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Quadro para efeitos de mera identificagdo.
Numero/ano: TMG 431/2024
Centro de Custo: P55110
Solicitante: Ricardo Almeida Vieira
Data de Solicitagdo: 21/08/2024
Valor: RS 404.400,00 (Quatrocentos e Quatro Mil, Quatrocentos Reais)
Vigéncia: 36 (trinta e seis) meses

CONTRATO DE PRESTAGAO DE SERVIGOS/ASSESSORIA

TMG TROPICAL MELHORAMENTO E GENETICA S.A., sociedade por acBes de capital fechado, inscrita no
CNPJ/MF sob o0 n2 06.331.414/0001-80, com endereco 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;

FUNDACAO DE APOIO AO DESENVOLVIMENTO DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA, fundagdo
privada inscrita no CNPJ/MF sob o n? 03.061.086/0001-50, estabelecida na Rua Espirito Santo, n2 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.

JOSUE MALDONADO FERREIRA, brasileiro, professor universitario, portador da Cédula de Identidade com
RG n? 18.212.876 SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n2 093.911.528-05, residente e domiciliado a Rua
Sebastido de Castro, n2 185, Pinheiros, CEP: 86.063-230, na cidade de Londrina/PR, doravante denominado
ANUENTE ou INTERVENIENTE.

CONSIDERANDO: (i) a TMG e a CONTRATADA jd acordaram a execugdo dos servigos de pesquisa no
desenvolvimento do projeto de obtengdo e avaliagdo de linhagens duplo-hapldides de milho comum e
superdoce em dialoelos parciais; (ii) os servigos mencionados foram executados de forma satisfatdria pela
CONTRATADA, sob a coordenagdo do ANUENTE; (iii) a CONTRATADA é a instituicdo habilitada e autorizada
a executar servigos de pesquisa utilizando o corpo técnico e a estruturas da Universidade Estadual de
Londrina; (iv) a TMG deseja contratar os servicos da CONTRATADA, sob coordenag¢do do ANUENTE, para
execugcGo do Projeto “OtimizacGo do Processo de Obtengdo de Duplo-Haploides em Milho pelo
Desenvolvimento de ferramentas e Adequagdo do Uso de Substdncias Alternativas a Colchicina”; (v) o
ANUENTE ndo possui objecdo a execuglo dos servigos nos termos deste instrumento; (vi) a TMG e a
CONTRATADA tém o desejo de estabelecer nova relagéio nos termos deste instrumento.

Pelo presente instrumento particular, a TMG e a CONTRATADA, com a anuéncia do INTERVENIENTE,
denominadas em conjunto como Partes ou isoladamente como Parte, de comum acordo, ajustam entre si o
Contrato de Prestagdo de Servicos/Assessoria, denominado simplesmente “Contrato”, que se regera pelas
clausulas e condigdes seguintes:

CLAUSULA PRIMEIRA — DO OBJETO DO CONTRATO

1. O presente Contrato tem como objeto a execugao dos servigos de pesquisa visando a Otimizag¢do
do Processo de Obtengdo de Duplo-Haploides em Milho pelo Desenvolvimento de ferramentas e
Adequagdo do Uso de Substdncias Alternativas a Colchicina, observando o disposto neste Contrato.

1.1. As atividades devem ser executadas conforme o detalhamento constante no Projeto de Pesquisa
titulado “Otimizagdo do Processo de Obtengdo de Duplo-Haploides em Milho pelo Desenvolvimento de
ferramentas e Adequagédo do Uso de Substdncias Alternativas a Colchicina”, ora denominado simplesmente
“Projeto”, que integra o presente Contrato como Anexo |, obrigando a CONTRATANTE, CONTRATADA e o
INTERVENIENTE as suas disposi¢oes.

1.2. Sem prejuizo as demais atividades estabelecidas entre as Partes, o escopo dos servigos contratados
inclui, sem limitar, as atividades: (i) introduzir e multiplicar sementes de indutores de livre acesso, sem
restricdes para uso em melhoramento, e que possuam diferentes genes marcadores de sementes, raiz e
plantas, Uteis para identificacdo de haploides; (ii) desenvolver novos indutores de haploidia adaptados a
ambientes tropicais, com adequadas taxas de indugdo, com diferentes genes marcadores de identificacdo
de haploides, a partir do cruzamento de um indutor temperado introduzido e linhagens com elevado
desempenho e adaptadas a ambientes tropicais; (iii) promover a adequacdo de métodos de duplicagédo
cromossGmica com emprego de substancias antimitdticas alternativas ao uso de colchicina, empregando
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diferentes tempos de exposi¢do e concentragdes; (iv) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para o
tratamento das plantulas de milho haploides com agentes antimitéticos, visando aumentar a eficiéncia e a
seguranga do processo de duplicagdo cromoss6mica em milho, com maior segurancga dos trabalhos.

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

1.4. A CONTRATADA deve dispor de estrutura minima adequada e necessdria para execugdao dos
servigos, salvo a parte planejada para execugao do projeto na sede da CONTRATANTE, onde caberd a ultima
o fornecimento de estrutura minima.

1.5. Os servigos devem ser executados: (i) no periodo de 36 (trinta e seis) meses, observando o
cronograma constante no Anexo | definido pelas Partes; (ii) por profissional de comprovada capacidade
técnica, observando todas as fases de execugdo; (iii) conforme as orientacGes 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 informag&es, dados, documentos e materiais resultantes
da execugdo deste Contrato devem ser tratados como informagdes sigilosas importantes da TMG e ser
protegidas pela Partes, sendo vedada a CONTRATADA qualquer uso sem a prévia e expressa autorizagdo da
TMG.

CLAUSULA SEGUNDA — DO REGIME JURIDICO

2. As Partes declararam que a vinculagdo juridica estabelecida por este Contrato se restringe as
previsdes contidas na legislacdo civil em vigor, inexistindo qualquer vincula¢do laboral ou qualquer relagédo
de dependéncia 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 n3do respondem de forma solidaria ou subsididria em favor da outra em nenhuma
condi¢do ou circunstancia, sendo ambas absolutamente independentes em suas decisdes, respondendo
cada uma por suas a¢des em todo e qualquer tempo.

CLAUSULA TERCEIRA — DAS OBRIGACOES DA CONTRATADA

3. Sem prejuizo as outras obrigagdes assumidas neste Contrato, a CONTRATADA se obriga a: (i), executar
os servicos contratados de acordo com as normas vigentes, as especificagcdes técnicas estabelecidas neste
Contrato, responsabilizando-se integralmente, quantitativa e qualitativamente, por todas atividades e
materiais pertinentes e necessarias para os servigos contratados, garantindo-os contra eventuais falhas ou
defeitos, de qualquer natureza; (ii) disponibilizar aos seus colaboradores todos os itens, estrutura e
equipamentos necessarios a boa execugdo dos servigos; (iii) reparar, refazer, corrigir, consertar ou substituir,
as suas expensas, os servigos executados em desacordo com os prazos e as entregas previstas no Anexo |
deste Contrato; (iv) dar ciéncia imediata e por escrito, a CONTRATANTE, de qualquer anormalidade que
verificar na execugdo dos servicos; (v) manter o INTERVENIENTE como preposto especialmente designado
para representa-la perante a CONTRATANTE, o qual deverd manter atualizado os meios de contato; (vi)
admitir e dirigir quadro profissional adequado, capacitado e dimensionado, em todos os niveis de trabalho,
para a execugdo dos servigos ora contratados, correndo por sua conta exclusiva responsabilidade todos os
onus, encargos e/ou obrigacdes, de qualquer ordem, incidentes sobre a prestacdo de servigos; (vii) cumprir
e exigir de seu(s) colaborador(es) que vier(em) a ser(em) utilizado(s) na presta¢do de servicos e/ou em
qualquer atividade decorrente deste Contrato, inclusive o ANUENTE e sua equipe, o cumprimento de todas
as disposicOes estabelecidas no presente acordo, normas internas da CONTRATANTE quando estiverem no
interior das instalagdes da TMG; (viii) responsabilizar-se por quaisquer compromissos assumidos pela
CONTRATADA e/ou o ANUENTE com terceiros, ainda que vinculados a execugdo do presente Contrato; (ix)
fornecer, a qualquer momento, todas as informacgdes de interesse para a execugao dos servi¢os, que a
CONTRATANTE julgar necessarias conhecer ou analisar; (x) abster-se de transferir a terceiros, a qualquer
titulo, os materiais da TMG; (xi) zelar, prestar informagdes e prover os meios legais e necessarios para isentar
a TMG de qualquer imputac¢do de terceiro e/ou colaborador decorrentes de conduta (ativas e/ou omissivas)
da CONTRATADA e/ou seus colaboradores e/ou do ANUENTE contraria as disposi¢cdes deste Contrato; (xii)
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responsabilizar-se em ressarcir a TMG de qualquer pelas perdas e danos e/ou desembolso, desde que
devidamente comprovados, decorrentes de conduta (ativas e/ou omissivas) imputaveis a CONTRATADA
e/ou seus colaboradores e/ou ao ANUENTE e/ou seus colaboradores; (xiii) entregar a TMG toda e qualquer
informacdo, dados, relatdrios, documentos e materiais resultantes da prestacdo de servigos e/ou
disponibilizados a CONTRATANTE e que sejam caracterizados como entregaveis, excluindo-se informacgées,
documentos, materiais, ferramentas, métodos, entre outros, que ndo sejam relacionados da prestacdo de
servicos ora contratado que sejam de propriedade da CONTRATADA e sejam caracterizados como nao
entregaveis, ainda que eventualmente venham a ser utilizados na prestagdo dos servigos ora contratados.

CLAUSULA QUARTA - DAS OBRIGACOES DA TMG

4. Sem prejuizo as outras obrigacdes assumidas neste Contrato, a TMG se compromete a: (i) fornecer a
CONTRATADA quaisquer informagdes, acessos necessarias para a execugdo deste Contrato, de forma que a
CONTRATADA possa cumprir suas obrigacSes; (ii) efetuar o pagamento a CONTRATADA, observado os
prazos, a forma e as condi¢Ges deste Contrato, e nos outros instrumentos que o integram; (iii) comunicar
imediatamente a CONTRATADA sobre qualquer irregularidade que venha a constatar, tanto na execugdo dos
servicos e/ou decorrentes deles, ou ainda, da cobranca pela CONTRATADA emitida; (iv) notificar a
CONTRATADA, por escrito, toda e qualquer ocorréncia relacionada com a execugdo dos servicos, fixando
juntamente com a CONTRATADA prazo para sua corre¢do observando a celeridade e as necessidades da
CONTRATANTE; (v) sustar, recusar ou mandar refazer, qualquer servigo executado em desacordo com
especificacdes, que afronte qualquer disposicdo deste Contrato e/ou dos instrumentos que o integram ou
previsto na legislagdo vigente, menos no caso de melhores técnicas acordas entre as Partes; (vi) notificar,
por escrito, a CONTRATADA, a suspensdo da prestacdo de servigos e a sustacdo do pagamento, na hipdtese
de inadimplemento que venha acarretar prejuizo 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 a aceitagdo dos servigos.(ix) executar as etapas do projeto que foram atribuidos a TMG.

CLAUSULA QUINTA - DO PRECO E DAS CONDIC@ES DE PAGAMENTO

5. A contraprestacdo aos servicos 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.
PrevisGo orgcamentdria anual” constante no Anexo | deste Contrato, devendo o valor ser atualizado
anualmente no més de Margo de cada ano, a partir de Margo de 2026, conforme a variagdo acumulada do
INPC/IBGE dos ultimos 12 meses.

5.1. As Partes estabelecem que o adimplemento da contraprestacdo anual é condicionado ao
cumprimento e a entrega pela CONTRATADA das atividades contantes no cronograma de atividades
descritos no item “7.”do Anexo |, 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 contraprestacdo disposta no item “5.”, que deve ser adimplida
até 30 de marco de cada ano da presta¢do dos servigos; (ii) a segunda parcela do ano no valor de RS
67.400,00 (sessenta e sete mil, quatrocentos reais) correspondente a 50% do valor anual da
contraprestacdo disposta no item “5.”, que deve ser adimplida até 30 de abril de cada ano da prestagao
dos servigos; (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 contraprestacdo disposta no item “5.”, que deve ser
adimplida até 30 de junho de cada ano da prestagao dos servigos; (iv) a quarta parcela do ano no valor de
RS 16.850,00 (dezesseis mil, oitocentos e cinquenta reais) correspondente a 12,5% do valor anual da
contraprestacdo disposta no item “5.”, que deve ser adimplida até 30 de setembro do ano da prestacdo
dos servicos; (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 contraprestacdo disposta no item “5.”, que deve ser
adimplida até 20 de dezembro do ano da prestagdo dos servigos.

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

5.2. O faturamento e os documentos fiscais de prestacdo de servicos devem ser emitidos pela
CONTRATADA, impreterivelmente, entre os dias 01 a 25 do més, e entregue a TMG em até 02 (dois) dias
apods a sua emissdo 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 6nus a TMG, condicionado
ao recebimento do documento fiscal com a antecedéncia minima de 28 (vinte e oito) dias do pagamento.
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5.3.  No montante previsto nesta Clausula estdo inclusos todos os impostos, taxas, contribuicdes e
encargos incidentes sobre a prestagdo dos servigos contratados, sem qualquer direito de reembolso pela
TMG, salvo aqueles devidamente autorizados pela CONTRATANTE em decorréncia das atividades adicionais
ao estabelecido pelas Partes. Na Nota Fiscal/Fatura, deverdo vir destacados os tributos incidentes,
observando-se sempre a legislagdo tributdria vigente.

5.4. Pelo atraso no pagamento de qualquer valor ora acordado, a TMG arcard com o pagamento de
multa moratdria de 2% (dois por cento), acrescida de juros de 1% (um por cento) ao més ou fragao.

5.5. A CONTRATANTE fica autorizada a promover qualquer retengdo e o recolhimento dos percentuais
legais a titulo de eventuais tributos que venham a incidir sobre os valores a serem adimplidos em
cumprimento a determinagdo estabelecida em legislagdo vigente.

5.6. O adimplemento deve ser realizado através de boleto e/ou depdsito ou transferéncia bancaria em
conta de titularidade da CONTRATADA no Banco Itat (341), Agéncia n2 41130, Conta Corrente n2 124160.
Os documentos da transagao servem como comprovantes de quitagao.

CLAUSULA SEXTA — DA PROPRIEDADE SOBRE OS MATERIAIS FORNECIDOS PELA TMG PARA A PRESTACAO
DE SERVICOS

6. A TMG detém todos os direitos de propriedade, independentemente do titulo, sobre todo e/ou
qualguer material fornecido a CONTRATADA para a execugdo dos servigos, bem como todas as modificagGes,
alteragdes e atualizacGes desenvolvidas e implementadas em razdo deste Contrato, inclusive as
linhagens/hibridos com genealogia derivada dos materiais da TMG.

