores modernos 
(Jacquier et al., 2020). Khammona et al. (2024) apresenta que apenas o qhir1 isoladamente não 
é suficiente para produzir indutores com TIH adequada para exploração comercial de linhagens 
DHs, indicando que a TIH média dos indutores haplóides modernos deve ultrapassar 10%. Além 
disso, recentemente outros genes com efeito importante para a indução a haploidia foram 
descobertos, sendo estes: DUF679 (Zhong et al., 2019); ZmPLD3 (Li et al., 2021); ZmPOD65 
(Jiang et al., 2022). Mutações do gene ZmPLD3 resultaram em uma taxa de indução haplóide 
(HIR) comparável à do gene MTL homozigoto recessivo. Esta mutação mostrou efeitos 

D4Sign ef8d7144-f8a0-462d-b027-6b49e5461652 - Para confirmar as assinaturas acesse https://secure.d4sign.com.br/verificar
Documento assinado eletronicamente, conforme MP 2.200-2/01, Art. 10º, §2.



6 

 
sinérgicos em vez de redundância funcional na triplicação do HIR na presença do gene MTL 
homozigoto recessivo.  

O trabalho de Chaikam et al. (2018) revelou que a extensão do efeito positivo de qhir1 no 
TIH é influenciado tanto pelo não indutor quanto pelos genitores indutores. Entre os genitores 
não indutores tropicais, progênies qhir1+ envolvendo a linhagem CML269 apresentaram maior 
média de taxa de indução, seguido por progênies qhir1+ envolvendo a linhagem CML495. Estes 
autores também apresentam que, se houver disponibilidade de múltiplos indutores, sem 
diferenças significativas na taxa de indução, seria melhor escolher indutores com melhor 
desempenho agronómico e adaptação ao ambiente alvo. Assim, o esforço inicial de 
tropicalização de indutores de haploidia abre caminho para o melhoramento de indutores com 
elevada adaptação à ambientes tropicais e taxas de indução, sendo úteis para o melhoramento 
e inserção de novas características.  

As plantas que sofrem o processo de indução a haploidia apresentam diversas anomalias 
reprodutivas, como o abortamento de grãos, heterofertilização, plantas com embriões duplos, 
características que podem ser associadas com o processo de indução gimnogenético, sendo a 
taxa de abortamento do endosperma e do embrião maior em plantas que foram polinizadas com 
pólen de genótipos indutores, em relação às polinizadas por pólen comum (Tian et al., 2018). 
Assim como Xu et al. (2013) e Nair et al. (2017b), Chaikam et al. (2018) verificaram que o aborto 
do endosperma e o aborto do embrião ocorrem em alta frequência nas espigas dos genótipos 
indutores, em relação as espigas de genótipos não indutores. Dentre estes, o aborto embrionário 
apresentou diferenças significativas entre os indutores com níveis de TIH diferentes, indicando 
que a identificação de plantas/progênies com alto nível de aborto embrionário pode levar à 
identificação de indutores com alto TIH. Contudo, a frequência de aborto de endosperma não 
esteve associada à maiores taxas de indução, mas servindo para indicar genótipos que tem ou 
não a habilidade de produzir haploides. Estes autores ainda mostraram que o aborto do embrião 
está positivamente associado ao TIH mesmo em famílias qhir1-. Isto pode ser devido a outros 
locos, além do qhir1, que influenciam positivamente a TIH e causam o aborto. Assim, estes 
autores indicam o uso da característica aborto do endosperma como um dos critérios úteis, além 
da seleção assistida para qhir1, para eliminar a maioria das plantas, progênies ou linhagens que 
podem ter TIH muito baixo ou zero. Apesar das características aborto do embrião ou endosperma 
não serem desejadas pelos programas de melhoramento de milho, pois afetam negativamente a 
produtividade de sementes e dificultam a manutenção da linhagem, deve-se evitar alta pressão 
de seleção contra estas características para não levar à seleção de linhagens com baixo ou 
nenhum TIH. 

As TIHs das gerações avançadas dos candidatos a indutores pode ser inicialmente 
realizada com base nas frequências de aborto do embrião, mas necessita ser confirmada por 
meio do cruzamento dos supostos candidatos a indutores com populações doadoras 
homozigóticas para alelos recessivos liguleless 2 (lg2) (Lashermes e Beckert, 1988; Röber et al., 
2005; Prigge et al., 2012a), que condicionam a ausência de lígulas na folha; resistência a 
herbicidas (Melchinger et al., 2016) ou pela coloração verde da primeira bainha foliar das 
plântulas (Sekiya et al, 2020). No entanto, a realização de tais cruzamentos testes e a avaliação 
dos fenótipos recessivos consomem muito tempo e recursos (Prigge et al., 2012b), limitando o 
número de famílias que podem ser avaliadas para taxas de indução. 

Plantas adultas haploides e diploides podem ser diferenciadas com base no vigor, em 
nível de estrutura ereta das folhas e na fertilidade masculina, características que fazem parte do 
chamado teste “padrão ouro” (Chaikam et al., 2016). Como a maioria dos indutores 
desenvolvidos até o momento são linhagens endogâmicas, alta heterose é geralmente 
observada na progênie diploide originada do cruzamento de uma linhagem indutora com uma 
população doadora segregante. A progênie diploide resultante tende a ser mais vigorosa do que 
a progênie haploide, tanto para altura da planta com altura da espiga (Wu et al., 2014). As plantas 
haploides têm folhas mais estreitas, mais curtas e mais eretas do que as plantas diplóides. As 
plantas haploides também têm estômatos e células guardas significativamente menores do que 
as plantas diploides cruzadas (Molenaar et al., 2020; Sekiya et al, 2020). A haploidização também 
está associada à esterilidade masculina e, portanto, a presença ou ausência de anteras 
extrusadas é outro indicador do nível de ploidia de uma planta. Embora as diferenças entre 
haploides e as plantas diploides tornam-se mais claras na fase adulta, é benéfico descartar as 
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plantas diploides o mais rápido possível, a fim de economizar tempo e recursos durante o 
tratamento e transplante de duplicação do genoma. 

A maioria dos indutores atualmente utilizados são linhagens endogâmicas, que foram 
desenvolvidas por sucessivas gerações de autofecundação, associadas com a contínua seleção 
fenotípica para a capacidade de indução à haploidia, tamanho do pendão e a intensidade da 
expressão dos genes marcadores de antocianina. Apesar das características práticas e não 
destrutivas, a eficácia das expressões R1-nj pode ser limitada pela presença de inibidores 
dominantes da antocianina C1-I (Chaikam et al., 2015), antocianinas que ocorrem naturalmente 
no germoplasma do doador (Chaikam et al., 2016), propriedades morfofisiológicas do embrião 
(Prigge et al., 2011; Trentin et al., 2022) e ambientes (Sintanaparadee et al., 2022; Dermail et al., 
2023; Thawarorit et al., 2023). Esses fatores contribuem para altas taxas de erros de 
classificação, dificultando os ganhos de seleção para TIH e enfatizam a necessidade de 
marcadores alternativos para a seleção haplóide. O uso de marcadores moleculares para o 
desenvolvimento de indutores foi relatado apenas recentemente (Dong et al. 2014), apesar de 
seu baixo custo e potencial para o melhoramento genético da taxa de indução (Almeida et al. 
2020). No entanto, a seleção fenotípica ainda pode ser a abordagem mais econômica para 
selecionar características qualitativas como as de marcadores associadas a expressão da cor 
roxa nas sementes, plântulas e plantas. 

A seleção assistida por marcadores moleculares (SAM) para qhir1 foi aplicada para 
melhorar o TIH de indutores haplóides maternos em diferentes germoplasmas de milho. Chaikam 
et al. (2018) conseguiram obter linhas indutoras tropicalmente adaptadas de segunda geração 
(2GTAILs) promissoras com um TIH médio de 13,1%, uma melhoria de 48,9% em relação aos 
TAILs. Liu et al. (2022) desenvolveram um indutor haplóide (CHOI4) com elevado teor de óleo, 
um marcador fenotípico para auxiliar a seleção automatizada de haploides, com um TIH médio 
de 15,8%, um aumento de 58,0% em relação ao genitor que lhe deu origem (CAU2). Apesar 
destes dois exemplos de sucesso com o uso de SAM para qhir1, ganhos maiores poderão ser 
obtidos empregando a SAM conjuntamente para qhir1 e qhir8, como sugerido por Khammona et 
al. (2024).  

Por meio da implementação da SAM simultânea para qhir1 (MTL / ZmPLA1 / NLD) e qhir8 
(ZmDMP), usando o teste de TaqMan® na geração F2, em quatro famílias de indutores tropicais 
x temperados derivados de BHI306, Khammona et al. (2024) obtiveram aumentos expressivos 
da TIH de cada família de indutores, sendo verificado que os genótipos portadores de qhir1 e 
qhir8 exibiram frequência de haploides cerca de 1 a 3 vezes maior do que aqueles portadores 
apenas de qhir1. O marcador para o gene MTL (GRMZM2G471240) foi desenvolvido na inserção 
de 4 pb (CGAG) no 4º éxon do gene que levou ao códon de parada prematuro (Gilles tal., 2017; 
Kelliher et al., 2017; Liu et al., 2017; Liu et al., 2017). O gene ZmDMP (GRMZM2G465053) foi 
desenvolvido na substituição de um único nucleotídeo de T para C em 131 pb na sequência de 
codificação que levou à mudança de aminoácidos de metionina para treonina (Zhong et al., 
2019). O DNA genômico de alta qualidade (gDNA) foi isolado de folhas de milho aos 14 dias 
após a germinação usando o DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemanha). A genotipagem dos 
marcadores qhir1 e qhir8 foi realizada com ensaios TaqMan® prontos para encomenda (Thermo 
Fisher Scientific, Watham, MA EUA) (Figura 1). No processo de amplificação, foram utilizados 
20 ng de gDNA. Para a reação de PCR, o volume total foi de 5 µl composto por 2 µl de DNA 
molde, 1,5 µl de 2X TaqMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Watham, 
MA EUA), 0,0375 µl de ensaio TaqMan e 1,4625 µl de dH2O. As condições de ciclagem da PCR 
foram ajustadas a 95°C por 5 min, seguidas de 36 ciclos a 94°C por 30 s, 60 °C por 1 min e 60°C 
por 2 min. Para o produto de PCR, os amplicons foram fundidos a 60 °C usando sistemas de 
PCR em tempo real QuantStudio 6 (Thermo Fisher Scientific, Watham, MA EUA) por 30 s para 
detectar polimorfismo de nucleotídeo único (SNP). 
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FIGURA 1. O esquema do desenho da sonda TaqMan® no gene MATRILINEAL 
(GRMZM2G471240) e no gene ZmDMP (GRMZM2G465053) (Fonte: Khammona et al, 2024). 

