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INOCENTE, Gabriela. Marcadores AFLP e redes neurais na obtencdo de hibridos
intermediarios. 2020. 62 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

Nos programas de melhoramento genético de milho para reconhecer gendtipos com alto
rendimento de grdos sdo necessarios métodos de selecdo eficiente que identifiqguem as
frequéncias alélicas e complementariedades das linhagens, de modo a maximizar a viabilidade
do vigor hibrido. O uso de linhagens nas gerac@es iniciais de autofecundacdo (S2) tendem a
reduzir o nimero de cruzamentos teste, minimizando tempo e custos além de, apresentar alta
produtividade de grdos e menor sensibilidade as variacGes ambientais. Buscando a otimizacdo
desse processo, o surgimento de marcadores moleculares e ferramentas computacionais garante
a eficiéncia e resultados promissores. Os marcadores moleculares dominantes séo ferramentas
econdmicas e altamente informativos para identificar genotipos associados as caracteristicas de
interesse, ja para 0 modelo de aprendizado de méaquinas Multilayer Perceptron (MLP) é
possivel a classificacdo e reconhecimento de padrbes heterdticos de genoétipos produtivos,
mesmo quando a distribuicdo de probabilidade séo desconhecidas. Além das tecnologias para
identificacGes dos genotipos, o conhecimento meteorologico € fundamental para selecdo do
melhor hibrido intermediario. Nesse contexto, objetiva-se identificar padrdes heteroticos a
partir de Linhagens Parcialmente Endogamicas (S2) por meio de quatro combinagdes de primers
AFLP e comparar com 0s seus respectivos cruzamentos (hibridos intermediarios) em diferentes
ambientes no Estado do Parand. Os resultados obtidos pelos marcadores e os dados
meteoroldgicos de cada ambiente testado, foram inseridos em um modelo de rede neural MLP,
a fim de desenvolver um modelo de classificacdo voltado a selecdo e descarte de gendtipos de
milho, visando alto rendimento de grdos e maximizacdo do ganho genético. Os marcadores
moleculares dominantes AFLP foram eficientes na identificacdo e clusterizacdo dos padrbes
heter6ticos mesmo em estagios de endogamia parcial (S2) e a arquitetura de rede neural
construida também foi eficiente na classificagdo de gendétipos produtivos, visto que, a utilizagédo
conjunta de dados de marcadores moleculares e meteoroldgicos promoveram o aumento da
capacidade preditiva do modelo.

Palavras chave: Zea mays L.; hibridos parcialmente endogamicos; marcadores moleculares
dominantes; redes neurais artificiais.



INOCENTE,Gabriela. AFLP markers and neural networks to obtain intermediate hybrids.
2020. 62 p. Thesis (PhD in Agronomy) — State University of Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

In maize breeding programs to recognize genotypes with high grain yield, efficient selection
methods are needed to identify the allele frequencies and complementarities of the lines, in
order to maximize the viability of the hybrid vigor. The use of lines in the initial generations of
self-fertilization (S2) tends to reduce the number of test crosses, minimizing time and costs,
besides presenting high grain productivity and less sensitivity to environmental variations.
Seeking to optimize this process, the rise of molecular markers and computational tools
guarantees efficiency and promising results. The dominant molecular markers are economical
and highly informative tools to identify genotypes associated with the characteristics of interest,
for the Multilayer Perceptron (MLP) machine learning model, it is possible to classify and
recognize heterotic patterns of productive genotypes, even when the distribution of probability
are unknown. In addition to the technologies for genotype identification, meteorological
knowledge is essential for selecting the best intermediate hybrid. In this context, the objective
is to identify heterotic patterns from Partially Endogamic Lines (S2) by means of four
combinations of AFLP primers and compare with their respective crosses (intermediate
hybrids) in different environments in the State of Parana. The results obtained by the markers
and the meteorological data of each tested environment, were inserted in a model of neural
network MLP, in order to develop a classification model aimed at the selection and disposal of
maize genotypes, aiming high grain yield and maximizing genetic gain. The dominant
molecular markers AFLP were efficient in the identification and clustering of heterotic patterns
even in stages of partial inbreeding (S2) and the built neural network architecture was also
efficient in the classification of productive genotypes since the joint use of molecular marker
and meteorological data promoted the increase in the predictive capacity of the model

Key words: Zea mays L.; partially inbreeding hybrids; dominant molecular markers; artificial
neural networks.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) nos Gltimos anos tem registrado maiores incrementos
na producdo mundial (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA,
2019). No Brasil a produtividade média de milho é de 97 milhdes de toneladas distribuidas em
17 milhdes de hectares (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB,
2019). O aumento da produtividade deve-se ao grande avanco das pesquisas, por meio do
melhoramento genético visando a adaptabilidade e estabilidade dos gendtipos (MORO, 2018).