6.1. A CONTRATADA e o ANUENTE, por si e/ou por suas afiliadas, subsidiarias, 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
legislacdo vigente sobre qualquer material recebido, derivado ou resultante em razdo da execugdo deste
Contrato.

6.2.  Fica convencionado que a CONTRATADA e/ou o ANUENTE poderdo utilizar os materiais fornecidos
pela TMG para fins de pesquisa, entretanto qualquer divulgacdo ou publicacdo podera ser realizada, desde
qgue mediante consentimento prévio e expresso da CONTRATANTE.

6.3.

CLAUSULA SETIMA — DA VIGENCIA, RESCISAO E INADIMPLEMENTO

7. O presente Contrato produzird seus efeitos a partir da sua assinatura, com vigéncia de 36 (trinta e
seis) meses, com inicio a partir de 01 de margo de 2025 e apds a assinatura pelas Partes, podendo ser
estabelecido outro prazo mediante instrumento aditivo ao presente Contrato.

7.1.  As Partes, unilateralmente, poderao denunciar o presente Contrato mediante aviso por escrito com
antecedéncia de 30 (trinta) dias. Da dissolugdo ndo caberdo direitos indenizatdrios, devendo as Partes
cumprirem em suas obrigacOes até o final do prazo referido nesta Clausula, sem prejuizo aos direitos
adquiridos ou por adquirir até o enceramento do Contrato.

7.2. O presente Contrato podera ser rescindindo, independentemente de qualquer notificagdo judicial
ou extrajudicial, nas seguintes hipdteses: (i) decretacdo de faléncia, requerimento de recuperagdo extra ou
judicial, dissolugdo judicial ou liquidagdo extrajudicial (dissolugdo voluntaria) de qualquer das Partes; (ii)
ocorréncia de evento de caso fortuito ou forca maior, assim entendida, inclusive, a edicdo de normas do
Poder Concedente ou de outra autoridade estatal que impossibilite a manutengao do Contrato, em seus
termos originais. Nesta hipotese, poderao as Partes, antes de considerar extinto o Contrato, tentar adequa-
lo; (iii) inexecu¢do e/ou execucdo parcial das atividades contratadas, ou ainda, ndo cumprimento do
Cronograma definido no Anexo |, desde que ndo saneado pela Parte Infratora no prazo de 10 (dez) dias a
contar da infracdo e/ou da notificacdo, a critério da Parte Inocente; (iv) ante a prética ato atentatério ou
conflitante com o Contrato e as atividades da TMG, desde que ndo saneado no prazo de 10 (dez) dias a
contar do recebimento da notificagcdo; (v) inobservancia total ou parcial de qualquer Clausula deste
Contrato ou de legislacdo vigente, desde que ndo sanado pela Parte Infratora no prazo de 10 (dez) dias a
contar da infracdo e/ou da notificacdo, a critério da Parte Inocente.

7.3. Independentemente de encerrado o Contrato, a Parte Infratora responde ainda: (i) por eventuais
6nus suportados pela Parte Inocente e/ou Terceiro, incluindo sem se limitar as despesas judiciais e
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extrajudiciais, honordrios advocaticios, ressarcimento pelos adiantamentos, além de perdas e danos
origindrios ou decorrentes de seus atos, e/ou de seus funcionarios, e/ou seus colaboradores; (ii) multa nio
compensatdria no montante de 50% (cinquenta por cento) do valor adimplido em razdo do Contrato, em
favor da TMG, na hipdtese de descumprimento pela CONTRATADA de qualquer uma das Clausulas ora
pactuadas, desde que ndo sanada no prazo de 10 (dez) dias da notificagdo.

7.4. O término do Contrato, independentemente do motivo, enseja (i) no encerramento de qualquer
atividade das Partes em relagdo ao Contrato, aplicando as aquelas necessarias para o cumprimento das
disposi¢bes deste Contrato; (i) ndo exime as Partes das obriga¢des assumidas anteriores e/ou decorrentes
do término do Contrato; (iii) permanecem vigentes as disposicGes deste Contrato alusivas a rescisao,
confidencialidade, prote¢do de dados, politica anticorrupgdo, de propriedades sobre as informagdes e
resultados, responsabilidades e as obrigacGes estabelecidas no item 1.3 e nos incisos “(vi)” a “(xiii)” do item
“3.” acima.

CLAUSULA OITAVA — DA CONFIDENCIALIDADE

8. A CONTRATADA obriga-se, expressamente, a manter o mais completo sigilo e total confidencialidade
deste Contrato, em relagdo as atividades a serem desenvolvidas e seus resultados decorrentes da prestagdo
de servigos prevista neste Contrato, bem como em relagdo a qualquer informac&o 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, ndo devendo, em qualquer hipdtese, divulga-las ou dar conhecimento
para terceiros de seu conteudo, ainda que parcialmente, tornando-as de algum modo publicas, bem como
ndo deverd utiliza-las para si, responsabilizando-se nos ambitos civil e penal pelo descumprimento do
preceito ora aludido.

8.1. A obrigagdo de sigilo e confidencialidade ora pactuada permanecera em vigor pelo periodo de 07
(sete) anos apds a rescisdo ou o encerramento do Contrato, vinculando qualquer terceiro que, porventura,
tenha contato com as informacgGes fornecidas por elas em razdo deste Contrato, os sécios, prepostos,
empregados, colaboradores, herdeiros e sucessores, das Partes.

8.2. A CONTRATADA obriga-se a cientificar expressamente todos os seus empregados, sobre o carater
sigiloso das informagGes, tomando todas as medidas necessarias para que tais informagdes sejam
divulgadas somente aos funcionarios que necessitam ter acesso para os propdsitos deste Contrato.

8.3. A CONTRATADA obriga-se a ndo copiar, reproduzir, divulgar, publicar, circular informacdo, ou
documento confidencial disponibilizado de uma Parte pela outra sem a devida autorizacdo desta, sendo
desde ja vedada qualquer reproducéo.

8.4. Caso a CONTRATADA se torne legalmente obrigada a revelar qualquer das Informagbes da TMG, a
CONTRATADA deve prontamente notificar TMG sobre tal obrigacdo, de forma a permitir requerer a medida
cautelar ou outro recurso legal apropriado. A CONTRATADA se compromete neste ato a revelar tdo e
somente as informagdes que forem legalmente exigiveis ou, em caso de obtencdo, pela outra Parte, de
medida judicial que obste a divulga¢do, a ndo revelar qualquer das InformagGes Confidenciais abrangida
pela referida medida.

CLAUSULA NONA - DA PROTECAO DE DADOS

9. Todas as atividades de tratamento de Dados Pessoais realizadas pela TMG e pela ARRENDANTE no
exercicio deste Contrato se dardo em estrito cumprimento a Lei 13.709/2018 — Lei Geral de Protecdo de
Dados (“LGPD”) — e demais regula¢des sobre o tema, incluindo as normas internas da TMG, e cada uma das
Partes sera controladora das operagdes de tratamento de Dados Pessoais que realiza, sendo, portanto, tnica
e exclusivamente responsavel pelo cumprimento da legislacdo aplicavel, e por eventuais descumprimentos
e seus desdobramentos, incluindo a responsabilizacdo pelo eventual vazamento de dados, por danos ao
titular, condenacgGes, pagamento de indeniza¢Ges, multas ou quaisquer outras despesas relativas a infragdo.

9.1. “Dados Pessoais” significam quaisquer informagdes relacionadas a uma pessoa natural identificada
ou identificdvel. Uma pessoa natural identificavel é aquela que pode ser identificada, direta ou
indiretamente, por um identificador como nome, nimero de identificagdo, dados de localizacdo,
identificadores on-line ou por um ou mais elementos especificos de sua identidade fisica, fisioldgica,
genética, mental, econ6mica, cultural ou social. Para possibilitar a execugao deste Contrato, é possivel que
cada Parte realize tratamento de Dados Pessoais.
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9.2. Quaisquer dados somente poderdo ser utilizados mediante o fornecimento expresso do
consentimento do seu titular para finalidade especifica, essa autorizagao deve ser fornecida por escrito ou
outro meio que demonstre a inequivoca anuéncia do titular dos dados. Havendo mudanga, total ou parcial,
da finalidade ou repasse de dados, uma nova autorizagdo expressa para esta nova finalidade devera ser
solicitada ao titular dos dados.

9.3. As Partes, nos limites de suas atribui¢des e responsabilidades delimitadas pelo Contrato, deverdo
prestar toda a assisténcia necessaria a outra Parte para resposta a eventuais solicitagdes de titulares em
relagdo a seus Dados Pessoais tratados com fundamento na execugdo deste Contrato, devendo notificar a
outra Parte, imediatamente, caso receba eventual solicitagdo de titulares e/ou autoridades.

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

CLAUSULA DECIMA - DA POLITICA ANTICORRUPCAO

10. As Partes declaram, de forma irrevogavel e irretratdvel, uma a outra, que seus acionistas/sdcios,
conselheiros, administradores, empregados, prestadores de servicos, inclusive, seus subcontratados e
prepostos, conhecem e cumprem integralmente o disposto nas leis, regulamentos e disposicoes normativas
que tratam do combate a corrupgdo e suborno, nacionais ou estrangeiras.

10.1. As Partes garantem, mutuamente, que se absterdo da pratica de qualquer conduta indevida,
irregular ou ilegal e que n3o tomardo qualquer a¢do, uma em nome da outra e/ou que ndo realizardo
qualquer ato que venha a favorecer, de forma direta ou indireta, uma a outra ou qualquer uma das
empresas dos seus respectivos conglomerados econdmicos, contrariando as legislages aplicaveis no Brasil
ou no exterior.

10.2. Na hipdtese de uma Parte ser envolvidas em alguma situacdo ligada a corrupgdo ou suborno, em
decorréncia de agdo praticada pela outra Parte ou seus acionistas/quotistas/sdcios, conselheiros,
administradores, empregados e prestadores de servigos, inclusive, seus subcontratados e prepostos, a
Parte causadora da referida situacdo se compromete a assumir o respectivo 6nus, inclusive quanto a
apresentar os documentos que possam auxiliar a outra Parte em sua defesa.

10.3. Caso a TMG tome ciéncia ou tenha evidéncias suficientes para acreditar que a CONTRATADA ou
seus sdcios, administradores, funciondrios, estagiarios, prepostos e/ou subcontratados, violaram qualquer
dos principios supramencionados, podera, de pleno direito, rescindir o Contrato imediatamente. Em caso
de rescisdo nos termos desta Clausula, a Parte infratora ndo fara jus a qualquer indenizagdo ou pagamento
adicional por conta de tal rescisao.

CLAUSULA DECIMA PRIMEIRA — CONDICOES GERAIS
11. Este Contrato é o Unico instrumento que regula os direitos e obrigacGes das Partes, cancelando e

substituindo qualquer entendimento e/ou negdcio, oral ou escrito, anteriormente ajustado entre as Partes,
com relagdo a matéria objetivada neste Contrato.

11.1. As Partes estabelecem que somente se admite a alteragdo 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 autorizagdo/concordancia expressa e por escrito da outra Parte, mantendo,
em quaisquer circunstancias, as responsabilidades e obrigagdes assumidas no presente Contrato.

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

11.3. Qualquer tolerancia ou concessao da Parte ndo constituira novagao, ou precedente invocavel por
qualquer das Partes visando a modificagdo dos termos do presente.

11.4. A nulidade de qualquer Cldusula deste Contrato ndo ensejara a anulagdo das demais. Nesta
hipdtese, as Partes envidardo esforgos no sentido de buscar a solugdo juridicamente adequada.

11.5. As Partes declaram, para todos os efeitos legais que tomaram conhecimento de todas as condi¢des
ora acertadas, com antecedéncia e com elas concordam.

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

11.7. Os casos omissos neste Contrato serdo resolvidos pelas Partes, observada a boa-fé, a consecugao
dos objetivos deste Contrato e legislagdo aplicavel a espécie.

11.8. As Partes, inclusive suas testemunhas, reconhecem a forma de contratacdo por meios eletronicos,
digitais e informaticos como valida e plenamente eficaz, constituindo titulo executivo extrajudicial para
todos os fins de direito, ainda que seja estabelecida com assinatura eletronica ou certificagdo fora dos
padrdes ICP-BRASIL, conforme disposto pelo art. 10 da Medida Proviséria n2 2.200/2001 em vigor no Brasil.

CLAUSULA DECIMA SEGUNDA - DO FORO

12. Elegem as Partes o foro Judicial da Comarca da Regido Metropolitana de Londrina/PR, em rentncia
a qualquer outro, por mais privilegiado que seja, para dirimir quaisquer duvidas ou controvérsias decorrentes
da interpretacado, aplicagdo 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
gue surtam todos os efeitos legais e de direito.

Cambé/PR, 25 de fevereiro de 2025.

(Assinado eletronicamente)
TMG TROPICAL MELHORAMENTO E GENETICA S.A.
p. Francisco José Soares Neto

Contratante
(Assinado eletronicamente) (Assinado eletronicamente)
FUNDAGAO DE APOIO AO DESENVOLVIMENTO DA JOSUE MALDONADO
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA FERREIRA
p.Emerson Guzzi Zuan Esteves Anuente/Interveniente
Contratada

Testemunhas:

Nome: Anderson Rotter Meda Nome: Fabiana Cristina Vaqueiro longhini

CPF 021.507.049-60 CPF: 980.403.249-04

E-mail: andersonmeda@tmg.agr.br E-mail: fabiana@fauel.org.br
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TITULO DO PROJETO: OTIMIZACAO DO PROCESSO DE OBTENCAO DE DUPLO-
HAPLOIDES EM MILHO PELO DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS E
ADEQUACAO DO USO DE SUBSTANCIAS ALTERNATIVAS A COLCHICINA

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

Resumo (até 1 pagina)

A tecnologia de duplo-haploides (DH) permite obter linhagens completamente homozigoticas em
dois a trés ciclos de cultivo, sendo mais vantajosa que processo tradicional de autofecundagéo,
gue demanda de seis a oito ciclos e ainda nao atinge 100% de homozigose. A obtencao de DHs
envolve as etapas de inducdo a haploidia por meio de cruzamento de linhagens indutoras;
identificac@o dos individuos haploides; duplicacdo cromossdmica para restauracdo da fertilidade;
autofecundacdo das plantas duplicadas e multiplicacdo de sementes. As duas etapas iniciais
demandam a acdo de linhagens indutoras adaptadas ao ambiente de cultivo; com taxas de
inducdo elevadas; florescimento sincronizado com populacbes doadoras tropicais;
homozigoéticas para diferentes genes marcadores fenotipicos, que auxiliem na identificagdo de
haploides. Os programas de melhoramento de milho em ambientes tropicais tém tido dificuldade
de adotar a tecnologia de DHs devido ao: a) alto custo das licencas de uso de linhagens
indutores, com elevada taxa de inducgédo; b) estas licengcas de uso, hormalmente, ndo permitem
gue os indutores sejam empregadas para o0 melhoramento de novos indutores mais adaptados;
c) as linhagens indutoras de acesso livre tem baixa adaptagéo a ambientes tropicais e reduzida
taxa de inducdo; d) caréncia de divulgacdo de estudos relacionados aos procedimentos
eficientes de duplicagdo cromossémica em ambiente tropical. A terceira etapa da obtencdo dos
DHs envolve a duplicagéo cromossdmica de haploides, normalmente, empregando a solugéo de
colchicina, que tem se demonstrado eficiente para a obtencdo de DHs em milho, mas é muito
cara, altamente téxica ao ser humano e meio ambiente, exigindo cuidados extremos no manuseio
e descarte. Assim, é importante identificar substancias alternativas em substituicdo ao uso da
colchicina e desenvolver protocolos que oferecam menores riscos e que apresentem eficacia
semelhante ao da colchicina. Dessa forma, os objetivos deste projeto sdo: a) introduzir e
multiplicar sementes de indutores de livre acesso, sem restricées para uso em melhoramento, e
que possuam diferentes genes marcadores de sementes, raiz e plantas, GUteis para identificacdo
de haploides; b) desenvolver novos indutores de haploidia adaptados a ambientes tropicais, com
adequadas taxas de inducéo, com diferentes genes marcadores de identificacdo de haploides, a
partir do cruzamento de um indutor temperado introduzido e linhagens com elevado desempenho
e adaptadas a ambientes tropicais; ¢) adequacgéo de métodos de duplicagdo cromossémica com
emprego de substancias antimit6ticas alternativas ao uso de colchicina, empregando diferentes
tempos de exposicdo e concentracgles; d) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para o
tratamento das plantulas de milho haploides com agentes antimitéticos, visando aumentar a
eficiéncia e a seguranca do processo de duplicacdo cromossémica em milho, com maior
seguranca dos trabalhos.