 
Trentin et al. (2020) sugeriram uma abordagem de SAM estratificada com ênfase para o 

alelo mtl e qhir1 na F2 em populações grandes e o alelo zmdmp ou qhir8 na geração F3 para 
plantas portadoras do alelo mtl ou qhir1. Estes autores, verificaram que a SAM simultâneo para 
qhir1 e qhir8 em populações segregantes da geração F2 promoveu um aumento de 1 a 3 vezes 
na HIR dos genótipos F3. Eles também verificaram que o genótipo qhir1-/qhir8+ e o heterozigoto 
qhir1/qhir8+ apresentaram TIH menor que os genótipos com qhir1+. Zhong et al. (2019) 
observaram que os genótipos qhir1+/qhir8+ exibiram TIH de 5 a 6 vezes maiores em comparação 
com qhir1+/qhir8− e que a implementação do SAM nas primeiras gerações mostra-se benéfica, 
reduzindo significativamente o número de plantas F3 que necessitam de avaliação para o TIH 
real por meio da indução haplóide em populações testadoras recessivas. Chen et al. (2020) 
também relataram a eficácia do SAM simultâneo para qhir1 e qhir8, resultando em um aumento 
substancial no TIH em 3 a 14% e na eliminação de aproximadamente 90% dos genótipos com 
baixo TIH. Chen et al. (2020) relataram que o TIH das plantas com qhir8 variou apenas de 0,70% 
a 1,04%, o que foi significativamente menor do que aquelas que carregavam um alelo qhir1 
heterozigoto ou aquelas que carregavam um qhir1 homozigoto, com TIHs de 3,77% a 5,27%. e 
10,02% a 14,42%, respectivamente. 

Quando se busca desenvolver novos indutores adaptados à ambientes tropicais, por meio 
do cruzamento de indutores temperados e populações doadoras, juntando marcadores 
morfológicos relacionados à cor de sementes e de raiz, é recomendado: a) o emprego de um 
conjunto de linhagens endogâmicas adaptadas, em vez de apenas uma, pois reduz a chance de 
desenvolver indutores com baixa pigmentação de R1-nj, devido os genes que dificultam a 
expressão de R1-nj ocorrem com maior frequência no germoplasma tropical (Chaikam et al., 
2015); b) descartar as sementes homozigotos recessivos r1-nj r1-nj das espigas da geração F2, 
pois não apresentarão pigmentação de antocianina; c) selecionar as plantas F2 autofecundadas 
e homozigotas para R1-nj, pois não apresentarão espigas com grãos segregando para presença 
ou ausência pigmentação por antocianina; d) selecionar visualmente os indivíduos portadores do 
gene Pl1 na geração F2 e transplantá-los parar campo ou vaso, pois vão apresentar raiz roxa 
mesmo sem a presença de luz, enquanto os homozigotos recessivos não apresentam raízes 
com pigmentação roxa; e) identificar a presença dos alelos mtl e zmdmp responsáveis por 
aumentam da taxa de indução, por meio de testes de progênie ou SAM, sendo esta última a 
forma mais fácil e rápida de fazer a identificação de indivíduos com estes alelos recessivos, 
permitindo aumentar a intensidade de seleção e economizar tempo e recursos envolvidos na 
fenotipagem para identificação de plantas ou famílias com taxa de indução potencialmente 
elevada (Prigge et al., 2012b; Dong et al., 2014). Trentin et al. (2020) compartilham suas 
experiências de que apenas de 12% a 15% das plantas F2 são fixadas para o alelo mtl, pois 
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ocorre forte seleção gamética e zigótica contra mtl (Prigge et al., 2012b; Xu et al., 2013) e a 
autofecundação de genótipos heterozigotos nestes locos não produzirão a frequência esperada 
de indivíduos homozigotos recessivos. Portanto, a fixação rápida do alelo mtl é desejável para 
simplificar o processo de seleção.  

Dentre todos os indivíduos da geração F2, resultante de cruzamentos de indutores e 
genótipos comuns, cerca de 0,4% serão homozigóticos para R1-nj, Pl1, mtl e zmdmp (Trentin et 
al., 2020). Estes pesquisadores apresentam que uma população extremamente grande de 
plantas F2 teria que ser semeada para se ter um número razoável de genótipos fixados nesses 
loci. Como o mtl é necessário para a indução haplóide e o R1-nj pode ser selecionado de forma 
barata, a SAM na geração F2 pode ser usado para garantir a fixação do alelo mtl e a eliminação 
de genótipos homozigotos para os alelos pl1 ou ZmDMP, aumentando a chance de obtenção de 
genótipos F3 fixos para R1-nj, Pl1 e zmdmp. Na geração F3, a seleção fenotípica pode ser usada 
para fixar o alelo R1-nj, enquanto a seleção assistida por marcadores moleculares pode ser 
usada para fixar Pl1 e zmdmp.  

Com base na experiência obtida pelo Centro Internacional de Melhoramento de Milho e 
Trigo para o desenvolvimento da segunda geração de linhagens indutoras adaptadas à 
ambientes tropicais e sub-tropicais (CIM2GTAILs), Chaikam et al. (2018) sugeriram o seguinte: 
a) escolha de indutores com melhor desempenho agronômico para o local alvo e TIH maior ou 
igual a 6%; 
b) selecionar vários genitores não-indutores de grupos heteróticos distintos para fazer 
cruzamentos com a(s) linhagem(s) indutora(s), pois os genitores não-indutores podem ter um 
efeito pronunciado na TIH das progênies derivadas deste(s) cruzamento(s); 
c) os genitores não indutores devem apresentar elevado vigor da planta, pendões grandes, 
resistência às doenças chaves na agroecologia alvo e maior produtividade de grãos; 
d) indutores haplóides adaptados com elevada TIH e bom desempenho agronômico podem ser 
desenvolvidos a partir das estratégias de melhoramento a partir da geração F2 ou BC1F1, 
resultante do retrocruzamento da geração F1 com o genitor não-indutor adaptado. Se o genitor 
indutor apresentar fraca adaptação ao ambiente alvo, recomendamos a utilização da estratégia 
BC1F1. Se o objetivo é identificar segregantes transgressivos para alta HIR, recomendamos a 
utilização da estratégia F2. Em qualquer destas estratégias, a seleção assistida por marcadores 
para qhir1 pode ser implementado em uma geração inicial, como em plantas F2 ou plantas 
BC1F1, com seleção de espigas apenas de plantas qhir1+; 
e) a partir das plantas qhir1+, múltiplas famílias podem ser desenvolvidas enquanto se seleciona 
excelente expressão do marcador R1-nj e desempenho agronômico. Na geração F3 ou BC1F2, 
uma amostra de igual número de famílias qhir1 + (10 a 15 famílias) de cruzamentos envolvendo 
diferentes genitores não indutores pode ser testada com um testador carregando uma 
característica recessiva, como exemplo gene liguleless, para avaliar HIR. Cruzamentos 
envolvendo os pais não indutores que apresentaram maior média de HIR nas famílias qhir1+ 
podem ser escolhidos para avanço, selecionando a expressão do marcador R1-nj e o 
desempenho agronômico; 
f) Nas gerações F5 ou BC1F4, a maioria das famílias com fraco desempenho agronomicamente 
são eliminadas e as famílias selecionadas podem ser fixadas para expressão do marcador R1-
nj. Assim, a seleção para TIH pode ser iniciada nessas gerações através do cruzamento de testes 
das famílias com testadores recessivos. Estes autores relatam que, menos de 20% das famílias 
qhir1+ apresentaram TIH semelhante ou superior aos indutores parentais. Portanto, sugerem 
testar em pelo menos 50 famílias envolvendo um progenitor não indutor para identificar cerca de 
10 famílias com TIH semelhante ou superior às linhas indutoras parentais; 
g) Como o TIH nas famílias segregadas pode diminuir ou aumentar com o aumento da 
endogamia, recomenda-se testar o TIH durante pelo menos três estações/ambientes para avaliar 
a estabilidade. Entre as 10 linhagens com maior TIH, podem-se selecionar algumas linhagens 
que combinam TIH suficientemente alto e desempenho agronômico. Uma vez identificadas as 
linhagens indutoras finais, combinações híbridas podem ser formadas usando linhas de grupos 
heteróticos opostos, que podem ser avaliadas posteriormente juntamente com as linhagens 
indutoras parentais para avaliar seu vigor híbrido e TIH, em comparação com os respectivos 
genitores. 