Em programas de desenvolvimento de hibridos de milho, o melhoramento de
populacBes tem sido reconhecido como uma estratégia importante na obtencdo de linhagens
que resultem em combinac@es hibridas superiores. Isto se deve ao fato de que sucessivos ciclos
de selecdo aumentam gradativamente as frequéncias alélicas dos genes favoraveis na populagédo
(VENCOVSKY, 1987).

Os sucessivos ciclos de selecéo séo etapas que demandam um tempo maior na obtengéo
de linhagens totalmente endogamicas (S7e Sg). Para acelerar esse processo uma das alternativas
é a obtencdo de hibridos intermediérios obtidos por linhagens parcialmente endogamicas na
geragdo Sz e Ss, pois apresentam 75% e 87,5% respectivamente, dos locos em homozigose
(CARVALHO; SOUZA; RAMALHO, 2010).

Diversos estudos apontam vantagens na obtencdo de hibridos intermediarios quando
comparada com hibridos simples como: maior rapidez, menor sensibilidade as variacfes
ambientais e menor interacdo com o ambiente (BARRETO et al. 2012; BERNINI;
PATERNIANI, 2012; PRADO et al. 2013; KAGE et al. 2013; MIURA et al. 2014; RIGON,
CAPUANI; RIGON, 2015; RAMIREZ; CARBALLO; AGUILAR, 2016; BEYENE et al.
2017).

O conhecimento prévio da diversidade do germoplasma e a boa capacidade geral de
combinacdo (CGC) dos genitores, sdo fatores cruciais para o planejamento da producao de
hibridos e conservacdo da variabilidade genética (SINGH et al. 2015; MENDOZA; NOLDIN,
2016), visto que, a identificacdo prévia das frequéncias alélicas auxilia na selecdo dos
cruzamentos em campo e aumenta a probabilidade de maximizacéo do vigor hibrido.

Mediante o exposto, os marcadores moleculares dominantes como AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) sdo ferramentas robustas que tém se mostrado eficientes e
altamente informativos para estimar distancia genética entre genotipos, a fim de obter a heterose
(WU et al. 2019; MOSAFA et al. 2020; GIORDANI et al. 2019).

As principais vantagens da técnica de AFLP incluem o grande niamero de polimorfismos



por reacdo, isto €, explora variacdo ao longo de todo o genoma sem a necessidade de
conhecimento prévio do genoma e baixo custo para execucdo (WU et al. 2019). Bespalhok,
Guerra e Oliveira (2017) afirmam que as informacdes obtidas pelos marcadores moleculares
combinado com avaliagdes dos gendtipos em campo amplia a eficacia na identificacdo de
padrdes heteréticos de linhagens em fases iniciais (Sz).

Com o proposito de acelerar a eficiéncia das informacdes genéticas dos genotipos em
teste nos programas de melhoramento genético, os modelos de aprendizado de maquinas
computacionais tém ganhado notoriedade. As Redes Neurais Artificiais (RNAS) séo
constituidos por neurdnios artificiais interconectados que apresentam retropropagacao
combinada e reconhecem padrdes que contribuem na tomada de decisdo em situacfes pré-
determinadas (SHANMUGATHAN, 2016)

Atualmente, varias arquiteturas computacionais estdo disponiveis nas RNAs, porém
diversos estudos tém utilizado o modelo multilayer perceptron (MLP) na area de melhoramento
genético em plantas e garantem eficiéncia do método (AZODI et al. 2019; JIANG et al. 2020;
PARMLEY et al. 2019). Esse modelo ¢é constituido por mais de um perceptron e a rede €
supervisionada pelo algoritmo de retropropagacao, ou seja, o proprio treinamento da rede ajusta
0s pesos e de bias para obtencdo do minimo erro possivel (ABRISHAMI, SEPASKHAH,
SHAHROKHNIA, 2019).

Na arquitetura do modelo MLP ¢ possivel incluir dados diversificados como
caracteristicas  quantitativas e/ou  qualitativas, marcadores moleculares, dados
agrometeorologicos, sensores, imagens entre outros na camada de entrada. Ja as informacdes
obtidas na camada de saida podem ser classificadas no intuito de auxiliar na escolha de
materiais, entre essas duas camadas encontram-se as camadas intermediarias ou camadas
ocultas (FALK et al. 2020). Entretanto com a finalidade de se estimar genotipos de milho
produtivos além dos dados obtidos em campo, as informac6es moleculares e meteorologicas
aplicadas no modelo MLP séo ideias para acuracia de selecdo dos gendétipos (LANA et al.
2017).

Assim, o presente estudo teve como objetivo identificar padrbes heteroticos em grupos
divergentes de linhagens parcialmente endogamicas e suas aplicacbes na composicdo de
hibridos intermediarios de interesse agrondmico por meio de marcadores moleculares
dominantes e os dados agrometeorolédgicos obter um padrdo de classificacdo ou descarte de
gendtipos com foco em rendimento de grdos por meio de um modelo de redes neurais

multicamadas treinadas .