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

Objetivos (até Y2 pagina)

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 identificacéo de
haploides;

b) a partir do cruzamento de um indutor de clima temperado introduzido e genoétipos adaptados
a ambientes tropicais, desenvolver novas linhagens de indutores com adequadas taxas de
inducdo a haploidia e adaptacdo a ambientes tropicais, fixados para genes marcadores de
sementes, raiz e plantas, empregados na identificacdo de individuos haploides;
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c) adequacdo de métodos de duplicacdo cromossémica com emprego de substancias
antimitéticas alternativas ao uso de colchicina, empregando diferentes tempos de exposicao e
concentragoes;

d) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para o tratamento das plantulas de milho haploides
com agentes antimitéticos, visando aumentar a eficiéncia e a seguranca do processo de
duplicacdo cromossémica em milho, com maior seguranca dos trabalhos.

1. Identificagdo e caracterizagdo do problema

No método tradicional de obtencao de linhagens sdo necessarios de seis a oito ciclos de
autofecundacéo, para gerar individuos com alto grau de homozigose. Com 0 surgimento da
tecnologia de duplo-haploides (DH), linhagens completamente homozigéticas séo obtidas com
dois a trés ciclos de cultivo, aumentando a velocidade de sintese de linhagens em programas de
melhoramento de milho, visando a obtencao de hibridos. Normalmente, as linhagens DHs de
milho sdo obtidas in vivo, por meio da polinizagdo das geracbes F1 ou F2 de populacdes
doadoras, empregando poélen de linhagens indutoras de haploidia gimnogenéticas, também
chamado de indutor maternal. Os descendentes destes cruzamentos serdo classificados em
diploides e haploides na fase de sementes ou de pléantulas, por meio de genes marcadores
expresso na coloragdo puarpura nas sementes e/ou plantulas e suas raizes. Os individuos
haploides identificados passam por tratamento com algum agente inibidor da formacao das fibras
do fuso para separacdo dos cromossomos duplicados na mitose. Isto resulta na duplicacdo
cromossdmica e restauracdo da fertilidade, permitindo a autofecundagdo e obtencdo 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 producdo de linhagens DHs: a inducdo a haploidia, identificagcdo de
sementes haploides putativas (SHP’s), duplicagdo cromossdmica e a multiplicacdo 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 licencas de
uso de indutores com elevadas taxas de inducao; os indutores de acesso livre apresentam baixas
taxas de inducdo a haploidia; os principais indutores tém origem em clima temperado e ndo séo
adaptados a ambientes tropicais. A falta de indutores adaptados é especialmente sentida em
paises tropicais, onde os esforcos de melhoramento de indutores sdo mais recentes (Prasanna
et al., 2012; Trentin et al., 2020). Além disto, ha a necessidade de estudos que promovam o
aumento da eficiéncia da identificacdo assertiva de haploides e instrumentos que auxiliem e
aumentem a eficiéncia e o sucesso do processo de duplicacdo cromossdmica, com maior
seguranca do trabalho.

Historicamente, o trabalho de Chase (1952) revelou a possibilidade da utilizacdo de
plantas haploides como aceleradores para a obtencéo de linhagens endogamicas em milho, mas
a reduzida ocorréncia de haploidia espontanea inviabilizava a exploragdo DHs em escala
comercial. A partir do trabalho de Coe (1959) foi construida a estratégia de inducao a haploidia
in vivo, por meio do gendtipo indutor conhecido como Stock 6, que possuia uma taxa de indugéo
a haploidia (TIH) igual a 2,3%. A TIH é estimada pela propor¢cdo de sementes com embrides
hapléides detectadas entre o total de sementes colhidas no germoplasma fonte (populacédo
doadora).

Os indutores a haploidia in vivo s@o classificados como androgenéticos (paternal) e
gimnogenéticos (maternal), sendo utilizados nos cruzamentos como fémea e macho,
respectivamente. Os indutores androgenéticos sao resultantes de uma mutacdo no gene igl
(indeterminate gametophyte) (Kermicle et al.,1971; Evans et al., 2007), mas s&o pouco utilizados
devido a sua baixa taxa TIH, com valores entre 1% e 2% (Kermicle, 1994). Além disso, 0s
individuos haploides resultantes do cruzamento com indutores androgenéticos possuem
caracteristicas citoplasmaticas diferentes da populacédo doadora, pois mantem o citoplasma do
gendtipo indutor (Kermicle et al., 1973). Outro fator limitante é que, indutores androgenéticos,
limitam a inducdo a haploidia via lotes isolados, pois atuam como receptores do pélen das
diferentes populac6es doadoras. Os genotipos indutores gimnogenéticos sao os mais utilizados,
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pois atuam como fornecedores de polen para as populacdes doadoras, que produzirdo individuos
haploides com o0s seus respectivos citoplasmas. Além disto, permitem a indugdo 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 explora¢édo 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 condicdes de climas
temperados.

Quando os indutores temperados sao cultivados em ambientes tropicais, eles mantem
suas taxas de inducdo de haploidia, mas apresentam fraca adaptacdo, baixo vigor da planta,
floragdo muito precoce, resultando em néo sincronia com o florescimento de plantas tropicais,
baixa produtividade de sementes e extrema suscetibilidade a doencgas tropicais e podriddo das
espigas. Isto resulta em dificuldades na manutencédo destas linhagens e as torna ineficientes
para obtencao de individuos haploides em grande escala e em lotes isolados (Prigge et al., 2012).
Assim, a importancia de se desenvolver indutores com elevadas TIHs e bem adaptados ao seu
ambiente de uso esta diretamente relacionada com: a) redugdo do numero de cruzamentos
necessarios para obter a quantidade desejada de sementes haploides de cada populacédo
doadora; b) redugcédo dos custos relacionados ao plantio, manejo agronémico, polinizacdes e
colheita de campos de inducgdo; c) redugdo dos custos com processamento das espigas
induzidas e com a identificacdo dos haploides.

Para o desenvolvimento de linhagens indutoras maternais adaptadas a ambiente tropical
e com elevada TIH, Trentin et al. (2020) sugeriu o cruzamento entre linhagens elites adaptadas
a ambientes tropicais e pelo menos uma linhagem indutora de origem temperada, com elevada
TIH e homozigética para os genes R1-nj, PI1, mtl e zmdmp, sendo feita a selecao visando: a)
melhorar a expressao de antocianina nas sementes, raizes de plantulas, palhas da espiga,
colmo, folhas e pendéo, que servem para diferenciagédo de individuos haploides e diploides; b)
desenvolver linhagens e hibridos de indutores com altura adequada e menor acamamento; )
obter plantas com penddes e haste principal grandes, com maior nimero de ramificacdes laterais
e producao de pdlen; d) obter penddes com liberagéo de polen por um nimero maior de dias; €)
aumentar a produtividade de sementes; f) obter linhagens com resisténcia a doencas de plantas
e de espiga.

A maneira mais econémica de separar hapldides de dipldides é a selecdo visual em nivel
de sementes e de plantulas recém germinadas (Vanous et al., 2017; Dermail et al., 2023). Genes
estruturais da biossintese de antocianina, como Al, A2, C2, Bz1, Bz2 e Prl, séo regulados pelas
familias de genes MYB C1 (aleuronal colorido)/PI1 (plantal roxa) e bHLH R1 (corl)/B1 (corl da
planta). Uma vez que cada membro destas familias tem uma expresséo especifica de tecido ou
desenvolvimento, o padréo de pigmentagdo de antocianina de uma planta e grdo de milho
depende da constitui¢do alélica nos locos C1/PI1 e R1/B1. Por exemplo, o gene C1 € responsavel
pelo desenvolvimento de antocianinas na camada de aleurona do grdo de milho, enquanto o
gene PI1 est associado a pigmentacdo de antocianina independente do sol nos tecidos vegetais
e no pericarpo do grao de milho. Da mesma forma, o gene R1 ativa a pigmentacéo da antocianina
dos tecidos vegetais e a camada de aleurona no grdo de milho, mas B1 regula de forma
independente a cor da planta e é expresso no pericarpo do grao de milho (Walker et al., 1995;
Petroni et al., 2014). O marcador de identificacdo de haploide mais comum é a coloragéo roxa
da coroa do endosperma e coledptilos roxos de embrides codificados pelo alelo mutante
dominante R1-nj do gene de cor vermelha R1 (Nanda & Chase, 1966). Os indutores atuais
contém o gene R1-nj para identificar haploides de popula¢des doadores na fase de semente. Na
aleurona, na qual as células possuem uma copia do alelo R1-nj, os pigmentos antocianinicos
Sao expressos e permitem a identificacdo de contaminagdes ou autopolinizacdes sem coloragao.
Dentro da fracdo de grdos com uma coroa de semente roxa (geralmente a maioria em
cruzamentos de inducédo controlados), os haploides sao identificados pela auséncia de coloracao
roxa do embrido (Prigge & Melchinger, 2012).
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A intensidade e a extensdo da pigmentacdo podem variar dependendo da origem
genética do doador e do indutor. Por exemplo, na presenc¢a dos genes de cor B1 e PI1, R1-nj
afeta positivamente a pigmentacao do coledptilo, a cor da raiz e a cor da planta. As mutacdes
em genes que influenciam a biossintese de antocianinas, como C1 (C1-l) e C2 (C2-Idf), afetam
negativamente a expressdo de R1-nj (Paz-Ares et al., 1990; Della Vedova et al., 2005). Neste
sentido, se 0 gene C1-1 estiver presente no doador ou no indutor, a pigmentacéo do coledptilo e
da camada de aleurona dos grdos de milho desaparece, porque o0 gene C1-1 inibe
epistaticamente a funcdo R1-nj na biossintese de antocianina nos gréos de milho. Embora isto
seja um impedimento em cruzamentos de inducédo regulares, a inibicdo de R1-nj por C1-I pode
ser explorada para permitir a identificacdo 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-l, espera-se que o F1 resultante (cruzamento do indutor R1-nj x C1-I) ndo
tenha pigmentacéo antocianina do embrido, a menos que o embrido tenha o genétipo hapléide
materno. Também, para que haja a producdo de antocianina, € necessario que os alelos
dominantes C2 (Whpl), Al e A2 estejam presentes, ndo ocorrendo a sintese antocianina se o0s
genotipos forem homozigotos recessivos para qualquer um desses genes.

O gene PI1 promove a producdo de antocianina nas raizes das plantulas nos primeiros
dias da germinacdo, mesmo sem terem sido expostas a luz, enquanto as plantulas de genétipos
homozigotos recessivos ndo apresentam raizes roxas na auséncia de luz. Assim, o gene PI1
fornece um mecanismo adicional para discriminar hapléides e dipldides, que foram classificados
incorretamente com base na marcacdo das sementes pelo gene R1-nj. Contudo, alguns
genotipos recessivos pll pll também podem apresentar raizes roxas quando expostos a luz,
atrapalhando a correta identificagdo dos haploides. Em conjunto com PI1, os genes B1 e R1-r
promovem a producado de antocianinas em coleoptilos das plantulas, margens e pontas de folhas
e bainhas. As plantas homozigotas dominantes para B1 e PI1 desenvolvem uma pigmentacéo
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 caracteristicas quantitativas (QTLs) com efeitos menores e acumulativos (Barret et
al., 2008; Prigge et al., 2012). Um estudo de QTLs envolvendo quatro populacdes, que tiveram
a linhagem indutora UH400 como genitor comum, identificou oito QTLs relacionados com a TIH.
Dentre estes, ghirl e ghir8 foram os principais QTLs, localizados nos cromossomos 1 e 9,
explicando 66% e 20% da variancia genética, respectivamente (Prigge et al., 2012). A regido
ghirl no compartimento 1.04 desempenha papel fundamentais para a inducéo de haploidia, na
distorcdo da segregagdo gametofitica e no aborto embrionario (Barret et al., 2008; Prigge et al.,
2012; Xu et al.,, 2013). Uma insercdo de 4 pares de bases no ultimo éxon do gene
GRMZM2G471240, que codifica uma fosfolipase especifica do poélen, € necessaria para a
formacao de sementes com embrides hapldides 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 mutacdo do gene MTL/ZmPLA1/NLD em ghirl é responsavel 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 proteina de membrana do dominio
DUF679, é o alelo causador subjacente de ghir8 (Zhong et al, 2019) e promove o aumento 2 a 3
vezes na TIH. E importante notar que tanto MTL/ZmPLAL/NLD quanto ZmDMP atuam
sinergicamente, indicando um potencial de aumento substancial de 5 a 6 vezes no TIH, quando
ambas as mutacdes estdo presentes (Zhong et al., 2019). No entanto, genétipo com apenas a
mutacdo de ZmDMP apresenta uma TIH muito baixa, sendo aproximadamente igual a 0,15%
(Zhong et al., 2019). O efeito sinérgico das mutacdes mtl e zmdmp sugere que as interacdes das
funcdes genéticas apos a polinizagdo contribuem para uma elevada TIH em indutores modernos
(Jacquier et al., 2020). Khammona et al. (2024) apresenta que apenas o ghirl isoladamente ndo
é suficiente para produzir indutores com TIH adequada para exploracdo comercial de linhagens
DHs, indicando que a TIH média dos indutores hapl6ides modernos deve ultrapassar 10%. Além
disso, recentemente outros genes com efeito importante para a inducdo a haploidia foram
descobertos, sendo estes: DUF679 (Zhong et al., 2019); ZmPLD3 (Li et al., 2021); ZmPOD65
(Jiang et al., 2022). Mutacdes do gene ZmPLD3 resultaram em uma taxa de inducado hapléide
(HIR) comparavel a do gene MTL homozigoto recessivo. Esta mutagdo mostrou efeitos
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sinérgicos em vez de redundancia funcional na triplicagdo do HIR na presenca do gene MTL
homozigoto recessivo.