Uma vez obtidos e identificados os indivíduos haploides, o processo de duplicação 
cromossômica é necessário para restaurar a fertilidade dos indivíduos haploides, permitindo a 
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obtenção de sementes DH’s. Este processo pode ocorrer de forma espontânea ou incrementado 
via utilização de métodos artificiais de duplicação cromossômica (Chaikam et al., 2012). A taxa 
de duplicação cromossômica espontânea na inflorescência masculina de milho varia de 2,8% a 
46%, enquanto na inflorescência feminina varia de 25% a 94% (Chaikam et al., 2019). Para a 
exploração em escala comercial da duplicação cromossômica espontânea no milho é 
conveniente uma taxa mínima de 8% a 10%, para eliminar a necessidade de tratamento com 
colchicina ou outros agentes antimitoticos (Maqbool et al., 2020).  

Na maioria dos casos, faz-se necessária a utilização da duplicação cromossômica 
artificial que é realizada por meio do tratamento dos haploides com substâncias antimitóticas. 
Diferentes fatores, como a base genética do germoplasma, a natureza e o tipo de agente 
antimitotico, concentração e duração do tratamento, podem afetar a eficiência da duplicação 
cromossômica artificial (Soriano et al., 2007).  

A colchicina (C22H25N) é uma substância amplamente utilizada na produção de 
linhagens DHs em milho (Chaikam et al., 2012; Melchinguer et al., 2016). Ela atua na β-tubulina, 
e inibe a formação de dímeros de tubulina evitando assim a formação de microtúbulos. A falta 
de microtúbulos durante a mitose impede a separação dos cromossomos duplicados, resultando 
em células com o dobro de cromossomos (Chaikam et al., 2019). 

No trabalho realizado por Melchinguer et al. (2016) foram propostos indicadores para 
sucesso na produção de linhagens e da duplicação cromossômica em haploides de milho, sendo 
estes: taxa de sobrevivência (número de plantas sobreviventes até o florescimento dividido pelo 
número de plântulas tratadas com agentes antimitóticos); taxa de reprodução (número de 
espigas D0 dividido pelo número de plantas sobreviventes até o florescimento) e taxa de sucesso 
geral (número de espigas D0 produzidas dividido pelo número de plântulas tratadas). Estes 
autores salientam que um dos elementos que dificultavam a comparação dos diferentes métodos 
de duplicação cromossômica é a falta de padronização nas medidas de sucesso da duplicação 
cromossômica e da produção de linhagens DH’s. 

Diferentes métodos são empregados na duplicação cromossômica utilizando soluções de 
colchicina com diferentes concentrações e tempo de exposição, dentre elas: imersão de 
sementes (Ren et al., 2018); imersão de plântulas recém germinadas (Gayen et al., 1994), 
injeção direta no tecido meristemático basal (Eder e Chalyk, 2002) e submersão de raízes 
(Chaikam et al., 2020), sendo este último método um dos mais empregados. 

A metodologia de duplicação cromossômica apresentada por Chaikam et al. (2020) 
envolve a imersão de raízes nuas de plantas em estágio fenológico V2 em uma solução de 
colchicina. Neste método, as sementes haploides putativas (SHP) são semeadas em substrato 
a base de cinza vulcânica até atingirem o estádio V2. Posteriormente, as plantas são 
cuidadosamente retiradas do substrato e as raízes passam por um processo de lavagem em 
água corrente de torneira. Já com as raízes nuas, as plantas são agrupadas em conjuntos de 
120 a 130 mudas e inseridas em recipientes com a capacidade volumétrica de 2 litros. 
Posteriormente, adiciona-se a solução de colchicina (0,07% a 0,1% de colchicina e 0,5% de 
dimetilsulfóxido (DMSO)) no recipiente até que a coroa da planta esteja coberta, 2 a 3 cm acima 
do nível da coroa das plântulas, que são mantidas na solução por 5 horas. Posteriormente, a 
solução de colchicina é descartada de maneira segura, as raízes das plantas são lavadas em 
abundância utilizando água corrente e são transplantadas diretamente em vasos ou a campo. O 
trabalho de Chaikam et al. (2020) revelou que este método foi mais eficiente na obtenção de 
DH’s em relação ao método de imersão de plântulas, alcançando uma taxa de sucesso geral 
médio de 36%, aproximadamente. 

Ainda que muito utilizada em diferentes protocolos de duplicação cromossômica, a 
colchicina é uma substância extremamente tóxica e cara, necessitando de muitos cuidados ao 
ser manuseada e descartada (Chaikam et al., 2012), sendo uma substância altamente 
cancerígena (Melchinguer et al., 2016). Diferentes alternativas ao uso da colchicina para a 
duplicação cromossômica em milho foram apresentadas na literatura e envolvem o emprego de: 
oxido nitroso (N2O) (Kato et al., 2002); cafeína e paclitaxel (Arshad et al., 2023); herbicidas 
antimitóticos (Melchinguer et al., 2016) e estresses físicos, envolvendo temperatura, altas 
pressões, correntes elétricas (Häntzschel et al., 2010). 

O uso do oxido nitroso (N2O) na forma gasosa foi uma das primeiras alternativas avaliadas 
para a duplicação cromossomica de haploides em milho (Kato et al., 2002). Contudo, a aplicação 
de óxido nitroso na planta adulta não é viável em larga escala (Melchinguer et al., 2016). 
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A utilização de estresses físicos (temperatura, altas pressões, correntes elétricas) foram 

utilizados para bloquear a mitose nas raízes de milho, mas não obtiveram sucesso (Häntzschel 
et al., 2010). 

Em estudos recentes, Arshad et al. (2023) revelam os efeitos potenciais da cafeína e 
paclitaxel no aumento da fertilidade de plantulas haploides de milho, mas sem evidências de seu 
real potencial na produção de linhagens DH’s. 

A literatura apresenta resultados promissores para o emprego de herbicidas 
antimicrotúbulos com a capacidade de duplicar cromossomos, dentre estes: a trifluralina (Kato, 
1997), orizalina (Bartels & Hilton, 1973), pendimetalina (Zhou al., 2009), Amiprofós-metil (APM) 
(Wan et al., 1991) e o pronamide (Bartels & Hilton, 1973). Contudo, estes trabalhos não 
demonstram a capacidade destas substâncias em restaurar a fertilidade de indivíduos haploides, 
para a produção de linhagens em milho. 

Posteriormente Melchinguer et al. (2016) estudou a eficiência de uma solução contendo 
APM (20 mg L−1) e pronamide (4 mg L−1), empregando o método de submersão de raízes por 8 
horas. Como resultado foi observada uma taxa de sucesso geral (16,1%) que não difere em 
relação ao tratamento com colchicina (22,1%). Contudo, ainda que a solução herbicida apresente 
taxas de sucesso geral satisfatórias, a mortalidade resultante da alta concentração dos 
herbicidas foi um ponto negativo da utilização das diluições e tempo de exposição apresentados, 
resultando em uma taxa de sobrevivência de 46,5%. Estes resultados indicam a necessidade de 
estudos envolvendo a utilização destes herbicidas, para atingir um método mais ajustado e que 
se aproxime à eficácia da colchicina na duplicação cromossômica de haploides em milho.  

Normalmente, as plântulas originadas das sementes haploides e que passaram pelo 
tratamento de duplicação cromossômica têm baixo vigor e são muito suscetíveis a estresses 
(Mahuku et al., 2012), pois o processo de duplicação cromossômica pode não ter ocorrido em 
todas as células da planta, sendo observado um elevado nível de quimerismo. A exposição aos 
tratamentos de duplicação cromossômica aumenta a mortalidade de plântulas, e os haploides, 
tratados com substância antimitoticas, precisam de um manejo cuidadoso para que possam 
completar seu ciclo (Chaikam et al., 2019). Desta forma, o cultivo de plântulas haploides tratadas 
para duplicação cromossômica deve ser realizado em condições ambientais ideais para o 
desenvolvimento da cultura do milho, com água suficiente para evitar o déficit hídrico. Além disto, 
todos os manejos relacionados a proteção de plantas, controle de plantas daninhas, insetos 
pragas e doenças, devem ser realizados cuidadosamente para minimizar a perda do estande de 
plantas haploides tratadas e obter um maior número de sementes por planta DH (Maqbool et al., 
2020).  

As plantas DHs na geração inicial (DH0) possuem a produção de pólen como fator 
limitante para a obtenção de sementes. Os pendões apresentam diferentes padrões de fertilidade 
de acordo com o sucesso na duplicação, tendo-se pendões estéreis, com apenas uma 
ramificação fértil ou normais. As plantas DH0 necessitam de acompanhamento diário e 
autofecundações repetidas para assegurar o sucesso na produção de sementes, que é atingido 
quando a planta produz pólen viável com uma espiga receptiva produzindo ao menos uma 
semente DH. 

Com base no exposto anteriormente, para o avanço e sucesso do uso da tecnologia de 
DHs em ambientes tropicais é fundamental o melhoramento de genótipos indutores de haploidia 
adaptados à ambientes tropicais e que apresentem elevada THI e genes marcadores de 
sementes, raiz e plantas que auxiliem na correta identificação de indivíduos haploides. 
Acompanhado a melhoramento de indutores adaptados, é necessário elaborar e avaliar 
ferramentas auxiliares para o tratamento das plântulas de milho haploides com agentes 
antimitóticos alternativos à colchicina, visando aumentar a eficiência e a segurança do processo 
de duplicação cromossômica em milho, com maior segurança dos trabalhadores envolvidos. O 
ajuste dos tempos de exposição e concentrações de substâncias antimitóticas alternativas ao 
uso de colchicina, também serão fundamentais para aumentar a eficácia da obtenção de DHs. 
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3. Metodologia 

 

3.1. Desenvolvimento de Indutores de haploidia tropicalizados 

 

No ano de 2024, a empresa Tropical Melhoramento e Genética (TMG) solicitou junto ao 
Maize Genetics Cooperation Stock Center, a partir das informações contidas no Maize Genetics 
and Genomic DATABASE (MaizeGDB), United States Department of Agriculture (USDA), a 
licença de uso das seguintes linhagens indutoras de haploidia de milho de origem temperada:  
a) linhagem M741B - originada da linhagem Stock 6 e possui os seguintes genes marcadores 
fenotípicos que auxiliam na identificação de haploides: A1, A2, B1, C1, C2, Pl1 e R1-r;  
b) linhagem M741H - originada da linhagem Stock 6, com os seguintes genes marcadores: A1, 
A2, B1, C1, C2, Pl1 e R1-nj;  
c) linhagem M741J - desenvolvida por Ming-Tang Chang, a partir do cruzamento de plantas de 
milho de endosperma amarelo, com folhas e colmo verdes, com a linhagem M741H Stock 6. As 
progênies obtidas deste cruzamento foram autofecundadas e passaram por 11 ciclos de seleção, 
visando o melhoramento da TIH e para características fenotípicas marcadoras expressas pelos 
genes R1-nj, B1 e Pl1, que auxiliam na identificação de haplóides. Este indutor apresenta taxa 
de indução média de 6% a 8%; coleópltilo e raízes de plântulas roxas; cor roxa da planta; embrião 
e coroa da semente púrpuros; pendão roxo; palha da espiga roxas e estiloestigma vermelhos.  

A TMG recebeu 20 sementes da linhagem M741J e, durante a 1ª safra 2024/25, foi 
realizado o primeiro esforço de multiplicação destas sementes, sendo obtida apenas 1 planta à 
campo na TMG-Rondonópolis e 10 plantas na TMG-Cambé, que serão colhidas até fim de março 
de 2025. 

Entre março e abril de 2025, as sementes obtidas da linhagem M741J serão semeadas 
em um maior número de vasos possível. Os vasos serão alocados em uma casa de vegetação 
da TMG em Cambé, com a finalidade inicial de multiplicação das sementes e como fonte de 
pólen para a polinização de dez genótipos adaptados à ambiente tropical. Na fase inicial do 
desenvolvimento das plântulas será realizada a genotipagem das plantas das linhagens 
introduzidas, visando a confirmação da presença dos genes e QTLs associados à indução à 
haploidia e treinamento para uso dos marcadores na SAM. 

Os dez genótipos tropicais serão constituídos por: a) oito linhagens de endosperma 
amarelo e pertencentes à diferentes grupos heteróticos do Programa de Melhoramento Genético 
de Milho da TMG, originadas de populações que sofreram elevada TIH e boa marcação de 
sementes; b) uma amostra de linhagens da população indutora PI4003 tropicalizada, mantida 
pelo Laboratório de Melhoramento Genético da UEL (LMG/UEL); c) a linhagem CML269, 
desenvolvida pelo CIMMYT e mantida pelo LMG/UEL, por ter se destacado com fonte para a 
obtenção de indutores tropicais e possuir endosperma branco. As oito linhagens da TMG/UEL e 
a CML269 não são indutoras e não possuem os genes marcadores para expressão de 
antocianina nas sementes ou raízes. As linhagens obtidas por autofecundação do indutor 
tropicalizado PI4003 possuem o gene R1-nj e TIH variando de 1% a 3%, mas não possuem os 
genes para marcação roxa da raiz. 

A semeadura dos genótipos tropicais em vasos, em uma casa de vegetação da TMG em 
Cambé, será escalonada em 15, 10 e 5 dias antes da semeadura das linhagens de origem 
temperada. Este escalonamento visa promover a coincidência da floração com a linhagem 
indutora M741J, que fornecerá pólen para obtenção da geração F1 destes cruzamentos. Em 
cada dia de semeadura serão semeados 20 vasos por genótipo adaptado, empregando duas 
sementes por vaso, dando um total de 600 vasos contendo genótipos adaptados. Após a 
germinação será feito o raleio deixando uma planta por vaso, objetivando obter 20 plantas por 
período por genótipo adaptado. No florescimento deverão ser realizado o máximo de 
cruzamentos possível por combinação, visando obter de 10 a 15 espigas F1’s bem marcadas 
por combinação, que serão colhidas e debulhadas em bulk. 

Durante a safra em 2025/26, na Fazenda Escola da UEL (FAZESC), as sementes F1´s 
de cada combinação deverão ser semeadas a campo, em blocos de 6 fileiras de 4m por 
combinação, empregando duas sementes por cova, procurando manter uma planta por cova, 
após o raleio. Na época do florescimento deverão ser realizadas cerda de 80 autofecundações 
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por combinação. Durante o desenvolvimento das plantas F1 e demais gerações será dada 
especial atenção para selecionar e autofecundar plantas superiores quanto ao acamamento e 
quebramento, vigor da planta, tamanho do pendão, resistência a doenças e sincronia na floração 
com germoplasma tropical. As espigas F2 de cada combinação serão colhidas separadamente, 
sendo selecionadas pelo menos 50 espigas melhores/combinação, descartando as sementes F2 
de cada espiga que não apresentarem pigmentação roxa no endosperma e no embrião ou que 
estiverem mal marcadas. 

Com base na marcação das sementes das espigas F2, sanidade de espigas, 
desempenho agronômico dos F1´s a campo e nos grupos heteróticos, serão selecionadas quatro 
combinações para continuarem o melhoramento visando a obtenção de novos indutores 
tropicalizados.  

Na 2ª Safra 2026, entre fevereiro e março de 2026, na casa de vegetação da TMG serão 
semeadas 2400 sementes de cada uma das quatro combinações, empregando amostras 
formadas por cerca de 40 sementes/espiga F2, alocadas em 12 bandejas de 200 células 
contendo substrato. Após a germinação, serão eliminadas as plântulas que não apresentarem 
raízes roxas. Com isto, espera-se obter cerca de 1000 plântulas com raízes roxas de cada 
combinação, que passarão por genotipagem pelo Laboratório da TMG-Cambé, para identificar e 
selecionar cerda de 190 indivíduos homozigotos para o gene mtl e descartar os genótipos que 
não são portadores do alelo zmdmp. As plântulas F2 selecionadas serão transplantadas para 
vasos em estufas, visando a obtenção de espigas F3. Dentre estas 190 plantas F2 de cada 
combinação, espera-se obter cerca de 60 espigas F3 que não segregem para o gene R1-nj e 
serão selecionadas para seguir no melhoramento. 

A amostragem dos tecidos vegetais para extração de DNA e procedimentos para 
obtenção das marcas moleculares serão segundo apresentado por Khammona et al. (2024) e os 
protocolos adotados pelo Laboratório da TMG-Cambé. 

Na safra em 2026/27, na casa de vegetação do LMG/UEL serão semeadas seis bandejas 
de 200 células para cada combinação, empregando uma amostra de 20 sementes/progênies F3 
selecionada, visando identificar cerca de 20 progênies/combinação sem plântulas segregando 
para o gene Pl1, ou seja, 100% das plântulas com raízes roxas. A partir destes resultados serão 
selecionadas as progênies F3 que serão semeadas na FAZESC, nesta mesma safra. Cada 
progênie será semeada em duas fileiras de fileiras de 4,00m, sendo autofecundadas apenas as 
plantas com melhor desempenho agronômico e características desejáveis para um genótipo 
indutor, procurando se obter cerca de 10 espigas F4/progênie. As espigas F4 obtidas serão 
selecionadas quanto à marcação das sementes pelo gene R1-nj, produtividade e sanidade de 
grãos, levando em consideração o acamamento e quebramento, vigor da planta, tamanho do 
pendão, resistência a doenças foliares e sincronia na floração com germoplasma tropical. 

Antes do início da 2ª safra 2027, amostras das 10 sementes de cada uma das espigas 
individualizadas das progênies F4 selecionadas de cada combinação serão semeadas em 
bandejas plásticas em casa de vegetação na TMG-Cambé, para extração de DNA e fazer a SAM 
visando a identificação de progênies homozigotos para os genes mtl e zmdmp. 

Ainda na 2ª safra 2027, as progênies selecionadas na SAM serão conduzidas para 
avanço de gerações por meio da autofecundação à campo na TMG-Sorriso e na FAZESC, em 
duas fileiras de 4m, visando obter a geração F5 com quantidade de sementes para avaliação 
experimentos de desempenho agronômico per se e cruzamentos testes para determinar a TIH. 

Na safra de 2027/28, na TMG Sorriso e LMG/UEL e FAZESC/UEL, as linhagens F5 serão 
avaliadas em experimentos per se, em blocos completamente casualizados com 3 repetições. 
As parcelas serão constituídas por fileiras duplas de 4 m, no espaçamento 0,80 x 0,20 m. Neste 
mesmo período e locais será realizado o avanço da geração F5 para F6 em fileiras duplas de 4 
m, para posterior seleção das melhores linhagens F6 com base nos experimentos de F5. 

Durante o avanço das gerações de autofecundação serão contabilizadas e 
categorizadas as espigas de cada progênie quanto: a) grãos normais com formação adequada 
de endosperma e embrião; b) presença de grãos abortados pelo endosperma; c) grãos abortados 
pelo embrião. Será contado o número de grãos normais em cada espiga; a contagem incluirá até 
mesmo sementes infectadas por podridões de espigas ou gorgulhos com embrião e endosperma 
adequados. 