O trabalho de Chaikam et al. (2018) revelou que a extensdo do efeito positivo de ghirl no
TIH é influenciado tanto pelo ndo indutor quanto pelos genitores indutores. Entre 0s genitores
nao indutores tropicais, progénies ghirl+ envolvendo a linhagem CML269 apresentaram maior
média de taxa de inducao, seguido por progénies ghirl+ envolvendo a linhagem CML495. Estes
autores também apresentam que, se houver disponibilidade de mudltiplos indutores, sem
diferengas significativas na taxa de indugdo, seria melhor escolher indutores com melhor
desempenho agronémico e adaptacdo ao ambiente alvo. Assim, o esforco inicial de
tropicalizacdo de indutores de haploidia abre caminho para o melhoramento de indutores com
elevada adaptacdo a ambientes tropicais e taxas de indugéo, sendo Uteis para o melhoramento
e insercdo de novas caracteristicas.

As plantas que sofrem o processo de inducédo a haploidia apresentam diversas anomalias
reprodutivas, como o abortamento de gréos, heterofertilizacdo, plantas com embrides duplos,
caracteristicas que podem ser associadas com o processo de indugcdo gimnogenético, sendo a
taxa de abortamento do endosperma e do embrido maior em plantas que foram polinizadas com
pélen de gendtipos indutores, em relacdo as polinizadas por pélen 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 embrido ocorrem em alta frequéncia nas espigas dos genoétipos
indutores, em relacdo as espigas de genotipos ndo indutores. Dentre estes, 0 aborto embrionario
apresentou diferencas significativas entre os indutores com niveis de TIH diferentes, indicando
que a identificacdo de plantas/progénies com alto nivel de aborto embrionario pode levar a
identificac@o de indutores com alto TIH. Contudo, a frequéncia de aborto de endosperma néo
esteve associada a maiores taxas de inducdo, mas servindo para indicar genétipos que tem ou
ndo a habilidade de produzir haploides. Estes autores ainda mostraram que o aborto do embrido
esta positivamente associado ao TIH mesmo em familias ghirl-. Isto pode ser devido a outros
locos, além do ghirl, que influenciam positivamente a TIH e causam o aborto. Assim, estes
autores indicam o uso da caracteristica aborto do endosperma como um dos critérios Uteis, além
da selecao assistida para ghirl, para eliminar a maioria das plantas, progénies ou linhagens que
podem ter TIH muito baixo ou zero. Apesar das caracteristicas aborto do embrido ou endosperma
ndo serem desejadas pelos programas de melhoramento de milho, pois afetam negativamente a
produtividade de sementes e dificultam a manutencgéo da linhagem, deve-se evitar alta presséo
de selecdo contra estas caracteristicas para ndo levar a selecdo de linhagens com baixo ou
nenhum TIH.

As TIHs das geragbGes avancadas dos candidatos a indutores pode ser inicialmente
realizada com base nas frequéncias de aborto do embrido, mas necessita ser confirmada por
meio do cruzamento dos supostos candidatos a indutores com populacbes doadoras
homozigoticas para alelos recessivos liguleless 2 (Ig2) (Lashermes e Beckert, 1988; Rober et al.,
2005; Prigge et al., 2012a), que condicionam a auséncia de ligulas na folha; resisténcia a
herbicidas (Melchinger et al., 2016) ou pela coloracdo verde da primeira bainha foliar das
plantulas (Sekiya et al, 2020). No entanto, a realizagdo de tais cruzamentos testes e a avaliagéo
dos fendtipos recessivos consomem muito tempo e recursos (Prigge et al., 2012b), limitando o
namero de familias que podem ser avaliadas para taxas de inducao.

Plantas adultas haploides e diploides podem ser diferenciadas com base no vigor, em
nivel de estrutura ereta das folhas e na fertilidade masculina, caracteristicas que fazem parte do
chamado teste “padrdo ouro” (Chaikam et al., 2016). Como a maioria dos indutores
desenvolvidos até o momento sdo linhagens endogamicas, alta heterose é geralmente
observada na progénie diploide originada do cruzamento de uma linhagem indutora com uma
populacdo doadora segregante. A progénie diploide resultante tende a ser mais vigorosa do que
a progénie haploide, tanto para altura da planta com altura da espiga (Wu et al., 2014). As plantas
haploides tém folhas mais estreitas, mais curtas e mais eretas do que as plantas dipldides. As
plantas haploides também tém estématos e células guardas significativamente menores do que
as plantas diploides cruzadas (Molenaar et al., 2020; Sekiya et al, 2020). A haploidizagcdo também
esta associada a esterilidade masculina e, portanto, a presenca ou auséncia de anteras
extrusadas € outro indicador do nivel de ploidia de uma planta. Embora as diferencas 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 rapido possivel, a fim de economizar tempo e recursos durante o
tratamento e transplante de duplicacdo do genoma.

A maioria dos indutores atualmente utilizados sdo linhagens endogamicas, que foram
desenvolvidas por sucessivas gera¢des de autofecundacao, associadas com a continua sele¢ao
fenotipica para a capacidade de indugdo a haploidia, tamanho do pendéo e a intensidade da
expressao dos genes marcadores de antocianina. Apesar das caracteristicas praticas e nao
destrutivas, a eficdcia das expressdes R1-nj pode ser limitada pela presenca de inibidores
dominantes da antocianina C1-1 (Chaikam et al., 2015), antocianinas que ocorrem naturalmente
no germoplasma do doador (Chaikam et al., 2016), propriedades morfofisiolégicas do embrido
(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
classificacdo, dificultando os ganhos de selegdo para TIH e enfatizam a necessidade de
marcadores alternativos para a selecdo haploide. 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 inducao (Almeida et al.
2020). No entanto, a selecdo fenotipica ainda pode ser a abordagem mais econbmica para
selecionar caracteristicas qualitativas como as de marcadores associadas a expressao da cor
roxa nas sementes, plantulas e plantas.

A selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) para ghirl foi aplicada para
melhorar o TIH de indutores hapléides maternos em diferentes germoplasmas de milho. Chaikam
et al. (2018) conseguiram obter linhas indutoras tropicalmente adaptadas de segunda geragéo
(2GTAILs) promissoras com um TIH médio de 13,1%, uma melhoria de 48,9% em relagdo aos
TAILs. Liu et al. (2022) desenvolveram um indutor hapléide (CHOI4) com elevado teor de 6leo,
um marcador fenotipico para auxiliar a selecdo automatizada de haploides, com um TIH médio
de 15,8%, um aumento de 58,0% em relacédo ao genitor que lhe deu origem (CAU2). Apesar
destes dois exemplos de sucesso com o uso de SAM para ghirl, ganhos maiores poderao ser
obtidos empregando a SAM conjuntamente para ghirl e ghir8, como sugerido por Khammona et
al. (2024).

Por meio da implementacdo da SAM simultanea para ghirl (MTL/ZmPLA1/NLD) e ghir8
(ZmDMP), usando o teste de TagMan® na geracao F2, em quatro familias de indutores tropicais
x temperados derivados de BHI306, Khammona et al. (2024) obtiveram aumentos expressivos
da TIH de cada familia de indutores, sendo verificado que os genétipos portadores de ghirl e
ghir8 exibiram frequéncia de haploides cerca de 1 a 3 vezes maior do que aqueles portadores
apenas de ghirl. O marcador para o gene MTL (GRMZM2G471240) foi desenvolvido na inser¢ao
de 4 pb (CGAG) no 4° éxon do gene que levou ao cddon 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 substituicdo de um unico nucleotideo de T para C em 131 pb na sequéncia de
codificagdo que levou a mudanca de aminoacidos de metionina para treonina (Zhong et al.,
2019). O DNA gendmico de alta qualidade (gDNA) foi isolado de folhas de milho aos 14 dias
apos a germinacao usando o DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemanha). A genotipagem dos
marcadores ghirl e ghir8 foi realizada com ensaios TagMan® prontos para encomenda (Thermo
Fisher Scientific, Watham, MA EUA) (Figura 1). No processo de amplificacéo, foram utilizados
20 ng de gDNA. Para a reacdo de PCR, o volume total foi de 5 pl composto por 2 ul de DNA
molde, 1,5 ul de 2X TagMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Watham,
MA EUA), 0,0375 ul de ensaio TagMan e 1,4625 pl de dH20. As condic¢des 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 nucleotideo Unico (SNP).
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FIGURA 1. O esquema do desenho da sonda TagMan® 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 énfase para o
alelo mtl e ghirl na F2 em populagbes grandes e o alelo zmdmp ou ghir8 na geracéo F3 para
plantas portadoras do alelo mtl ou ghirl. Estes autores, verificaram que a SAM simultaneo para
ghirl e ghir8 em populacdes segregantes da geracdo F2 promoveu um aumento de 1 a 3 vezes
na HIR dos gendétipos F3. Eles também verificaram que o gendtipo ghirl-/ghir8+ e o heterozigoto
ghirl/ghir8+ apresentaram TIH menor que os genoétipos com ghirl+. Zhong et al. (2019)
observaram que os genétipos ghirl+/ghir8+ exibiram TIH de 5 a 6 vezes maiores em comparagéo
com qhir1+/qhir8- e que a implementagdo do SAM nas primeiras geragfes mostra-se benéfica,
reduzindo significativamente o nimero de plantas F3 que necessitam de avaliagdo para o TIH
real por meio da indugédo hapléide em populagbes testadoras recessivas. Chen et al. (2020)
também relataram a eficacia do SAM simultaneo para ghirl e ghir8, resultando em um aumento
substancial no TIH em 3 a 14% e na eliminacdo de aproximadamente 90% dos gendtipos com
baixo TIH. Chen et al. (2020) relataram que o TIH das plantas com ghir8 variou apenas de 0,70%
a 1,04%, o que foi significativamente menor do que aquelas que carregavam um alelo ghirl
heterozigoto ou aquelas que carregavam um ghirl homozigoto, com TIHs de 3,77% a 5,27%. e
10,02% a 14,42%, respectivamente.

Quando se busca desenvolver novos indutores adaptados a ambientes tropicais, por meio
do cruzamento de indutores temperados e populagbes doadoras, juntando marcadores
morfol6gicos relacionados a cor de sementes e de raiz, € recomendado: a) 0 emprego de um
conjunto de linhagens endogamicas adaptadas, em vez de apenas uma, pois reduz a chance de
desenvolver indutores com baixa pigmentacdo de R1-nj, devido os genes que dificultam a
expressdo de R1-nj ocorrem com maior frequéncia no germoplasma tropical (Chaikam et al.,
2015); b) descartar as sementes homozigotos recessivos r1-nj rl-nj das espigas da geracao F2,
pois ndo apresentardo pigmentagéo de antocianina; c) selecionar as plantas F2 autofecundadas
e homozigotas para R1-nj, pois ndo apresentardo espigas com graos segregando para presenga
ou auséncia pigmentacao por antocianina; d) selecionar visualmente os individuos portadores do
gene PI1 na geracdo F2 e transplantd-los parar campo ou vaso, pois vao apresentar raiz roxa
mesmo sem a presenga de luz, enquanto os homozigotos recessivos ndo apresentam raizes
com pigmentacado roxa; e) identificar a presenca dos alelos mtl e zmdmp responsaveis por
aumentam da taxa de inducéo, por meio de testes de progénie ou SAM, sendo esta Ultima a
forma mais facil e répida de fazer a identificacdo de individuos com estes alelos recessivos,
permitindo aumentar a intensidade de selecdo e economizar tempo e recursos envolvidos na
fenotipagem para identificagdo de plantas ou familias com taxa de indugdo potencialmente
elevada (Prigge et al., 2012b; Dong et al., 2014). Trentin et al. (2020) compartilham suas
experiéncias de que apenas de 12% a 15% das plantas F2 sdo fixadas para o alelo mtl, pois
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ocorre forte selecdo gamética e zigdtica contra mtl (Prigge et al., 2012b; Xu et al., 2013) e a
autofecundacgéo de gendtipos heterozigotos nestes locos ndo produzirdo a frequéncia esperada
de individuos homozigotos recessivos. Portanto, a fixacdo rapida do alelo mtl é desejavel para
simplificar o processo de selecéo.

Dentre todos os individuos da geracdo F2, resultante de cruzamentos de indutores e
genotipos comuns, cerca de 0,4% serdo homozigoéticos para R1-nj, PI1, mtl e zmdmp (Trentin et
al., 2020). Estes pesquisadores apresentam que uma populacdo extremamente grande de
plantas F2 teria que ser semeada para se ter um nimero razoavel de genotipos fixados nesses
loci. Como o mtl é necessério para a inducao hapléide e o R1-nj pode ser selecionado de forma
barata, a SAM nha geracdo F2 pode ser usado para garantir a fixacdo do alelo mtl e a eliminacéo
de gendtipos homozigotos para os alelos pl1 ou ZmDMP, aumentando a chance de obtenc¢éo de
gendtipos F3 fixos para R1-nj, PI1 e zmdmp. Na geracédo F3, a selecdo fenotipica pode ser usada
para fixar o alelo R1-nj, enquanto a selecdo assistida por marcadores moleculares pode ser
usada para fixar PI1 e zmdmp.