Durante a condução dos experimentos de campo serão avaliadas as seguintes 
características agronômicas: a) dias para o florescimento feminino; b) dias para o início da 
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emissão de pólen dos pendões; c) dias para o término da emissão de pólen dos pendões; d) 
tamanho da haste principal do pendão (THP, em cm); e) tamanho do pendão (TP, nota 1 - 
representa pendão muito grande com muitos ramos e nota 5 - pendão muito pequenas com 
poucos ramos); f) número de ramificações do pendão (NRP); f) altura da planta (AP, em cm); g) 
altura da espiga (AE, em cm); h) estande de plantas (ST); i) número de plantas acamadas (AC); 
j) número de plantas quebradas (QUE); k) produtividade de grãos corrigidos para estande (PGC, 
em t ha-1) e 13,5% de umidade; l) avaliar resistência à doenças utilizadas e escala de severidade 
proposta pelo Guia de Sanidade Agroceres. 

Concomitantemente, na safra em 2027/28 e na FAZESC/UEL, as progênies F5 serão 
cruzadas com genótipos de milho superdoce, que apresentam primeira bainha foliar verde, 
visando avaliar TIH das progênies, precocemente na fase de sementes e de plântulas em 
bandejas. Para isto, serão semeados blocos do genótipo de milho superdoce 5 e 10 dias antes 
das progênies candidatas a indutores, respectivamente. Cada progênie F5 candidata a indutora 
fornecerão pólen para cinco plantas, visando obter pelo menos 200 sementes por cruzamento 
teste.  

A TIH será estimada como base na frequência de haploides sementes por cruzamento 
de indução, conforme segue: TIH (%) = 100(número de sementes haploides putativas/conjunto 
de sementes com marcação pelo gene R1-nj). Cerca de 10 supostas sementes haploides por 
genótipo em cada família de indutores serão amostradas para posterior confirmação haploide 
verdadeira por meio da coloração das raízes e da primeira bainha foliar. Somente, as progênies 
com as melhores TIH serão utilizadas para avanço de gerações. 

Nas gerações futuras, as linhagens candidatas deverão ser avaliadas quanto a TIH em 
cruzamentos com diferentes populações doadoras e pelos seus respectivos desempenhos, per 
se e em cruzamentos híbridos, em diferentes ambientes. 

As análises de variâncias individuais serão realizadas com base nos totais de tratamentos 
segundo o modelo de blocos casualizados a seguir: Yij = m + Bj + Gi + eij, onde: m = média geral 
do experimento; Bj = efeito aleatório do j-ésimo bloco (j = 1, 2, .... , J); Gi = efeito fixo do i-ésimo 
genótipo (i = 1, 2, .... , I); eij = erro aleatório da observação do i-ésimo genótipo no j-ésimo bloco. 
Após constatada a existência de homogeneidade das variâncias dos erros entre os diferentes 
experimentos, por meio do teste de F, as análises de variâncias conjuntas dos experimentos 
serão realizadas com base nos totais de tratamentos segundo o modelo a seguir: Yijk = m + Gi + 
Ak + (GA)ik + (B/A)jk + eijk, onde: m = média geral dos experimentos; Gi = efeito fixo do i-ésimo 
genótipo (i = 1, 2, .... , I); Ak = efeito aleatória do k-ésimo ambiente (k = 1, 2, .... , K); (GA)iK = 
efeito aleatório da interação do i-ésimo genótipo com o k-ésimo ambiente; (B/A)jk = efeito 
aleatório do j-ésimo bloco dentro do k-ésimo ambiente; eijk = erro aleatório da observação do i-
ésimo genótipo no j-ésimo bloco. 

As médias dos genótipos dentro de cada época de semeadura serão agrupas pelo teste 
de Scott & Knott, em nível de 5% de probabilidade. 
 

3.2. Otimização de métodos alternativos de duplicação cromossômica 

 
Neste estudo será utilizado como indutor de haploidia maternal o híbrido resultante do 

cruzamento das linhagens CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P2, desenvolvidas pelo CIMMYT. 
Como populações doadoras serão utilizadas oito populações de milho branco (PB01, PB10, 
PB15, PB20, PB25, PB30, PB35, PB40), desenvolvidos pelo Instituto de Desenvolvimento Rural 
do Paraná (IDR-PR), e oito populações de milho superdoce (PD2004, PD2005, PD2006, 
SD3001, SD3002, SD3003, SD3005 e SD3006), desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento 
Genético do LMG/UEL. 

Durante a safra 2023/2024, as 16 populações doadoras foram polinizadas pelo genótipo 
indutor, por meio de polinizações manuais na FAZESC, com o objetivo de obter cerca de 60 
espigas induzidas/população e produzir sementes haploides putativas (SHP) em quantidades 
suficientes para os estudos pretendidos. Cada população doadora foi semeada em blocos de 4 
fileiras de 16 m de comprimento, no espaçamento de 0,80 x 0,20 m. O indutor foi semeado em 
dois blocos de 17 fileiras de 10 m de comprimento, no mesmo espaçamento citado anteriormente. 
Estes dois blocos do indutor foram semeados, respectivamente, 5 e 10 dias após a semeadura 
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das populações doadoras, visando sincronizar o florescimento. A condução agronômica deste 
campo de polinização foi realizada seguindo as recomendações técnicas para a cultura do milho. 

As sementes obtidas pelos cruzamento de indução serão classificadas de acordo com a 
marcação conferida pelo gene R1-nj, pela presença ou ausência da marcação de antocianina 
nas sementes, em três categorias: a) diploides (sementes com a pigmentação púrpura no 
endosperma e no embrião; b) haploides putativos (sementes com pigmentação púrpura somente 
no endosperma, mantendo o embrião sem antocianina); c) diploides resultantes de contaminação 
ou da inibição da expressão do gene R1-nj (sementes sem qualquer marcação). 

As TIH do indutor em cada população serão estimadas como descrito anteriormente.  
 

3.2.1. Avaliação do método de imersão de raízes empregando diferentes tempos de 
exposição às concentrações específicas de agentes antimitóticos em amostras de 16 
populações de milho 

 
Amostras de 400 SHP’s obtidas de cada uma das 16 populações doadoras serão 

embebidas em água de torneira, separadamente, por seis horas para homogeneizar a 
germinação. Posteriormente, será realizada a semeadura das SHP´s para germinação em duas 
bandejas plásticas de 200 células contendo substrato turfa Sphagnum, em casa de vegetação 
do LMG/UEL.  

Entre 9 e 10 dias após a semeadura, as plântulas no estágio V2 terão suas raízes lavadas 
em água para remoção completa do substrato das raízes, para depois serem depositadas em 
bandejas plásticas contendo duas folhas de papel germitest umedecido com água filtrada, uma 
folha no fundo da bandeja e outra sobre as plântulas lavadas de cada população doadora 
individualizada, visando reduzir o estresse. 

De cada uma das 16 populações doadoras serão amostradas oito plântulas haploides, 
para a formação de maços de 100 plântulas, que serão agrupadas e alinhadas no nível da 
semente e presos por uma fita de papel alumínio e elástico. Serão preparados 24 maços de 
amostras de plântulas para receberem 24 tratamentos, resultantes da combinação de quatro 
tipos de soluções e diferentes tempos de exposição (Tabela 1). 

Cada maço de 100 plântulas será acondicionado em um becker de 1 litro, para receber a 
solução específica e permanecer no escuro e em temperatura de 17 oC dentro da BOD, pelo 
período determinado para cada tratamento. As seguintes soluções serão utilizadas na imersão 
das raízes (IR) para a duplicação cromossômica: a) IR-COL = solução contendo 0,07% de 
colchicina e 0,5% de DMSO; b) IR-PRO = solução de 10 mg L-1 de pronamide, 0,1% de Tween-
20 e 0,1% de DMSO; c) IR-APM+PRO = solução de 4,56 mg L-1 de APM, 3 mg L-1 de pronamide, 
0,1% de Tween-20 e 0,5% de DMSO; d) IR-CN = controle negativo com apenas água. Em cada 
becker será adicionada solução suficiente para atingir o nível de 2 a 3 cm acima da região da 
coroa das plântulas. Os tratamentos seguirão a estrutura básica do método proposto por 
Chaikam et al. (2020), que envolve a imersão de raízes em solução de colchicina, mas com as 
devidas modificações. Assim, o IR-COL será utilizado como tratamento controle positivo para 
efeito de comparação com os demais tratamentos antimitóticos alternativos e a água como 
controle negativo, buscando identificar as taxas de duplicação espontânea. 

 
Tabela 1. Tratamentos de duplicação cromossômica (T01 a T24) por imersão de raízes (IR) 
constituídos pela combinação de quatro soluções (COL=colchicina; PRO = pronamide; 
APM+PRO = Amiprofós-metil e pronamide; CN = controle negativo utilizando apenas água) e 
diferentes tempos de exposição. 

Soluções para duplicação Tempos de exposição (horas) 

 5 6 7 8 9 10 12 14 16 

IR-COL T01 T02 T03 T04 T05 T06 T07 --- --- 

IR-PRO  T08 T09 T10 T11 T12 T13 T14 --- --- 

IR-APM+PRO T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21 T22 T23 

IR-CN --- --- --- --- --- --- T24 --- --- 
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Após cada tempo de exposição aos tratamentos, os maços de plântulas serão retirados 

dos beckers e as raízes serão lavadas abundantemente por 30 minutos em água corrente, a fim 
de eliminar resíduos das soluções. A seguir, as plântulas de cada maço serão divididas em quatro 
amostras e transplantadas seguindo o delineamento em blocos completamente casualizados, 
com quatro repetições, constituídas por parcelas de 24 plântulas em oito vasos, sendo 
inicialmente alocados três plântulas por vaso. Serão utilizados vasos de 12 L ,contendo a mistura 
de terra, areia e adubo orgânico nas proporções de 3:1:1, respectivamente. Na quarta semana 
após o transplantio será feito o desbaste e o roguing para eliminação dos possíveis diplóides, 
deixando no máximo duas plantas/vaso até a fase final do experimento. 

O manejo do experimento envolverá o uso de irrigação por gotejamento e fertirrigação, 
com a finalidade de reduzir estresses e oferecer as melhores condições para o desenvolvimento 
das plantas DHs. 

Todo resíduo das soluções utilizadas como tratamentos de duplicação cromossômica, 
serão coletados separadamente e acondicionados em galões plásticos para realização do 
descarte adequado, por empresa especializada. 

Este experimento será avaliado quanto aos números de: a) sementes haploides putativas 
empregadas; b) sementes germinadas; c) plântulas submetidas a tratamento; d) plântulas 
transplantadas; e) plântulas sobreviventes na 1ª ,2ª ,3ª e 4ª semanas após o transplantio; f) 
plantas D0 sobreviventes até a fase de polinização; g) plantas macho estéreis; h) plantas D0 
polinizadas; i) D0 que produziram sementes D1.  

A partir destes dados serão estimadas as seguintes taxas de: a) sobrevivência na 1ª, 2ª,3ª 
e 4ª semanas (TS1ªS, TS2ªS, TS3ªS e TS4ªS) = número de plantas sobreviventes após o 
transplantio/número de plantas submetidas ao tratamento e transplantadas; b) sobrevivência 
(TS) = número de plantas sobreviventes até a polinização/(número de plantas submetidas ao 
tratamento e transplantadas plantas - número de plantas eliminadas no raleio e roguing); c) 
autofecundação (TA) = plantas autofecundadas/plantas sobreviventes até a polinização; d) 
eficiência de autofecundação (EA) = número de plantas D0 que produziram semente/número de 
plantas autofecundadas; c) macho estéril (ME) = plantas com pendão estéril/plantas 
sobreviventes até a autofecundação; e) reprodução (TR) = número de plantas D0 que produziram 
sementes/número de plantas D0 sobreviventes até a polinização; f) sucesso geral (TSG) = 
número de plantas D0 que produziram sementes/(número de plantas submetidas ao tratamento 
e transplantadas plantas - número de plantas eliminadas no raleio e roguing). 

Em todos os experimentos, as taxas de germinação de sementes, desbaste de plantas 
nos vasos, plantas falso haploides e sobrevivência de plântulas antes do tratamento de 
duplicação cromossômica não entrarão no cálculo das taxas de sucesso da duplicação 
cromossômica, uma vez que essas perdas não são resultantes da utilização do tratamento de 
duplicação dos haploides. As plantas que apresentaram espigas segregantes também não serão 
utilizadas na estimação das taxas, sendo consideradas falso haploides.  

Para análise da quantidade de sementes oriundas de plantas férteis D0, as espigas D1 
obtidas serão categorizadas em espigas com: a) menos de cinco sementes; b) cinco a 25 
sementes; c) 26 a 50 sementes; d) 51 a 100 sementes; e) mais de 100 sementes. A proporção 
de espigas D1 em cada tratamento será obtida pela divisão do número de espigas nessa 
categoria pelo número total de espigas. 

A análise de variância das taxas relacionadas ao sucesso da duplicação cromossômica 
e obtenção de DH’s será realizada empregando o seguinte modelo: Yij = m + Bj + Ti + eijk, onde: 
m = média geral do experimento; Bj = efeito aleatório do j-ésimo bloco (j = 1, 2, ...., J); Ti = efeito 
fixo do i-ésimo tratamento de duplicação cromossômica (i = 1, 2, ...., I); eijk = erro aleatório. 

Uma vez verificado efeito significativo de tratamentos, será realizado o desdobramento 
da análise de tratamentos dentro de cada solução de duplicação, para proceder a análise de 
regressão dentro de cada solução de duplicação cromossômica, visando obter as equações e 
curvas relativas aos tratamentos e tempos de exposição (Tabela 2). 
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Tabela 2. Esquema da análise de variância e de regressões relativas aos tempos (T) de 
exposição de raízes imersas (IR) em diferentes soluções (COL=colchicina; PRO = pronamide; 
APM+PRO = Amiprofós-metil e pronamide). 

FV GL SQ QM F 

Bloco 3 SQB QMB QMB/QMe 
Tratamento 23 SQTrat QMTrat QMTrat/QMe 
    Soluções 3 SQS QMS QMS/QMe 
    Tempos/IR-COL 6 SQT/COL QMT/COL QMT/COL/QMe 
        Regressão linear 1 SQReg.Linear 1 QMReg.Linear 1 QMReg.Linear 1/QMe 
        Regressão quadrática 1 SQReg.Quadr 1 QMReg.Quadr 1 QMReg.Quadr 1/QMe 
        Regressão cúbica 1 SQReg.Cúbica 1 QMReg.Cúbica 1 QMReg.Cúbica 1/QMe 
        Desvios de regressão 3 SQDesvio.Reg 1 QMDesvio.Reg 1 QMDesvio.Reg 1/QMe 
    Tempos/IR-PRO 6 SQT/PRO QMT/PRO QMT/PRO/QMe 
        Regressão linear 1 SQReg.Linear 2 QMReg.Linear 2 QMReg.Linear 2/QMe 
        Regressão quadrática 1 SQReg.Quadr 2 QMReg.Quadr 2 QMReg.Quadr 2/QMe 
        Regressão cúbica 1 SQReg.Cúbica 2 QMReg.Cúbica 2 QMReg.Cúbica 2/QMe 
        Desvios de regressão 3 SQDesvio.Reg 2 QMDesvio.Reg 2 QMDesvio.Reg 2/QMe 
    Tempos/IR-APM+PRO 8 SQT/APM+PRO QMT/APM+PRO QMT/APM+PRO/QMe 
        Regressão linear 1 SQReg.Linear 3 QMReg.Linear 3 QMReg.Linear 3/QMe 
        Regressão quadrática 1 SQReg.Quadr 3 QMReg.Quadr 3 QMReg.Quadr 3/QMe 
        Regressão cúbica 1 SQReg.Cúbica 3 QMReg.Cúbica 3 QMReg.Cúbica 3/QMe 
        Desvios de regressão 5 SQDesvio.Reg 3 QMDesvio.Reg 3 QMDesvio.Reg 3/QMe 
Erro 69 SQe QMe  

 
As médias dos tratamentos de duplicação cromossômica serão agrupadas pelo método 

de Scott e Knott a 5% de probabilidade. 
Com base nos resultados obtidos será determinado o tempo ideal de exposição à cada 

tipo de solução antimitótica. 
 

3.2.2. Confirmação do tempo ideal de exposição (TIE) à cada tipo solução antimitótica em 
amostras de oito populações de milho superdoce em casa de vegetação e a campo 

 
Com base nos resultados obtidos no experimento anterior será identificado um tempo de 

exposição (TE) mais promissores para cada tipo de solução antimitótica. Assim, para 
confirmação do tempo ideal de exposição para cada solução serão empregados o TE; TE menos 
uma hora; TE mais uma hora (Tabela 3). 
 
Tabela 3. Tratamentos de duplicação cromossômica (T01 a T10) por imersão de raízes (IR) 
constituídos pela combinação de diferentes soluções (COL=colchicina; PRO = pronamide; 
APM+PRO = Amiprofós-metil e pronamide) e três tempos de exposição (TE) e o controle negativo 
(CN). 

Soluções para duplicação Tempos de exposição (horas) 

 TE -1h TE TE +1h 

IR-COL T01 T02 T03 

IR-PRO  T04 T05 T06 

IR-APM+PRO T07 T08 T09 

IR-CN  T10 (igual ao maior TE empregado) 

 
Amostras de 600 SHP’s obtidas de cada uma das oito populações doadoras de milho 

superdoce serão embebidas em água de torneira, separadamente, por seis horas para 
homogeneizar a germinação. Posteriormente, será realizada a semeadura das SHP´s para 
germinação em três bandejas plásticas de 200 células contendo substrato turfa Sphagnum, em 
casa de vegetação LMG/UEL.  

Entre 9 e 10 dias após a semeadura, as plântulas no estágio V2 terão suas raízes lavadas 
em água para remoção completa do substrato das raízes, para depois serem depositadas em 
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bandejas plásticas contendo duas folhas de papel germitest umedecido com água filtrada, uma 
folha no fundo da bandeja e outra sobre as plântulas lavadas de cada população doadora 
individualizada, visando reduzir o estresse. 

De cada uma das oito populações doadoras serão amostradas 32 plântulas 
haploides/população/tratamento, que serão divididas em dois para formação de dois maços de 
128 plântulas, que serão agrupadas e alinhadas no nível da semente e presos por uma fita de 
papel alumínio e elástico. Serão preparados 20 maços de amostras de plântulas para receberem 
10 tratamentos, dois maços para cada tratamento, resultantes da combinação de quatro tipos de 
soluções e três tempos de exposição (Tabela 3). 

No processo de tratamento dos maços serão adotadas as mesmas concentrações de 
soluções e procedimentos citados no experimento anterior, sendo efetivado o transplantio para 
o local definitivo de desenvolvimento, logo após a lavam das raízes por 30 minutos em água 
corrente, para remoção dos resíduos dos tratamentos. 

Nesta fase do projeto, os tratamentos serão realizados em um experimento em casa de 
vegetação do LMG/UEL e outro em condições de campo na FAZESC, empregando em cada 
experimento o delineamento em blocos completos causualizados, com 5 repetições.  

No experimento a ser instalado em casa de vegetação será empregado parcelas de 40 
plântulas em 20 vasos, sendo inicialmente alocados de duas a três plântulas por vaso, visando 
atingir o estande final desejado de duas plantas por vaso. Serão utilizados vasos de 12 L 
contendo a mistura de terra, areia e adubo orgânico nas proporções de 3:1:1, respectivamente. 
Após na quarta semana do transplantio será feito o desbaste e o roguing para eliminação dos 
possíveis diplóides, deixando no máximo duas plantas/vaso até a fase final do experimento. 