Com base na experiéncia obtida pelo Centro Internacional de Melhoramento de Milho e
Trigo para o desenvolvimento da segunda geracdo de linhagens indutoras adaptadas a
ambientes tropicais e sub-tropicais (CIM2GTAILs), Chaikam et al. (2018) sugeriram o seguinte:
a) escolha de indutores com melhor desempenho agronémico para o local alvo e TIH maior ou
igual a 6%;

b) selecionar varios genitores nao-indutores de grupos heteréticos distintos para fazer
cruzamentos com a(s) linhagem(s) indutora(s), pois 0s genitores nao-indutores podem ter um
efeito pronunciado na TIH das progénies derivadas deste(s) cruzamento(s);

c) os genitores ndo indutores devem apresentar elevado vigor da planta, pendbes grandes,
resisténcia as doencgas chaves na agroecologia alvo e maior produtividade de graos;

d) indutores hapldides adaptados com elevada TIH e bom desempenho agronémico podem ser
desenvolvidos a partir das estratégias de melhoramento a partir da geracdo F2 ou BC1F1,
resultante do retrocruzamento da geracdo F1 com o genitor ndo-indutor adaptado. Se o genitor
indutor apresentar fraca adaptagcédo ao ambiente alvo, recomendamos a utilizagcao da estratégia
BC1F1. Se o objetivo € identificar segregantes transgressivos para alta HIR, recomendamos a
utilizacdo da estratégia F2. Em qualquer destas estratégias, a sele¢do assistida por marcadores
para ghirl pode ser implementado em uma geracéo inicial, como em plantas F2 ou plantas
BC1F1, com selecao de espigas apenas de plantas ghirl+;

e) a partir das plantas ghirl+, maltiplas familias podem ser desenvolvidas enquanto se seleciona
excelente expressdo do marcador R1-nj e desempenho agronémico. Na geracdo F3 ou BC1F2,
uma amostra de igual nimero de familias ghirl + (10 a 15 familias) de cruzamentos envolvendo
diferentes genitores ndo indutores pode ser testada com um testador carregando uma
caracteristica recessiva, como exemplo gene liguleless, para avaliar HIR. Cruzamentos
envolvendo os pais ndo indutores que apresentaram maior média de HIR nas familias ghirl+
podem ser escolhidos para avanco, selecionando a expressdo do marcador R1-nj e o
desempenho agron6émico;

f) Nas geracdes F5 ou BC1F4, a maioria das familias com fraco desempenho agronomicamente
séo eliminadas e as familias selecionadas podem ser fixadas para expressdo do marcador R1-
nj. Assim, a selecdo para TIH pode ser iniciada nessas geragdes atraveés do cruzamento de testes
das familias com testadores recessivos. Estes autores relatam que, menos de 20% das familias
ghirl+ apresentaram TIH semelhante ou superior aos indutores parentais. Portanto, sugerem
testar em pelo menos 50 familias envolvendo um progenitor ndo indutor para identificar cerca de
10 familias com TIH semelhante ou superior as linhas indutoras parentais;

g) Como o TIH nas familias segregadas pode diminuir ou aumentar com o aumento da
endogamia, recomenda-se testar o TIH durante pelo menos trés estacdes/ambientes para avaliar
a estabilidade. Entre as 10 linhagens com maior TIH, podem-se selecionar algumas linhagens
que combinam TIH suficientemente alto e desempenho agrondmico. Uma vez identificadas as
linhagens indutoras finais, combinac6es hibridas podem ser formadas usando linhas de grupos
heteréticos opostos, que podem ser avaliadas posteriormente juntamente com as linhagens
indutoras parentais para avaliar seu vigor hibrido e TIH, em comparagdo com 0s respectivos
genitores.

Uma vez obtidos e identificados os individuos haploides, o processo de duplicacédo
cromossdmica € necessario para restaurar a fertilidade dos individuos haploides, permitindo a
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obtencéo de sementes DH’s. Este processo pode ocorrer de forma espontéanea ou incrementado
via utilizacdo de métodos artificiais de duplicacdo cromossdmica (Chaikam et al., 2012). A taxa
de duplicacdo cromossdmica espontanea na inflorescéncia masculina de milho varia de 2,8% a
46%, enquanto na inflorescéncia feminina varia de 25% a 94% (Chaikam et al., 2019). Para a
exploracdo em escala comercial da duplicagcdo cromossdmica espontdnea no milho é
conveniente uma taxa minima de 8% a 10%, para eliminar a necessidade de tratamento com
colchicina ou outros agentes antimitoticos (Magbool et al., 2020).

Na maioria dos casos, faz-se necesséria a utilizacdo da duplicagdo cromossdémica
artificial que é realizada por meio do tratamento dos haploides com substancias antimitéticas.
Diferentes fatores, como a base genética do germoplasma, a natureza e o tipo de agente
antimitotico, concentracdo e duracdo do tratamento, podem afetar a eficiéncia da duplicacdo
cromossomica artificial (Soriano et al., 2007).

A colchicina (C22H25N) é uma substancia amplamente utilizada na producédo de
linhagens DHs em milho (Chaikam et al., 2012; Melchinguer et al., 2016). Ela atua na S-tubulina,
e inibe a formag&o de dimeros de tubulina evitando assim a formacéo de microtubulos. A falta
de microtubulos durante a mitose impede a separacdo 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 producao de linhagens e da duplicagdo cromossdmica em haploides de milho, sendo
estes: taxa de sobrevivéncia (nUmero de plantas sobreviventes até o florescimento dividido pelo
namero de plantulas tratadas com agentes antimitéticos); taxa de reproducdo (numero de
espigas DO dividido pelo nimero de plantas sobreviventes até o florescimento) e taxa de sucesso
geral (nimero de espigas DO produzidas dividido pelo nimero de plantulas tratadas). Estes
autores salientam que um dos elementos que dificultavam a comparacgéo dos diferentes métodos
de duplicacdo cromossémica € a falta de padronizagédo nas medidas de sucesso da duplicacéo
cromossOmica e da produgao de linhagens DH’s.

Diferentes métodos sédo empregados na duplicagdo cromossémica utilizando solucdes de
colchicina com diferentes concentracbes e tempo de exposicdo, dentre elas: imersdo de
sementes (Ren et al., 2018); imersdo de plantulas recém germinadas (Gayen et al., 1994),
injecdo direta no tecido meristematico basal (Eder e Chalyk, 2002) e submersdo de raizes
(Chaikam et al., 2020), sendo este ultimo método um dos mais empregados.

A metodologia de duplicagdo cromossdmica apresentada por Chaikam et al. (2020)
envolve a imersdo de raizes nuas de plantas em estagio fenolégico V2 em uma solugéo de
colchicina. Neste método, as sementes haploides putativas (SHP) sdo semeadas em substrato
a base de cinza vulcanica até atingirem o estadio V2. Posteriormente, as plantas séo
cuidadosamente retiradas do substrato e as raizes passam por um processo de lavagem em
agua corrente de torneira. JA com as raizes nuas, as plantas sdo agrupadas em conjuntos de
120 a 130 mudas e inseridas em recipientes com a capacidade volumétrica de 2 litros.
Posteriormente, adiciona-se a solu¢do de colchicina (0,07% a 0,1% de colchicina e 0,5% de
dimetilsulféxido (DMSOQO)) no recipiente até que a coroa da planta esteja coberta, 2 a 3 cm acima
do nivel da coroa das plantulas, que sdo mantidas na solugéo por 5 horas. Posteriormente, a
solucdo de colchicina é descartada de maneira segura, as raizes das plantas sédo lavadas em
abundancia utilizando agua corrente e sao transplantadas diretamente em vasos ou a campo. O
trabalho de Chaikam et al. (2020) revelou que este método foi mais eficiente na obtencgéo de
DH’s em relagdo ao método de imersao de plantulas, alcancando uma taxa de sucesso geral
médio de 36%, aproximadamente.

Ainda que muito utilizada em diferentes protocolos de duplicacdo cromossémica, a
colchicina é uma substancia extremamente téxica e cara, necessitando de muitos cuidados ao
ser manuseada e descartada (Chaikam et al., 2012), sendo uma substancia altamente
cancerigena (Melchinguer et al., 2016). Diferentes alternativas ao uso da colchicina para a
duplicacéo cromossémica em milho foram apresentadas na literatura e envolvem o emprego de:
oxido nitroso (N2O) (Kato et al., 2002); cafeina e paclitaxel (Arshad et al., 2023); herbicidas
antimitoticos (Melchinguer et al.,, 2016) e estresses fisicos, envolvendo temperatura, altas
pressdes, correntes elétricas (Hantzschel et al., 2010).

O uso do oxido nitroso (N2O) na forma gasosa foi uma das primeiras alternativas avaliadas
para a duplicacdo cromossomica de haploides em milho (Kato et al., 2002). Contudo, a aplicacédo
de 6xido nitroso na planta adulta ndo é vidvel em larga escala (Melchinguer et al., 2016).
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A utilizacao de estresses fisicos (temperatura, altas pressdes, correntes elétricas) foram
utilizados para bloquear a mitose nas raizes de milho, mas ndo obtiveram sucesso (Hantzschel
et al., 2010).

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

A literatura apresenta resultados promissores para o0 emprego de herbicidas
antimicrotubulos com a capacidade de duplicar cromossomos, dentre estes: a trifluralina (Kato,
1997), orizalina (Bartels & Hilton, 1973), pendimetalina (Zhou al., 2009), Amiprofds-metil (APM)
(Wan et al.,, 1991) e o pronamide (Bartels & Hilton, 1973). Contudo, estes trabalhos nao
demonstram a capacidade destas substancias em restaurar a fertilidade de individuos haploides,
para a producédo de linhagens em milho.

Posteriormente Melchinguer et al. (2016) estudou a eficiéncia de uma solu¢do contendo
APM (20 mg L™") e pronamide (4 mg L"), empregando o método de submerséo de raizes por 8
horas. Como resultado foi observada uma taxa de sucesso geral (16,1%) que ndo difere em
relacdo ao tratamento com colchicina (22,1%). Contudo, ainda que a solucao herbicida apresente
taxas de sucesso geral satisfatérias, a mortalidade resultante da alta concentracdo dos
herbicidas foi um ponto negativo da utilizacéo das diluicoes e tempo de exposi¢do apresentados,
resultando em uma taxa de sobrevivéncia de 46,5%. Estes resultados indicam a necessidade de
estudos envolvendo a utilizagdo destes herbicidas, para atingir um método mais ajustado e que
se aproxime a eficacia da colchicina na duplicacdo cromossémica de haploides em milho.

Normalmente, as plantulas originadas das sementes haploides e que passaram pelo
tratamento de duplicacdo cromossdmica tém baixo vigor e S0 muito suscetiveis a estresses
(Mahuku et al., 2012), pois o processo de duplicagdo cromossdmica pode néo ter ocorrido em
todas as células da planta, sendo observado um elevado nivel de quimerismo. A exposicdo aos
tratamentos de duplicacdo cromossGmica aumenta a mortalidade de plantulas, e os haploides,
tratados com substancia antimitoticas, precisam de um manejo cuidadoso para que possam
completar seu ciclo (Chaikam et al., 2019). Desta forma, o cultivo de plantulas haploides tratadas
para duplicagdo cromossdmica deve ser realizado em condigdes ambientais ideais para o
desenvolvimento da cultura do milho, com agua suficiente para evitar o déficit hidrico. Além disto,
todos os manejos relacionados a protecdo de plantas, controle de plantas daninhas, insetos
pragas e doencas, devem ser realizados cuidadosamente para minimizar a perda do estande de
plantas haploides tratadas e obter um maior nimero de sementes por planta DH (Magbool et al.,
2020).

As plantas DHs na geracdo inicial (DHO) possuem a producédo de pdlen como fator
limitante para a obtencédo de sementes. Os penddes apresentam diferentes padrbes de fertilidade
de acordo com o sucesso na duplicagdo, tendo-se penddes estéreis, com apenas uma
ramificagdo fértil ou normais. As plantas DHO necessitam de acompanhamento diario e
autofecundacdes repetidas para assegurar o sucesso na producao de sementes, que € atingido
guando a planta produz pélen viavel com uma espiga receptiva produzindo ao menos uma
semente DH.

Com base no exposto anteriormente, para o0 avanco e sucesso do uso da tecnologia de
DHs em ambientes tropicais é fundamental o melhoramento de genétipos indutores de haploidia
adaptados a ambientes tropicais e que apresentem elevada THI e genes marcadores de
sementes, raiz e plantas que auxiliem na correta identificacdo de individuos haploides.
Acompanhado a melhoramento de indutores adaptados, é necessario elaborar e avaliar
ferramentas auxiliares para o tratamento das plantulas de milho haploides com agentes
antimitéticos alternativos a colchicina, visando aumentar a eficiéncia e a seguranca do processo
de duplicacdo cromossémica em milho, com maior seguranca dos trabalhadores envolvidos. O
ajuste dos tempos de exposicdo e concentracdes de substancias antimitéticas alternativas ao
uso de colchicina, também serdo fundamentais para aumentar a eficacia da obtengc&o 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 informac¢des contidas no Maize Genetics
and Genomic DATABASE (MaizeGDB), United States Department of Agriculture (USDA), a
licenca de uso das seguintes linhagens indutoras de haploidia de milho de origem temperada:
a) linhagem M741B - originada da linhagem Stock 6 e possui 0os seguintes genes marcadores
fenotipicos que auxiliam na identificacdo de haploides: Al, A2, B1, C1, C2, PI1 e R1-r;

b) linhagem M741H - originada da linhagem Stock 6, com o0s seguintes genes marcadores: Al,
A2, B1, C1, C2, PI1 e R1-n;j;

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
progénies obtidas deste cruzamento foram autofecundadas e passaram por 11 ciclos de selecéo,
visando o melhoramento da TIH e para caracteristicas fenotipicas marcadoras expressas pelos
genes R1-nj, B1 e PI1, que auxiliam na identificagdo de haploides. Este indutor apresenta taxa
de inducéo média de 6% a 8%; coledpltilo e raizes de plantulas roxas; cor roxa da planta; embriao
e coroa da semente purpuros; pendao roxo; palha da espiga roxas e estiloestigma vermelhos.

A TMG recebeu 20 sementes da linhagem M741J e, durante a 12 safra 2024/25, foi
realizado o primeiro esforgo de multiplicacdo destas sementes, sendo obtida apenas 1 planta &
campo na TMG-Rondonépolis e 10 plantas na TMG-Cambé, que serao colhidas até fim de marco
de 2025.

Entre marco e abril de 2025, as sementes obtidas da linhagem M741J serdo semeadas
em um maior numero de vasos possivel. Os vasos serdo alocados em uma casa de vegetacao
da TMG em Cambé, com a finalidade inicial de multiplicacdo das sementes e como fonte de
pblen para a polinizacdo de dez gendtipos adaptados & ambiente tropical. Na fase inicial do
desenvolvimento das plantulas sera realizada a genotipagem das plantas das linhagens
introduzidas, visando a confirmacé@o da presenca dos genes e QTLs associados a indugédo a
haploidia e treinamento para uso dos marcadores na SAM.

Os dez gendtipos tropicais serdo constituidos por: a) oito linhagens de endosperma
amarelo e pertencentes a diferentes grupos heteréticos do Programa de Melhoramento Genético
de Milho da TMG, originadas de popula¢gdes que sofreram elevada TIH e boa marcacdo de
sementes; b) uma amostra de linhagens da populag&o indutora P14003 tropicalizada, mantida
pelo Laboratério 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
obtencéo de indutores tropicais e possuir endosperma branco. As oito linhagens da TMG/UEL e
a CML269 ndo sdo indutoras e ndo possuem 0S genes marcadores para expressao de
antocianina nas sementes ou raizes. As linhagens obtidas por autofecundacdo do indutor
tropicalizado PI14003 possuem o gene R1-nj e TIH variando de 1% a 3%, mas ndo possuem 0s
genes para marcacgao roxa da raiz.