No experimento de campo as parcelas serão constituídas de 40 plântulas transplantadas 
de cada tratamento, alocadas em fileiras de 8,00 m de comprimento, no espaçamento de 
0,80x0,20m.  

Em ambos os experimentos serão adotadas as práticas agronômicas recomendadas para 
a cultura do milho e irrigação para redução do estresse. 

As mesmas avaliações de contagens e estimativas de taxa de sucesso adotadas no 
experimento anterior serão empregadas nestes experimentos, sendo a análise de variância em 
blocos completamente casualizados e seu modelo matemático apresentado anteriormente, 
sendo realizado a seguir o teste de agrupamento de médias de Scott & Knott. 

Dependendo dos resultados obtidos neste experimento, poderão ser conduzidos 
experimentos nas casas de vegetação da TMG-Cambé ou de Rondonópolis, para a validação 
do(s) melhor(es) agente(s) antimitótico(s) e sua(s) respectiva(s) concentrações e tempo(s) 
ideal(is) de exposição para duplicação cromossômica de haplóides, obtidos de diferentes 
populações doadoras de milho comum da TMG (Tabela 4). 

 
Tabela 4. Tratamentos de duplicação cromossômica (T01 a T03) por imersão de raízes (IR) 
empregando a soluções de pronamide (PRO) e Amiprofós-metil e pronamide (APM+PRO) no 
tempo de exposição considerado ideal (TEI) e o controle negativo (CN). 

Soluções para duplicação TEI 

IR-PRO  T01 

IR-APM+PRO T02 

IR-CN T03 

 
3.2.3. Elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para duplicação cromossômica  

 
Nos métodos de duplicação cromossômica são utilizadas substâncias antimitóticas com 

elevada toxicidade (Colchicina, Amiprofós-metil e Pronamide), que necessitam de cuidados 
especiais para a sua manipulação, manuseio e descarte. Além disto, em um único dia são 
tradados milhares de indivíduos haploides com soluções antimitóticas, o que exigem o 
desenvolvimento de processos e ferramentas para agilizar os trabalhos de duplicação 
cromossômica e manter segurança no trabalho. 

No método de duplicação por imersão de raízes utilizado atualmente, as plântulas obtidas 
das SHP têm as suas raízes lavadas para remoção completa do substrato. A seguir, estas 
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plântulas com as raízes nuas são alinhadas verticalmente em uma bancada sobre uma fita de 
papel alumínio e enroladas cuidadosamente, para formação de maços contendo 100 a 120 
plântulas, que são presos por um elástico e etiqueta de identificação da população doadora. Os 
maços formados são acondicionados em recipientes contendo solução antimitóticas. 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. 

Este método de duplicação cromossômica, apesar de ser eficiente para obtenção de DHs, 
apresenta as seguintes necessidades de aprimoramento: 
a) O processo de formação dos maços com fitas de papel alumínio é lento e trabalhoso, 
demandando muito treino e padronização da equipe, além de requerer o preparo de uma série 
de fitas de papel alumínio, que depois necessitarão de descarte adequado. Neste sentido, é 
importante desenvolver suportes portáteis permanentes e inertes, que consigam padronizar o 
alinhamento das plântulas no nível da região da coroa e agilizem o processo de manutenção das 
plântulas agrupadas e alinhadas, com menor risco de mistura de genótipos.  
b) O manuseio dos maços de plântulas em rolos de papel alumínio é feito pelo contato manual 
da pessoa que está fazendo o tratamento. O desenvolvimento de suportes permanentes 
contendo alças permite o manuseio sem o contato direto com as plântulas antes e depois do 
tratamento. Isto reduz os riscos de quebrar plântulas e o da contaminação por contato manual 
de quem está realizando o tratamento. 
c) O recipiente contendo a solução antimitótica é vertido manualmente e galões de descarte. O 
desenvolvimento de recipientes com sistema de ejeção mecânica da solução é ponto importante 
para evitar possível contaminação do operador. 
d) A colocação dos maços de plântulas em recipientes com água corrente e sua respectiva 
lavagem é acompanhada pelo manuseio do operador, que precisa trocar água das bandejas e 
movimentar os maços no recipiente, o que pode aumentar os riscos no trabalho. O 
desenvolvimento de recipientes que sejam capazes de ajustar os suportes permanentes de 
tratamentos das plântulas, recebam diretamente a solução para tratamento de duplicação 
cromossômica, tenham mecanismo para esgotar a solução para tanques de descarte, 
contenham um sistema de entrada e saída de água que permitam um fluxo de água corrente, 
tudo isto sem precisar movimentar estes suportes contendo as plântulas tratadas, representa um 
importante avanço para acelerar o trabalho, reduzir riscos operacionais e a necessidade de mão-
de-obra. 

As ferramentas e protótipos desenvolvidos para aprimorar deste método de duplicação 
cromossômica serão testados no LMG/UEL, TMG de Cambé e de Rondonópolis, durante a 
obtenção de DHs em diferentes populações de milho. Durante o processo de obtenção dos DHs 
em casa de vegetação, serão adotados conjuntamente o processo tradicional e a inovação 
(ferramentas e protótipos) em um mesmo conjunto de populações doadoras, sendo avaliadas as 
taxas de sucesso de duplicação, economia de tempo, pessoal, recursos e aumento da segurança 
no trabalho. 

À medida que as ferramentas facilitadoras forem desenvolvidas e apresentarem bons 
resultados, elas serão utilizados em substituição ao processo tradicional que emprega maços de 
plantas, enrolados e presos por papel alumínio. 

 

4. Metas a serem alcançadas 

 

As metas estabelecidas para este projeto são: 
a) multiplicação das sementes dos indutores temperados introduzidos; 
b) obtenção da geração F1 do cruzamento do indutor M741J e 10 genótipos adaptados; 
c) obtenção espigas F2 separadas por combinação, com boa produção de sementes e marcação 
pelo gene R1-nj geração F2, por meio da autofecundação da geração F1 à campo; 
d) com base na THI do F1, nível de marcação pelo R1-nj em espigas F1 e F2 e desempenho 
agronômico de F2, selecionar quatro combinações de genótipos adaptados cruzados com o 
indutor induzido, para seguir o melhoramento do indutor;  
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e) selecionar e Individualizar as espigas F2 bem-marcadas de cada combinação e eliminar 
sementes sem marcação; 
f) semear amostras de sementes F2 de cada uma das quatro combinações, separadamente, 
para identificar cerca de 180 plântulas de raiz roxa, homozigóticas para marcadores mtl e 
portadoras de zmdmp/combinação, que serão transplantadas em para vasos e autofecundadas 
para obter a geração F3;  
g) semear amostras das progênies F3 em bandejas para identificar cerca de 10 a 20 
progênies/combinação, cujas plântulas não segregarem para o gene Pl1. As progênies 
selecionadas serão semeadas a campo para avanço de geração, por meio da autofecundação, 
visando obter pelo menos 10 espigas F4/progênie para selecionar quanto a produtividade e 
marcação pelo R1-nj;  
h) semear em bandejas amostras de 10 sementes de cada uma das progênies F4 selecionadas, 
para extração de DNA para SAM, quando serão genotipadas cerca de 200 
linhagens/combinação, visando selecionar as espigas das progênies com sementes 
homozigóticas para os marcadorres mlt, zmdmp.  
i) as linhagens selecionadas por SAM seguirão para o avanço e obtenção da geração F5. 
j) selecionar as linhagens da geração F5 obtidas e realizar o avanço para a geração F6. 
Concomitantemente, será realizado cruzamentos teste destas linhagens F5 com população de 
doadora de milho superdoce com primeira bainha foliar verde e experimentos para avaliação do 
desempenho per se das linhagens; 
k) selecionar cerca de 5 a 10 linhagens que tenham THI acima de 8%, plântulas com raiz roxa, 
para futuros estudos envolvendo combinações híbridas, desempenho agronômico per se e THI 
com diferentes populações doadoras da TMG; 
l) identificar intervalos de tempos ideais de exposição à diferentes agentes antimitóticos, 
empregando o método de imersão de raízes para duplicação cromossômica, em amostras de 16 
populações de milho (superdoce e branco), por meio de um experimento em casa de vegetação; 
m) a partir a identificação dos intervalos de tempo ideal de exposição, estabelecer um 
experimento à campo e outro em casa de vegetação para confirmação do melhor tempo de 
exposição para melhor balanço entre taxas de sobrevivência, de reprodução e sucesso geral na 
produção de DHs, que sejam mais eficientes para obtenção de linhagens DHs e competitivos em 
relação ao uso de colchicina. 
n) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para duplicação cromossômica; 
o) contribuir na formação de estudantes de graduação e pós-graduação para atuarem em 
pesquisas envolvendo melhoramento de plantas e estudos de genética em milho; 
p) divulgar os resultados obtidos em eventos, tais como congressos, simpósios, meios 
eletrônicos e revistas científicas. 
 

 
5. Indicadores de acompanhamento 

 
Como indicadores para o acompanhamento da realização das metas tem-se: 

a) multiplicação das sementes dos três indutores temperados introduzidos; 
b) bulk da F1 do cruzamento do indutor M741J e 10 genótipos adaptados; 
c) obtenção de 40 a 50 espigas F2/combinação com as melhores produções de sementes e 
marcação pelo gene R1-nj geração F2; 
d) seleção quatro combinações de genótipos adaptados cruzados com o indutor induzido, para 
seguir o melhoramento do indutor;  
e) genotipagem de cerca de 1000 plântulas amostras de sementes F2 de cada uma das quatro 
combinações e seleção de plântulas de raiz roxa, homozigóticas para marcadores mtl e 
portadoras de zmdmp por combinação, que serão transplantadas em para vasos e 
autofecundadas para obter a geração F3.  
f) identificação de cerca de dez F3 por combinação, cujas plântulas não segregarem para o gene 
Pl1 para avanço de geração, visando obter pelo menos 10 espigas F4/progênie para selecionar 
quanto a produtividade e marcação pelo R1-nj.  
g) genotipagem de progênies F4 selecionadas, visando selecionar as espigas das progênies com 
sementes homozigóticas para os marcadorres mlt, zmdmp.  
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h) avanço e obtenção a geração F5 via autofecundação, a partir das linhagens F4 selecionadas 
por SAM. 
i) cruzamento teste destas linhagens F5 com população de doadora de milho superdoce com 
primeira bainha foliar verde; 
j) o avanço para a geração F6 via autofecundação; 
k) experimentos para avaliação do desempenho per se das linhagens. 
l) instalação, avaliação e análise dos dados de um experimento para identificação de intervalos 
tempos ideais de exposição à diferentes agentes antimitóticos, empregando o método de 
imersão de raízes para duplicação cromossômica, em amostras de 16 populações de milho 
(superdoce e branco); 
m) Instalação, avaliação e análise dos dados de um experimento para confirmação do melhor 
tempo de exposição para melhor balanço entre taxas de sobrevivência, de reprodução e sucesso 
geral na produção de DHs, que sejam mais eficientes para obtenção de linhagens DHs e 
competitivos em relação ao uso de colchicina; 
o) apresentação de protótipos de ferramentas para auxiliar no processo de duplicação 
cromossômica. 
 
6. Local (is) de realização / Órgão(s) envolvido(s):  

Laboratório de Melhoramento Genético/Departamento de Biologia Geral/CCB/UEL 

Fazenda Escola da UEL 

Estações experimentais da TMG. 

 

7. Cronograma de Atividades: Listar as principais etapas/atividades do trabalho a serem 
executadas durante a duração do projeto. 

Ano 1: 

 Meses 

Atividade 2025 2026 

 M A M J J A S O N D J F 

Prepara as sementes de linhagens indutores 
temperadas introduzidas e linhagens 
adaptadas à ambientes tropicais 

X            

Multiplicação das sementes dos indutores 
temperados introduzidos 

X X X X X X       

Obtenção da geração F1 do cruzamento do 
indutor M741J e 10 genótipos adaptados 

X X X X X X       

Obtenção espigas F2 separada por 
combinação por meio da autofecundação da 
geração F1 à campo 

      X X X X X X 

Selecionar quatro combinações de genótipos 
adaptados cruzados com o indutor induzido, 
para seguir o melhoramento do indutor 

          X X 

Instalação, condução, avaliação e análise do 
experimento de identificar intervalos tempos 
ideais de exposição à diferentes agentes 
antimitóticos 

X X X X X X X X X X X X 

Elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para 
duplicação cromossômica 

X X X X X X X X X X X X 

Análise de dados e preparo de publicações       X X X X X X 

Revisão da literatura X X X X X X X X X X X X 
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Ano 2: 

 Meses 

Atividade 2026 2027 

 M A M J J A S O N D J F 

Semear na TMG amostras de sementes F2 de 
cada uma das quatro combinações em 
bandejas e realizar a genotipagem das 
plântulas, visando selecionar cerca de 180 
plântulas de raiz roxa homozigóticas para 
marcadores mtl e portadoras de zmdmp por 
combinação.  

X X           

Transplantar em casas de vegetação da TMG 
as plântulas F2 selecionadas na SMA para 
vasos em casa de vegetação, que serão 
autofecundadas para obter a geração F3 

X X X X X        

Semear na casa de vegetação da LMG/UEL, 
amostras das progênies F3 em bandejas para 
identificar cerca de 10 a 20 
progênies/combinação, cujas plântulas não 
segregarem para o gene Pl1.  

     X X      

As progênies F3 selecionadas serão semeadas 
a campo da FAZESC/UEL para avanço e 
obtenção das progênies F4 

      X X X X X X 

Na casa de vegetação na TMG-Cambé, emear 
em bandejas amostras de 10 sementes de 
cada uma das progênies F4 selecionadas, para 
extração de DNA e realização da SAM, visando 
selecionar as espigas das progênies com 
sementes homozigóticas para os marcadorres 
mlt, zmdmp; 

          X X 

Análise de dados e preparo de publicações X X X X X X X X X X X X 

Instalação, condução, avaliação e análise do 
experimento de identificar intervalos tempos 
ideais de exposição à diferentes agentes 
antimitóticos 

X X X X X X X X X X X X 

Revisão da literatura X X X X X X X X X X X X 
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Ano 3: 

 Meses 

Atividade 2027 2028 

 M A M J J A S O N D J F 

Semear em bandejas amostras de 10 
sementes de cada uma das progênies F4 
selecionadas, para extração de DNA e 
realização da SAM, visando selecionar as 
espigas das progênies com sementes 
homozigóticas para os marcadores mlt, 
zmdmp; 

X            

Em campo na TMG-Sorriso e na FAZESC, as 
linhagens selecionadas por SAM seguirão para 
o avanço e obtenção a geração F5. 

X X X X X        

Avanço para de F5 parava geração F6 e 
multiplicação de sementes 

      X X X X X X 

Cruzamento teste destas linhagens F5 com 
população de doadora de milho superdoce com 
primeira bainha foliar verde 

      X X X X X X 

Experimentos para avaliação do desempenho 
per se das linhagens 

      X X X X X X 

Selecionar cerca de 5 a 10 linhagens que 
tenham THI acima de 8%, plântulas com raiz 
roxa, para futuros estudos envolvendo 
combinações híbridas, desempenho 
agronômico per se 

           X 

Análise de dados e preparo de publicações X X X X X X X X X X X X 

Revisão da literatura X X X X X X X X X X X X 

 

8. Resultados esperados (até ½ página): Listar os resultados e os benefícios esperados 
(considerando os aspectos social, econômico, ambiental e científico) com a execução do 
projeto. 

 

O presente projeto dará início a um programa de melhoramento de linhagens indutoras 
de haploidia em milho adaptadas para ambientes tropicais e subtropicais, com diferentes genes 
marcadores utilizados na identificação de indivíduos haploides na fase de sementes, plântulas e 
plantas adultas. O desenvolvimento de linhagens indutoras tropicalizadas próprias, sem a 
necessidade de contratos de licenciamento de elevado custo e que não permitem o 
melhoramento, permitirá um continuo aprimoramento das linhagens para diferentes 
características como taxa de indução à haploidia, produtividade de sementes, eficiência de 
marcação de haploides, maior coincidência de florescimento com as populações doadoras 
tropicais, resistência à doenças e a identificação de combinações híbridas de indutores para uso 
em lotes isolados de indução. 

A otimização de métodos de duplicação cromossômica com substâncias alternativas ao 
uso da colchicina é de fundamental importância para a produção de DHs, pois deverá alcançar 
taxas de sucesso de duplicação cromossômica semelhantes ao das soluções com colchicina, 
mas com expressiva redução dos custos de produtos e riscos para a saúde humana e do 
ambiente. 

A elaboração e avaliação de ferramentas auxiliares para duplicação cromossômica 
deverão melhorar a eficiência do trabalho; promover avanços nas taxas de sobrevivência de 
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plântulas; fornecer condições mais favoráveis de permanência das plântulas durante o 
tratamento; facilitar o processo de tratamento e lavagem das plântulas tratadas; reduzir 
possibilidades de contatos com substâncias tóxicas e aumentar a segura dos trabalhos. 

A realização deste projeto deverá contribuir na geração de conhecimentos que facilitarão 
o acesso à tecnologia de produção de linhagens DHs e propiciando treinamento e capacitação 
discente e de técnicos da TMG.  

 
9. Previsão orçamentária anual 
 

A previsão orçamentária anual para a realização do projeto é apresentada a seguir: 
 

Destinação Valores (R$) 

a) Taxa de administração da FAUEL 13.480,00 

b) Bolsas para a pesquisa 86.400,00 

c) Aquisição e manutenção de equipamentos, infraestrutura, reagentes e 
consumíveis utilizados no desenvolvimento das atividades, conforme descrito no 
projeto  

30.000,00 

d) Todo e qualquer serviços de terceiros necessários à execução das atividades 4.920,00 

Total Anual 134.800,00 
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11. Cronograma Financeiro (Projeto TMG-FAUEL) 

1ºAno - Valor Total R$ 134.800,00 

Parcela Data de Vencimento Valor 

01/05 30/março/25 12,5% - R$ 16.850,00 

02/05 30/abril/25 50,0% - R$ 67.400,00 

03/05 30/junho/25 12,5% - R$ 16.850,00 

04/05 30/setembro/25 12,5% - R$ 16.850,00 

05/05 20/dezembro/25 12,5% - R$ 16.850,00    
2ºAno - Valor Total R$ 134.800,00 + INPC Acumulado de março/2025 a 

fevereiro/2026 

Parcela Data de Vencimento Valor 

01/05 30/março/26 Equivalente a 12,5% do valor total 

02/05 30/abril/26 Equivalente a 50,0% do valor total 

03/05 30/junho/26 Equivalente a 12,5% do valor total 

04/05 30/setembro/26 Equivalente a 12,5% do valor total 

05/05 20/dezembro/26 Equivalente a 12,5% do valor total    
3ºAno - Valor 2º Ano + INPC Acumulado de março/2026 a fevereiro/2027 

Parcela Data de Vencimento Valor 

01/05 30/março/27 Equivalente a 12,5% do valor total 

02/05 30/abril/27 Equivalente a 50,0% do valor total 

03/05 30/junho/27 Equivalente a 12,5% do valor total 

04/05 30/setembro/27 Equivalente a 12,5% do valor total 

05/05 20/dezembro/27 Equivalente a 12,5% do valor total 
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