A semeadura dos genotipos tropicais em vasos, em uma casa de vegetacdo da TMG em
Cambé, sera escalonada em 15, 10 e 5 dias antes da semeadura das linhagens de origem
temperada. Este escalonamento visa promover a coincidéncia da floragdo com a linhagem
indutora M741J, que fornecera polen para obtencdo da geracdo F1 destes cruzamentos. Em
cada dia de semeadura serdo semeados 20 vasos por genétipo adaptado, empregando duas
sementes por vaso, dando um total de 600 vasos contendo genétipos adaptados. Apds a
germinacgdo seré feito o raleio deixando uma planta por vaso, objetivando obter 20 plantas por
periodo por gendtipo adaptado. No florescimento deverdo ser realizado o maximo de
cruzamentos possivel por combinacdo, visando obter de 10 a 15 espigas F1's bem marcadas
por combinagéo, que serdo colhidas e debulhadas em bulk.

Durante a safra em 2025/26, na Fazenda Escola da UEL (FAZESC), as sementes F1's
de cada combinacdo deverdo ser semeadas a campo, em blocos de 6 fileiras de 4m por
combinacgdo, empregando duas sementes por cova, procurando manter uma planta por cova,
apos o raleio. Na época do florescimento deverdo ser realizadas cerda de 80 autofecundacgdes



13

por combinacdo. Durante o desenvolvimento das plantas F1 e demais geracfes sera dada
especial atencdo para selecionar e autofecundar plantas superiores quanto ao acamamento e
guebramento, vigor da planta, tamanho do pendao, resisténcia a doencas e sincronia na floracéao
com germoplasma tropical. As espigas F2 de cada combinagéo serdo colhidas separadamente,
sendo selecionadas pelo menos 50 espigas melhores/combinagéo, descartando as sementes F2
de cada espiga que ndo apresentarem pigmentacao roxa no endosperma e no embrido ou que
estiverem mal marcadas.

Com base na marcacdo das sementes das espigas F2, sanidade de espigas,
desempenho agronémico dos F1's a campo e nos grupos heteréticos, serdo selecionadas quatro
combinacBes para continuarem o melhoramento visando a obtencdo de novos indutores
tropicalizados.

Na 22 Safra 2026, entre fevereiro e marco de 2026, na casa de vegetacdo da TMG seréo
semeadas 2400 sementes de cada uma das quatro combinacdes, empregando amostras
formadas por cerca de 40 sementes/espiga F2, alocadas em 12 bandejas de 200 células
contendo substrato. Apos a germinacdo, serdo eliminadas as plantulas que ndo apresentarem
raizes roxas. Com isto, espera-se obter cerca de 1000 plantulas com raizes roxas de cada
combinacéo, que passardo por genotipagem pelo Laboratério da TMG-Cambé, para identificar e
selecionar cerda de 190 individuos homozigotos para o gene mtl e descartar os genotipos que
ndo sdo portadores do alelo zmdmp. As plantulas F2 selecionadas serdo transplantadas para
vasos em estufas, visando a obtencédo de espigas F3. Dentre estas 190 plantas F2 de cada
combinacédo, espera-se obter cerca de 60 espigas F3 que ndo segregem para o gene R1-nj e
serdo selecionadas para seguir no melhoramento.

A amostragem dos tecidos vegetais para extracdo de DNA e procedimentos para
obtencéo das marcas moleculares serdo segundo apresentado por Khammona et al. (2024) e os
protocolos adotados pelo Laboratério da TMG-Cambé.

Na safra em 2026/27, na casa de vegetacdo do LMG/UEL serdo semeadas seis bandejas
de 200 células para cada combinacdo, empregando uma amostra de 20 sementes/progénies F3
selecionada, visando identificar cerca de 20 progénies/combinacdo sem plantulas segregando
para o gene PI1, ou seja, 100% das plantulas com raizes roxas. A partir destes resultados seréo
selecionadas as progénies F3 que serdo semeadas na FAZESC, nesta mesma safra. Cada
progénie serd semeada em duas fileiras de fileiras de 4,00m, sendo autofecundadas apenas as
plantas com melhor desempenho agrondmico e caracteristicas desejaveis para um genétipo
indutor, procurando se obter cerca de 10 espigas F4/progénie. As espigas F4 obtidas serédo
selecionadas quanto & marcacao das sementes pelo gene R1-nj, produtividade e sanidade de
graos, levando em consideracdo o acamamento e quebramento, vigor da planta, tamanho do
pendéo, resisténcia a doencas foliares e sincronia na floragdo com germoplasma tropical.

Antes do inicio da 22 safra 2027, amostras das 10 sementes de cada uma das espigas
individualizadas das progénies F4 selecionadas de cada combinacdo serdo semeadas em
bandejas plasticas em casa de vegetacdo na TMG-Cambé, para extracdo de DNA e fazer a SAM
visando a identificacdo de progénies homozigotos para os genes mtl e zmdmp.

Ainda na 22 safra 2027, as progénies selecionadas na SAM serdo conduzidas para
avanco de geracfes por meio da autofecundagédo a campo na TMG-Sorriso e na FAZESC, em
duas fileiras de 4m, visando obter a geracdo F5 com quantidade de sementes para avaliacdo
experimentos de desempenho agrondmico 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 serédo
avaliadas em experimentos per se, em blocos completamente casualizados com 3 repeticdes.
As parcelas seréo constituidas por fileiras duplas de 4 m, no espagamento 0,80 x 0,20 m. Neste
mesmo periodo e locais sera realizado o avango da geracao F5 para F6 em fileiras duplas de 4
m, para posterior sele¢do das melhores linhagens F6 com base nos experimentos de F5.

Durante o avanco das geracbes de autofecundagdo serdo contabilizadas e
categorizadas as espigas de cada progénie quanto: a) grdos normais com formagéo adequada
de endosperma e embrido; b) presenca de graos abortados pelo endosperma; ¢) graos abortados
pelo embrido. Seréd contado o nimero de graos normais em cada espiga; a contagem incluira até
mesmo sementes infectadas por podriddes de espigas ou gorgulhos com embrido e endosperma
adequados.

Durante a conducdo dos experimentos de campo serdo avaliadas as seguintes
caracteristicas agronémicas: a) dias para o florescimento feminino; b) dias para o inicio da
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emissdo de polen dos penddes; c) dias para o término da emissdo de polen dos penddes; d)
tamanho da haste principal do pendédo (THP, em cm); e) tamanho do pendédo (TP, nota 1 -
representa penddo muito grande com muitos ramos e nota 5 - penddao muito pequenas com
poucos ramos); f) nimero de ramificacdes do pendao (NRP); f) altura da planta (AP, em cm); g)
altura da espiga (AE, em cm); h) estande de plantas (ST); i) nimero de plantas acamadas (AC);
i) numero de plantas quebradas (QUE); k) produtividade de gréos corrigidos para estande (PGC,
em t hatl) e 13,5% de umidade; |) avaliar resisténcia a doencas utilizadas e escala de severidade
proposta pelo Guia de Sanidade Agroceres.

Concomitantemente, na safra em 2027/28 e na FAZESC/UEL, as progénies F5 serdo
cruzadas com gendétipos de milho superdoce, que apresentam primeira bainha foliar verde,
visando avaliar TIH das progénies, precocemente na fase de sementes e de plantulas em
bandejas. Para isto, serdo semeados blocos do gendtipo de milho superdoce 5 e 10 dias antes
das progénies candidatas a indutores, respectivamente. Cada progénie F5 candidata a indutora
fornecerdo polen para cinco plantas, visando obter pelo menos 200 sementes por cruzamento
teste.

A TIH serd estimada como base na frequéncia de haploides sementes por cruzamento
de inducéo, conforme segue: TIH (%) = 100(nimero de sementes haploides putativas/conjunto
de sementes com marcacdo pelo gene R1-nj). Cerca de 10 supostas sementes haploides por
gendtipo em cada familia de indutores serdo amostradas para posterior confirmacao haploide
verdadeira por meio da coloragdo das raizes e da primeira bainha foliar. Somente, as progénies
com as melhores TIH seréo utilizadas para avanco de geracdes.

Nas gerag0Oes futuras, as linhagens candidatas deverdo ser avaliadas quanto a TIH em
cruzamentos com diferentes populacdes doadoras e pelos seus respectivos desempenhos, per
se e em cruzamentos hibridos, em diferentes ambientes.

As andlises de variancias individuais serédo realizadas com base nos totais de tratamentos
segundo o modelo de blocos casualizados a seguir: Yjj = m + B; + G; + ej, onde: m = média geral
do experimento; Bj = efeito aleatério do j-ésimo bloco (j = 1, 2, ...., J); G; = efeito fixo do i-ésimo
gendtipo (i=1, 2, ...., 1); e; = erro aleatério da observacgéo do i-ésimo genétipo no j-ésimo bloco.
ApoOs constatada a existéncia de homogeneidade das variancias dos erros entre os diferentes
experimentos, por meio do teste de F, as analises de variancias conjuntas dos experimentos
serdo realizadas com base nos totais de tratamentos segundo o modelo a seguir: Yixk=m + G; +
Ac + (GA)ik + (B/A)ik + eik, onde: m = média geral dos experimentos; G; = efeito fixo do i-ésimo
gendtipo (i =1, 2, ...., I); A« = efeito aleatéria do k-ésimo ambiente (k = 1, 2, .... , K); (GA)k =
efeito aleatério da interacdo do i-ésimo gendtipo com o k-ésimo ambiente; (B/A)x = efeito
aleatorio do j-ésimo bloco dentro do k-ésimo ambiente; ej = erro aleatério da observacgéo do i-
€simo genotipo no j-ésimo bloco.

As médias dos gendtipos dentro de cada época de semeadura serdo agrupas pelo teste
de Scott & Knott, em nivel de 5% de probabilidade.

3.2. Otimizacao de métodos alternativos de duplicacdo cromossdmica

Neste estudo serd utilizado como indutor de haploidia maternal o hibrido resultante do
cruzamento das linhagens CIM2GTAIL-P1 x CIM2GTAIL-P2, desenvolvidas pelo CIMMYT.
Como populacdes doadoras serdo utilizadas oito popula¢cdes de milho branco (PB01, PB10,
PB15, PB20, PB25, PB30, PB35, PB40), desenvolvidos pelo Instituto de Desenvolvimento Rural
do Parana (IDR-PR), e oito populacdes 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 populac6es doadoras foram polinizadas pelo genétipo
indutor, por meio de polinizagbes manuais na FAZESC, com o objetivo de obter cerca de 60
espigas induzidas/populacdo e produzir sementes haploides putativas (SHP) em quantidades
suficientes para os estudos pretendidos. Cada populagcdo doadora foi semeada em blocos de 4
fileiras de 16 m de comprimento, no espacamento de 0,80 x 0,20 m. O indutor foi semeado em
dois blocos de 17 fileiras de 10 m de comprimento, no mesmo espacamento citado anteriormente.
Estes dois blocos do indutor foram semeados, respectivamente, 5 e 10 dias ap0s a semeadura
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das populacdes doadoras, visando sincronizar o florescimento. A condugao agrondmica deste
campo de polinizagéo foi realizada seguindo as recomendacges técnicas para a cultura do milho.

As sementes obtidas pelos cruzamento de indugéo serao classificadas de acordo com a
marcacdo conferida pelo gene R1-nj, pela presenca ou auséncia da marcacdo de antocianina
nas sementes, em trés categorias: a) diploides (sementes com a pigmentacdo purpura no
endosperma e no embrido; b) haploides putativos (sementes com pigmentacao plrpura somente
no endosperma, mantendo o embrido sem antocianina); c) diploides resultantes de contaminacéo
ou da inibicdo da expresséo do gene R1-nj (sementes sem qualquer marcacao).

As TIH do indutor em cada populacéo serédo estimadas como descrito anteriormente.

3.2.1. Avaliacdo do método de imersdo de raizes empregando diferentes tempos de
exposicdo as concentracdes especificas de agentes antimitéticos em amostras de 16
populagcbes de milho

Amostras de 400 SHP’s obtidas de cada uma das 16 populacbes doadoras serdo
embebidas em &gua de torneira, separadamente, por seis horas para homogeneizar a
germinacgdo. Posteriormente, serd realizada a semeadura das SHP’s para germinacédo em duas
bandejas plasticas de 200 células contendo substrato turfa Sphagnum, em casa de vegetacao
do LMG/UEL.

Entre 9 e 10 dias ap6s a semeadura, as plantulas no estagio V2 terdo suas raizes lavadas
em agua para remocao completa do substrato das raizes, para depois serem depositadas em
bandejas plasticas contendo duas folhas de papel germitest umedecido com agua filtrada, uma
folha no fundo da bandeja e outra sobre as plantulas lavadas de cada populacdo doadora
individualizada, visando reduzir o estresse.

De cada uma das 16 populagBes doadoras serdo amostradas oito plantulas haploides,
para a formagdo de macos de 100 plantulas, que serdo agrupadas e alinhadas no nivel da
semente e presos por uma fita de papel aluminio e elastico. Serdo preparados 24 macos de
amostras de plantulas para receberem 24 tratamentos, resultantes da combinacdo de quatro
tipos de solucdes e diferentes tempos de exposi¢édo (Tabela 1).

Cada maco de 100 plantulas sera acondicionado em um becker de 1 litro, para receber a
solucdo especifica e permanecer no escuro e em temperatura de 17 °C dentro da BOD, pelo
periodo determinado para cada tratamento. As seguintes solugfes serdo utilizadas na imerséo
das raizes (IR) para a duplicacdo cromossdmica: a) IR-COL = solu¢dao contendo 0,07% de
colchicina e 0,5% de DMSO; b) IR-PRO = solugdo de 10 mg L* de pronamide, 0,1% de Tween-
20 e 0,1% de DMSO; c) IR-APM+PRO = solucéo de 4,56 mg L de APM, 3 mg L de pronamide,
0,1% de Tween-20 e 0,5% de DMSO; d) IR-CN = controle negativo com apenas agua. Em cada
becker sera adicionada solucao suficiente para atingir o nivel de 2 a 3 cm acima da regido da
coroa das plantulas. Os tratamentos seguirdo a estrutura basica do método proposto por
Chaikam et al. (2020), que envolve a imerséo de raizes em solugdo de colchicina, mas com as
devidas modificagBes. Assim, o IR-COL serd utilizado como tratamento controle positivo para
efeito de comparacdo com os demais tratamentos antimitéticos alternativos e a agua como
controle negativo, buscando identificar as taxas de duplicacdo espontanea.

Tabela 1. Tratamentos de duplicacdo cromossdmica (TO1 a T24) por imerséo de raizes (IR)
constituidos pela combinacdo de quatro solugBes (COL=colchicina; PRO = pronamide;
APM+PRO = Amiprofés-metil e pronamide; CN = controle negativo utilizando apenas agua) e
diferentes tempos de exposicéo.

Solucdes para duplicagéo Tempos de exposicdo (horas)

5 6 7 8 9 10 12 14 16
IR-COL TO1 T02 TO3 TO04 TO5 TO6 TO7
IR-PRO TO8 TO9 Ti10 T11 T12 T13 Ti4
IR-APM+PRO T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21  T22 T23

IR-CN v
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Apds cada tempo de exposi¢do aos tratamentos, os macos de plantulas serdo retirados
dos beckers e as raizes serdo lavadas abundantemente por 30 minutos em 4gua corrente, a fim
de eliminar residuos das solu¢des. A seguir, as plantulas de cada maco serédo divididas em quatro
amostras e transplantadas seguindo o delineamento em blocos completamente casualizados,
com quatro repeticdes, constituidas por parcelas de 24 plantulas em oito vasos, sendo
inicialmente alocados trés plantulas por vaso. Seréao utilizados vasos de 12 L ,contendo a mistura
de terra, areia e adubo organico nas propor¢des de 3:1:1, respectivamente. Na quarta semana
apoés o transplantio sera feito o desbaste e o0 roguing para eliminacao dos possiveis dipléides,
deixando no maximo duas plantas/vaso até a fase final do experimento.

O manejo do experimento envolvera o uso de irrigacdo por gotejamento e fertirrigacao,
com a finalidade de reduzir estresses e oferecer as melhores condi¢des para o desenvolvimento
das plantas DHs.

Todo residuo das solugbes utilizadas como tratamentos de duplicacdo cromossdmica,
serdo coletados separadamente e acondicionados em galBes plasticos para realizacdo do
descarte adequado, por empresa especializada.

Este experimento sera avaliado quanto aos nimeros de: a) sementes haploides putativas
empregadas; b) sementes germinadas; c) plantulas submetidas a tratamento; d) plantulas
transplantadas; e) plantulas sobreviventes na 12 ,22 ;32 e 42 semanas ap0s o transplantio; f)
plantas DO sobreviventes até a fase de polinizacao; g) plantas macho estéreis; h) plantas DO
polinizadas; i) DO que produziram sementes D1.

A partir destes dados serdo estimadas as seguintes taxas de: a) sobrevivéncia na 12, 22,32
e 42 semanas (TS13S, TS23S, TS32S e TS43S) = numero de plantas sobreviventes ap6s o
transplantio/nimero de plantas submetidas ao tratamento e transplantadas; b) sobrevivéncia
(TS) = nimero de plantas sobreviventes até a polinizagéo/(numero de plantas submetidas ao
tratamento e transplantadas plantas - nUmero de plantas eliminadas no raleio e roguing); c)
autofecundagéo (TA) = plantas autofecundadas/plantas sobreviventes até a polinizacdo; d)
eficiéncia de autofecundacao (EA) = nimero de plantas DO que produziram semente/namero de
plantas autofecundadas; c¢) macho estéril (ME) = plantas com pendao estéril/plantas
sobreviventes até a autofecundacéo; e) reproducao (TR) = nimero de plantas DO que produziram
sementes/numero de plantas DO sobreviventes até a polinizagéo; f) sucesso geral (TSG) =
numero de plantas DO que produziram sementes/(nimero de plantas submetidas ao tratamento
e transplantadas plantas - numero de plantas eliminadas no raleio e roguing).

Em todos os experimentos, as taxas de germinacdo de sementes, desbaste de plantas
nos vasos, plantas falso haploides e sobrevivéncia de plantulas antes do tratamento de
duplicacdo cromossbmica nao entrardo no cdlculo das taxas de sucesso da duplicacdo
cromossdmica, uma vez que essas perdas ndo sao resultantes da utilizacdo do tratamento de
duplicacéo dos haploides. As plantas que apresentaram espigas segregantes também néo serdo
utilizadas na estimacao das taxas, sendo consideradas falso haploides.

Para andlise da quantidade de sementes oriundas de plantas férteis DO, as espigas D1
obtidas serdo categorizadas em espigas com: a) menos de cinco sementes; b) cinco a 25
sementes; ¢) 26 a 50 sementes; d) 51 a 100 sementes; e) mais de 100 sementes. A proporgéo
de espigas D1 em cada tratamento sera obtida pela divisdo do niamero de espigas nessa
categoria pelo numero total de espigas.

A andlise de variancia das taxas relacionadas ao sucesso da duplicacdo cromossdémica
e obtencado de DH'’s sera realizada empregando o seguinte modelo: Yj = m + B; + Ti + ejx, onde:
m = média geral do experimento; B;= efeito aleatdrio do j-ésimo bloco (j=1, 2, ...., J); Ti = efeito
fixo do i-ésimo tratamento de duplicagdo cromossdmica (i =1, 2, ...., I); ejk = erro aleatorio.

Uma vez verificado efeito significativo de tratamentos, seré realizado o desdobramento
da andlise de tratamentos dentro de cada solucdo de duplicacdo, para proceder a analise de
regressao dentro de cada solucdo de duplicacdo cromossbémica, visando obter as equacdes e
curvas relativas aos tratamentos e tempos de exposicdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Esquema da andlise de variancia e de regressfes relativas aos tempos (T) de
exposicao de raizes imersas (IR) em diferentes solu¢des (COL=colchicina; PRO = pronamide;
APM+PRO = Amiprofés-metil e pronamide).

FV GL SQ oM F
Bloco 3 SQe QMs QMs/QMe
Tratamento 23 SQrrat QMrrat QMrra/ QMe
Solucdes 3 SQs QMs QMs/QMe
Tempos/IR-COL 6 SQricoL QMrcoL QMT/col/QMe
Regresséo linear 1 SQReg.Linear 1 QMRgeg.Linear 1 QMReg.Linear 1/QMe
Regressao quadratica 1 SQReg.Quadr 1 QMReg.Quadr 1 QMReg.quadr /QMe
Regressao culbica 1 SQReg.cbica 1 QMReg.cabica 1 QMReg.cabica 1/QMe
Desvios de regressao 3 SQpesvio.Reg 1 QMpesvio.Reg 1 QMpesvio.reg 1/QMe
Tempos/IR—PRO 6 SQT/pRo QMT/pRo QMT/pRo/QMe
Regressao linear 1 SQRreg.Linear 2 QMReg Linear 2 QMReg Linear 2/QMe
Regressédo quadratica 1 SQReg.Quadr 2 QMReg.qQuadr 2 QMReg.quadr 2/QMe
Regresséo cubica 1 SQReg.cabica 2 QMgeg.cabica 2 QMReg.cibica 2/ QMe
Desvios de regressao 3 SQpesvio.Reg 2 QMpesvio.Reg 2 QMpesvio.Reg 2/QMe
Tempos/IR-APM+PRO 8 SQmaPM+PRO QMr/apm+PRO QMr/apm+prO/QMe
Regl‘eSSéO linear 1 SQReg.Linear3 QMReg.Linear 3 QMReg.Linear 3/QMe
Regresséao quadrética 1 SQReg.Quadr 3 QMReg.Quadr 3 QMReg.quadr 3/QMe
Regresséao culbica 1 SQReg.Cabica 3 QMReg.cibica 3 QMReg.canica 3/QMe
Desvios de regreSSéO 5 SQpesvio.Reg 3 QMpesvio.Reg 3 QMpesvio.Reg 3/QMe
Erro 69 SQe QM.

As médias dos tratamentos de duplicagdo cromossémica serdo agrupadas pelo método
de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

Com base nos resultados obtidos sera determinado o tempo ideal de exposicdo a cada
tipo de solucdo antimitotica.

3.2.2. Confirmacgao do tempo ideal de exposicéao (TIE) a cada tipo solugcao antimitética em
amostras de oito populagdes de milho superdoce em casa de vegetacdo e a campo

Com base nos resultados obtidos no experimento anterior serd identificado um tempo de
exposicdo (TE) mais promissores para cada tipo de solucdo antimitética. Assim, para
confirmacao do tempo ideal de exposicéo para cada solucéo serdo empregados o TE; TE menos
uma hora; TE mais uma hora (Tabela 3).

Tabela 3. Tratamentos de duplicacdo cromossémica (TO1 a T10) por imersédo de raizes (IR)
constituidos pela combinagdo de diferentes solu¢cdes (COL=colchicina; PRO = pronamide;
APM+PRO = Amiprofés-metil e pronamide) e trés tempos de exposi¢éo (TE) e o controle negativo
(CN).

Solugbes para duplicagéo Tempos de exposicao (horas)

TE -1h TE TE +1h
IR-COL TO1 TO2 TO3
IR-PRO TO4 TO5 TO6
IR-APM+PRO TO7 TO8 TO9
IR-CN T10 (igual ao maior TE empregado)

Amostras de 600 SHP’s obtidas de cada uma das oito popula¢des doadoras de milho
superdoce serdo embebidas em &gua de torneira, separadamente, por seis horas para
homogeneizar a germinagdo. Posteriormente, serd realizada a semeadura das SHP’s para
germinacao em trés bandejas plasticas de 200 células contendo substrato turfa Sphagnum, em
casa de vegetacdo LMG/UEL.

Entre 9 e 10 dias ap0s a semeadura, as plantulas no estagio V2 terdo suas raizes lavadas
em agua para remocao completa do substrato das raizes, para depois serem depositadas em
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bandejas plasticas contendo duas folhas de papel germitest umedecido com agua filtrada, uma
folha no fundo da bandeja e outra sobre as plantulas lavadas de cada populagdo doadora
individualizada, visando reduzir o estresse.

De cada uma das oito populacbes doadoras serdo amostradas 32 plantulas
haploides/populacao/tratamento, que ser&o divididas em dois para formagao de dois macos de
128 plantulas, que serdo agrupadas e alinhadas no nivel da semente e presos por uma fita de
papel aluminio e elastico. Serdo preparados 20 macos de amostras de plantulas para receberem
10 tratamentos, dois macos para cada tratamento, resultantes da combinacdo de quatro tipos de
soluc@es e trés tempos de exposicao (Tabela 3).

No processo de tratamento dos macos serdo adotadas as mesmas concentracdes de
solugdes e procedimentos citados no experimento anterior, sendo efetivado o transplantio para
o local definitivo de desenvolvimento, logo apds a lavam das raizes por 30 minutos em agua
corrente, para remocao dos residuos dos tratamentos.

Nesta fase do projeto, os tratamentos serdo realizados em um experimento em casa de
vegetacdo do LMG/UEL e outro em condigbes de campo na FAZESC, empregando em cada
experimento o delineamento em blocos completos causualizados, com 5 repeticdes.

No experimento a ser instalado em casa de vegetacao serd empregado parcelas de 40
plantulas em 20 vasos, sendo inicialmente alocados de duas a trés plantulas por vaso, visando
atingir o estande final desejado de duas plantas por vaso. Serdo utilizados vasos de 12 L
contendo a mistura de terra, areia e adubo organico nas proporgdes de 3:1:1, respectivamente.
Ap6s na quarta semana do transplantio sera feito o desbaste e o roguing para eliminagdo dos
possiveis dipldides, deixando no méaximo duas plantas/vaso até a fase final do experimento.

No experimento de campo as parcelas serdo constituidas de 40 plantulas transplantadas
de cada tratamento, alocadas em fileiras de 8,00 m de comprimento, no espacamento de
0,80x0,20m.

Em ambos os experimentos serdo adotadas as praticas agrondmicas recomendadas para
a cultura do milho e irrigacdo para reducgéo do estresse.

As mesmas avaliacbes de contagens e estimativas de taxa de sucesso adotadas no
experimento anterior serdo empregadas nestes experimentos, sendo a analise de variancia em
blocos completamente casualizados e seu modelo matematico apresentado anteriormente,
sendo realizado a seguir o teste de agrupamento de médias de Scott & Knott.

Dependendo dos resultados obtidos neste experimento, poderdo ser conduzidos
experimentos nas casas de vegetacdo da TMG-Cambé ou de Rondonopolis, para a validacao
do(s) melhor(es) agente(s) antimitotico(s) e sua(s) respectiva(s) concentracbes e tempo(s)
ideal(is) de exposicdo para duplicagdo cromossdmica de haploides, obtidos de diferentes
popula¢gdes doadoras de milho comum da TMG (Tabela 4).

Tabela 4. Tratamentos de duplicacdo cromossémica (TO1 a T03) por imersdo de raizes (IR)
empregando a solucdes de pronamide (PRO) e Amiprofés-metil e pronamide (APM+PRO) no
tempo de exposicdo considerado ideal (TEI) e o controle negativo (CN).

Solucdes para duplicacédo TEI
IR-PRO TO1
IR-APM+PRO TO2
IR-CN T03

3.2.3. Elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para duplicagcdo cromossémica

Nos métodos de duplicagdo cromossémica sdo utilizadas substancias antimitéticas com
elevada toxicidade (Colchicina, Amiprofés-metil e Pronamide), que necessitam de cuidados
especiais para a sua manipulacdo, manuseio e descarte. Além disto, em um Unico dia sdo
tradados milhares de individuos haploides com solu¢des antimitoticas, 0 que exigem o
desenvolvimento de processos e ferramentas para agilizar os trabalhos de duplicacdo
cromossdmica e manter seguranga no trabalho.

No método de duplicacéo por imersédo de raizes utilizado atualmente, as plantulas obtidas
das SHP tém as suas raizes lavadas para remocdo completa do substrato. A seguir, estas
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plantulas com as raizes nuas séo alinhadas verticalmente em uma bancada sobre uma fita de
papel aluminio e enroladas cuidadosamente, para formacdo de macos contendo 100 a 120
plantulas, que sédo presos por um elastico e etiqueta de identificacdo da popula¢do doadora. Os
macos formados sdo acondicionados em recipientes contendo solucdo antimitéticas. Apos o
tratamento, os macos de plantulas passaram por uma lavagem das raizes em agua corrente de
torneira durante 30 minutos, para remover residuos da solugdo, sendo em seguida
transplantadas no ambiente definitivo de desenvolvimento.

Este método de duplicagdo cromossémica, apesar de ser eficiente para obtencéo de DHSs,
apresenta as seguintes necessidades de aprimoramento:

a) O processo de formacdo dos macos com fitas de papel aluminio € lento e trabalhoso,
demandando muito treino e padronizacdo da equipe, além de requerer o preparo de uma série
de fitas de papel aluminio, que depois necessitardo de descarte adequado. Neste sentido, é
importante desenvolver suportes portateis permanentes e inertes, que consigam padronizar o
alinhamento das plantulas no nivel da regido da coroa e agilizem o processo de manutencao das
plantulas agrupadas e alinhadas, com menor risco de mistura de genétipos.

b) O manuseio dos macos de plantulas em rolos de papel aluminio é feito pelo contato manual
da pessoa que esta fazendo o tratamento. O desenvolvimento de suportes permanentes
contendo al¢as permite 0 manuseio sem o contato direto com as plantulas antes e depois do
tratamento. Isto reduz os riscos de quebrar plantulas e o da contaminacdo por contato manual
de quem esté realizando o tratamento.

c) O recipiente contendo a solugao antimitética é vertido manualmente e galées de descarte. O
desenvolvimento de recipientes com sistema de eje¢cao mecéanica da solugéo é ponto importante
para evitar possivel contaminag&o do operador.

d) A colocagdo dos magos de plantulas em recipientes com agua corrente e sua respectiva
lavagem é acompanhada pelo manuseio do operador, que precisa trocar 4gua das bandejas e
movimentar 0S magos no recipiente, 0 que pode aumentar os riscos no trabalho. O
desenvolvimento de recipientes que sejam capazes de ajustar 0s suportes permanentes de
tratamentos das plantulas, recebam diretamente a solucdo para tratamento de duplicacdo
cromossdmica, tenham mecanismo para esgotar a solucdo para tanques de descarte,
contenham um sistema de entrada e saida de agua que permitam um fluxo de agua corrente,
tudo isto sem precisar movimentar estes suportes contendo as plantulas tratadas, representa um
importante avango para acelerar o trabalho, reduzir riscos operacionais e a necessidade de méo-
de-obra.

As ferramentas e protétipos desenvolvidos para aprimorar deste método de duplicagéo
cromossdmica serdo testados no LMG/UEL, TMG de Cambé e de Rondondpolis, durante a
obtenc&o de DHs em diferentes populacdes de milho. Durante o processo de obtencdo dos DHs
em casa de vegetagdo, serdo adotados conjuntamente o processo tradicional e a inovagao
(ferramentas e protétipos) em um mesmo conjunto de populacées doadoras, sendo avaliadas as
taxas de sucesso de duplicacdo, economia de tempo, pessoal, recursos e aumento da seguranca
no trabalho.

A medida que as ferramentas facilitadoras forem desenvolvidas e apresentarem bons
resultados, elas serdo utilizados em substituicdo ao processo tradicional que emprega macgos de
plantas, enrolados e presos por papel aluminio.

4. Metas a serem alcancadas

As metas estabelecidas para este projeto séo:
a) multiplicacdo das sementes dos indutores temperados introduzidos;
b) obtencao da geracéo F1 do cruzamento do indutor M741J e 10 genétipos adaptados;
c) obtencao espigas F2 separadas por combinagéo, com boa producdo de sementes e marcagao
pelo gene R1-nj geracdo F2, por meio da autofecundacao da geracdo F1 & campo;
d) com base na THI do F1, nivel de marcagéo pelo R1-nj em espigas F1 e F2 e desempenho
agrondmico de F2, selecionar quatro combinacdes de genétipos 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 combinacdo e eliminar
sementes sem marcacgao;

f) semear amostras de sementes F2 de cada uma das quatro combinacdes, separadamente,
para identificar cerca de 180 plantulas de raiz roxa, homozigéticas para marcadores mtl e
portadoras de zmdmp/combinacédo, que serdo transplantadas em para vasos e autofecundadas
para obter a geracao F3;

g) semear amostras das progénies F3 em bandejas para identificar cerca de 10 a 20
progénies/combinacdo, cujas plantulas ndo segregarem para o gene Pl1. As progénies
selecionadas serdo semeadas a campo para avanco de geracao, por meio da autofecundacao,
visando obter pelo menos 10 espigas F4/progénie para selecionar quanto a produtividade e
marcacéo pelo R1-nj;

h) semear em bandejas amostras de 10 sementes de cada uma das progénies F4 selecionadas,
para extracdo de DNA para SAM, quando serdo genotipadas cerca de 200
linhagens/combinacdo, visando selecionar as espigas das progénies com sementes
homozigdticas para os marcadorres mit, zmdmp.

i) as linhagens selecionadas por SAM seguirdo para o avanco e obtencéo da geracao F5.

j) selecionar as linhagens da geracdo F5 obtidas e realizar o avanco para a geracao F6.
Concomitantemente, sera realizado cruzamentos teste destas linhagens F5 com populagéo de
doadora de milho superdoce com primeira bainha foliar verde e experimentos para avaliagdo do
desempenho per se das linhagens;

k) selecionar cerca de 5 a 10 linhagens que tenham THI acima de 8%, plantulas com raiz roxa,
para futuros estudos envolvendo combinacdes hibridas, desempenho agrondémico per se e THI
com diferentes populagbes doadoras da TMG;

[) identificar intervalos de tempos ideais de exposicdo a diferentes agentes antimitoticos,
empregando o método de imersao de raizes para duplicacdo cromoss6mica, em amostras de 16
populacdes de milho (superdoce e branco), por meio de um experimento em casa de vegetagao;
m) a partir a identificacdo dos intervalos de tempo ideal de exposicdo, estabelecer um
experimento & campo e outro em casa de vegetacao para confirmacdo do melhor tempo de
exposicao para melhor balanco entre taxas de sobrevivéncia, de reproducdo e sucesso geral na
producéo de DHs, que sejam mais eficientes para obten¢&o de linhagens DHs e competitivos em
relacdo ao uso de colchicina.

n) elaborar e avaliar ferramentas auxiliares para duplicagcdo cromossémica;

0) contribuir na formacdo de estudantes de graduacdo e pds-graduagdo para atuarem em
pesquisas envolvendo melhoramento de plantas e estudos de genética em milho;

p) divulgar os resultados obtidos em eventos, tais como congressos, simpdésios, meios
eletronicos e revistas cientificas.

5. Indicadores de acompanhamento

Como indicadores para 0 acompanhamento da realizacdo das metas tem-se:
a) multiplicagéo das sementes dos trés indutores temperados introduzidos;
b) bulk da F1 do cruzamento do indutor M741J e 10 gendétipos adaptados;
c) obtencdo de 40 a 50 espigas F2/combinagdo com as melhores produgfes de sementes e
marcacéao pelo gene R1-nj geracéo F2;
d) selecdo quatro combinacdes de gendtipos adaptados cruzados com o indutor induzido, para
seguir o melhoramento do indutor;
e) genotipagem de cerca de 1000 plantulas amostras de sementes F2 de cada uma das quatro
combinacfes e selecdo de plantulas de raiz roxa, homozigéticas para marcadores mtl e
portadoras de zmdmp por combinagdo, que serdo transplantadas em para vasos e
autofecundadas para obter a geracéo F3.
f) identificac@o de cerca de dez F3 por combinacéo, cujas plantulas ndo segregarem para o gene
PI1 para avancgo de geracéo, visando obter pelo menos 10 espigas F4/progénie para selecionar
guanto a produtividade e marcacéo pelo R1-n;.
g) genotipagem de progénies F4 selecionadas, visando selecionar as espigas das progénies com
sementes homozigoticas para os marcadorres mit, zmdmp.
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h) avanco e obtencéo a geracédo F5 via autofecundacéo, a partir das linhagens F4 selecionadas
por SAM.

i) cruzamento teste destas linhagens F5 com populacdo de doadora de milho superdoce com
primeira bainha foliar verde;

j) 0 avanco para a geracéo F6 via autofecundagao;

k) experimentos para avaliacdo do desempenho per se das linhagens.

l) instalacéo, avaliacdo e analise dos dados de um experimento para identificacdo de intervalos
tempos ideais de exposicdo a diferentes agentes antimitéticos, empregando o método de
imersdo de raizes para duplicacdo cromossdmica, em amostras de 16 populacdes de milho
(superdoce e branco);

m) Instalagcdo, avaliacdo e analise dos dados de um experimento para confirmacdo do melhor
tempo de exposi¢éo para melhor balango entre taxas de sobrevivéncia, de reprodugéo e sucesso
geral na producdo de DHs, que sejam mais eficientes para obtencdo de linhagens DHs e
competitivos em relacdo ao uso de colchicina;

0) apresentacdo de protétipos de ferramentas para auxiliar no processo de duplicacéo
cromossomica.

6. Local (is) de realizag&o / Orgéo(s) envolvido(s):
Laboratério de Melhoramento Genético/Departamento de Biologia Geral/CCB/UEL

Fazenda Escola da UEL
Estacdes experimentais da TMG.

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

Ano 1:
Meses

Atividade 2025 2026
MIAIM{J|J|A|S|O|IN|D|J|F

Prepara as sementes de linhagens indutores X

temperadas introduzidas e linhagens

adaptadas a ambientes tropicais

Multiplicacdo das sementes dos indutores X | X|X | X|X]|X

temperados introduzidos

Obtencéo da geracdo F1 do cruzamento do XXX [ X]|X|X

indutor M741J e 10 gendtipos adaptados

Obtencéo espigas F2 separada por X[ X[ X|X|X]|X

combinagdo por meio da autofecundagéo da
geracdo F1 a campo

Selecionar quatro combinacdes de gendtipos X | X
adaptados cruzados com o indutor induzido,
para seguir o melhoramento do indutor
Instalacdo, conducdo, avaliacdo e andlise do XXX [ X[IX|X|X|X|X|X[|X|X
experimento de identificar intervalos tempos
ideais de exposicao a diferentes agentes
antimitéticos

Elaborar e avaliar ferramentas auxiliarespara | X | X [ X [ X | X [ X[ X | X | X [ X [ X | X
duplicacdo cromossémica
Andlise de dados e preparo de publicacdes XX X[ X[ XX
Reviséo da literatura XXX [ XXX X[ X[X|X[X]|X
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Ano 2:

Atividade 2026 2027

Semear na TMG amostras de sementes F2 de | X | X
cada uma das quatro combinacbes em
bandejas e realizar a genotipagem das
plantulas, visando selecionar cerca de 180
plantulas de raiz roxa homozigéticas para
marcadores mtl e portadoras de zmdmp por
combinacéo.

Transplantar em casas de vegetacdo da TMG | X | X | X | X | X
as plantulas F2 selecionadas na SMA para
vasos em casa de vegetacdo, que serdo
autofecundadas para obter a geracao F3

Semear na casa de vegetacdo da LMG/UEL, X | X
amostras das progénies F3 em bandejas para
identificar cerca de 10 a 20
progénies/combinagéo, cujas plantulas ndo
segregarem para o gene PI1.

As progénies F3 selecionadas serdo semeadas XX |[X|X|X]|X
a campo da FAZESC/UEL para avango e
obtencéo das progénies F4

Na casa de vegetacdo na TMG-Cambé, emear X | X
em bandejas amostras de 10 sementes de
cada uma das progénies F4 selecionadas, para
extracado de DNA e realizacdo da SAM, visando
selecionar as espigas das progénies com
sementes homozigoticas para os marcadorres
mit, zmdmp;

Andlise de dados e preparo de publicactes XXX [ X[X[X|X[X[|X]|X]|X]|X

Instalacdo, conducdo, avaliacdo e andlise do XXX [ X[IX|X|X|X|X|X[|X|X
experimento de identificar intervalos tempos
ideais de exposicao a diferentes agentes
antimitéticos

Revisao da literatura XXX | X[IX[X|X[X[|X|X]|X]|X

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. 109, §2.
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Ano 3:
Meses
Atividade 2027 2028
MIAIM{J|J|A|S|O|IN|ID|J|F
Semear em bandejas amostras de 10 X

sementes de cada uma das progénies F4
selecionadas, para extragdo de DNA e
realizacdo da SAM, visando selecionar as
espigas das progénies com sementes
homozigoéticas para os marcadores mlt,
zmdmp;

Em campo na TMG-Sorriso e na FAZESC, as X[ X[ X | X]|X
linhagens selecionadas por SAM seguirdo para
0 avanco e obtencédo a geracao F5.

Avanco para de F5 parava geracéo F6 e XX [ X[ X]|X[|X
multiplicacdo de sementes

Cruzamento teste destas linhagens F5 com X[ X[ X|X|X]|X
populacdo de doadora de milho superdoce com
primeira bainha foliar verde

Experimentos para avaliacdo do desempenho X[ X[ X|X|X]|X
per se das linhagens

Selecionar cerca de 5 a 10 linhagens que X
tenham THI acima de 8%, plantulas com raiz
roxa, para futuros estudos envolvendo
combinag®es hibridas, desempenho
agrondmico per se

Andlise de dados e preparo de publicagbes XXX [ X[IX|X|X|X|X|X[|X|X
Revisao da literatura XXX [ X[IX|X]|X|X|X|X[|X|X

8. Resultados esperados (até %2 pagina): Listar os resultados e os beneficios esperados
(considerando os aspectos social, econémico, ambiental e cientifico) com a execuc¢éo do
projeto.

O presente projeto dara inicio a um programa de melhoramento de linhagens indutoras
de haploidia em milho adaptadas para ambientes tropicais e subtropicais, com diferentes genes
marcadores utilizados na identificacao de individuos haploides na fase de sementes, plantulas e
plantas adultas. O desenvolvimento de linhagens indutoras tropicalizadas préprias, sem a
necessidade de contratos de licenciamento de elevado custo e que ndo permitem o
melhoramento, permitirdA um continuo aprimoramento das linhagens para diferentes
caracteristicas como taxa de inducdo a haploidia, produtividade de sementes, eficiéncia de
marcagdo de haploides, maior coincidéncia de florescimento com as populagfes doadoras
tropicais, resisténcia a doencas e a identificacdo de combinac6es hibridas de indutores para uso
em lotes isolados de inducéo.

A otimizacdo de métodos de duplicacdo cromossdmica com substancias alternativas ao
uso da colchicina é de fundamental importancia para a producdo de DHs, pois devera alcancar
taxas de sucesso de duplicacdo cromossémica semelhantes ao das solugdes com colchicina,
mas com expressiva reducdo dos custos de produtos e riscos para a saude humana e do
ambiente.

A elaboracdo e avaliagdo de ferramentas auxiliares para duplicacdo cromossdmica
deverdo melhorar a eficiéncia do trabalho; promover avangos nas taxas de sobrevivéncia de
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plantulas; fornecer condicdes mais favoraveis de permanéncia das plantulas durante o
tratamento; facilitar o processo de tratamento e lavagem das plantulas tratadas; reduzir
possibilidades de contatos com substancias tdéxicas e aumentar a segura dos trabalhos.

A realizacao deste projeto devera contribuir na gerac@o de conhecimentos que facilitardo
0 acesso a tecnologia de producéo de linhagens DHs e propiciando treinamento e capacitacao
discente e de técnicos da TMG.

9. Previsdo orgcamentaria anual

A previséo orcamentaria anual para a realizacdo do projeto € apresentada a seguir:

Destinagao Valores (R$)
a) Taxa de administracdo da FAUEL 13.480,00
b) Bolsas para a pesquisa 86.400,00

¢) Aquisicdo e manutencdo de equipamentos, infraestrutura, reagentes e
consumiveis utilizados no desenvolvimento das atividades, conforme descritono| 30.000,00

projeto
d) Todo e qualquer servicos de terceiros necessarios a execucao das atividades 4.920,00
Total Anual 134.800,00
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11. Cronograma Financeiro (Projeto TMG-FAUEL)

1°Ano - Valor Total R$ 134.800,00

Parcela Data de Vencimento Valor

01/05 30/margo/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
2°Ano - Valor Total R$ 134.800,00 + INPC Acumulado de mar¢o/2025 a

fevereiro/2026

Parcela Data de Vencimento Valor

01/05 30/marc¢o/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
3°Ano - Valor 2° Ano + INPC Acumulado de marco/2026 a fevereiro/2027

Parcela Data de Vencimento Valor

01/05 30/marco/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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