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERIAS DA CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) é o cereal de maior volume de producdo do mundo, com
aproximadamente 1 bilhdo de toneladas obtidos na safra 2019/2020, conforme o relatério do
USDA (United States Department of Agriculture). O Brasil é considerado o terceiro maior
produtor de grdos de milho do mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos e China,
conforme a Figura 1 (USDA, 2019).
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= México
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Fonte: FORMIGONI, 1. 2018.
Figura 1. Producédo de milho por pais

Segundo o USDA (2019) o consumo mundial de milho devera aumentar nos proximos
anos, visto que, seu destino principal € a producao de racdo para o uso animal. Porém o destino
do milho abrange diversos segmentos como inddstria, alimenticias, farmacéuticas e até na
producdo de etanol. No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
divulgou as projecdes do agronegocio e o destino da producdo de milho produzido na safra
2018/2019 a qual teve sua demanda voltada para consumo animal (51%), exportagdo (31%),
consumo industrial (9%), consumo humano (2%), perdas (2%) e produgéo de semente (0,5%)
e outros (4,5%).

Hoje em dia, a cultura de milho no Brasil representa aproximadamente 17 milhdes de



hectares plantada com produtividade média de 98 milhGes de toneladas distribuida em todo o
territorio brasileiro, sendo cultivado em dois periodos denominados primeira e segunda safra.
Conforme a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a safra 2018/2019 apresentou
uma variacao positiva de 3,8% em area planta e 17,5% em produtividade quando comparada
com a safra 2017/2018.

No Brasil a produtividade de milho se concentra nos estados do Mato Grosso e Parana
com 32% e 17% respectivamente, e conforme as estimativas publicadas pela CONAB (2019) a
cada safra esses estados apresentam uma variacdo positiva baixa em relacdo a area plantada
(2,7% e 0,9% respectivamente) e uma variagdo positiva alta para produtividade (4,9% e 7,8%
respectivamente). Esse aumento produtivo € necessario para suprir a demanda da cadeia
produtora de proteina animal, principalmente, as oriundas de aves e suinos (DERAL, 2018).

Outro aspecto relevante quanto ao aumento da produtividade de milho se deve as ao
avanco no melhoramento genético das plantas, aumento da adubacdo, modernizacdo dos
maquinarios agricolas, utilizacdo da irrigacdo e aprimoramento na agricultura de precisao
(VIAN et al. 2016).

2.2 MELHORAMENTO GENETICO EM MILHO

O milho € considerado a espécie vegetal mais estudada, devido aos inumeros métodos
de melhoramento genético em plantas alogamas terem sido iniciados na cultura do milho
(PATERNIANI; BERNINI, 2012). A espécie Zea mays L. € classificada como politipica, pois
é cultivada em todos continentes devido ao grande nimero de genotipos adaptados (Fornasieri
Filho, 2007).

Os primeiros relatos do melhoramento genético na cultura do milho, iniciou de forma
incosciente na selecdo de caracteristicas favoraveis, quando o homem deixou de ser némade.
Conforme Borém (1998) o melhoramento de plantas é “A arte ¢ a ciéncia que visam as
modificacbes génicas das plantas para tornéd-las mais uteis ao homem”. Nesse sentido, 0
sucessivo plantio de plantas com caracteristicas desejaveis provocou mudancas nas frequéncias
génicas, mas somente ap6s a teoria de Mendel o aprimoramento do melhoramento genético
progrediu.

O melhoramento genético desempenha um papel preponderante no desenvolvimento das
plantas de importancia para 0 homem, pois permite obter maior produtividade, uniformidade
das plantas, adaptacdo a novos ambientes, qualidades nutricionais especificas, resisténcia a

doengas e pragas, entre outros (MORO, 2018). Segundo Artuzo et al. (2019) o aumento da



produtividade na cultura do milho é resultado do nivel tecnolégico como plantio direto, manejo,
tecnologia de precisdo e as diversas caracteristicas favoraveis selecionadas por meio do
melhoramento de plantas.

Para obter cultivares de alta performance, programas de melhoramento genético de
milho utilizam o melhoramento classico para cruzamento dos gendtipos testados, uma vez que,
o milho é uma espécie aldgama ou seja, ndo transfere seu genotipo para geragdo seguinte mas
sim seus alelos. (HALLAUER; CARENA; MIRANDA FILHO, 2010). Assim, por meio de
experimentos com repeticdes, classificacdo e selecdo dos gendtipos desejaveis os gendtipos da
populacdo desejavel sdo fixados (BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006).

Atualmente, os programas de melhoramento de milho enfrentam consequéncias do uso
frequente de cultivares de polinizacdo aberta, motivo esse, que reduziu a variabilidade genética
das populacdes base limitando o ganho genético. A fim de eliminar essas perdas 0s programas
visam ampliar a base genética e reduzir a vulnerabilidade genética para obter ganhos de selecéo.
(ANDRADE, 2015). No contexto de se ampliar a base genética das fontes de extracdo de
linhagens, estdo envolvidos os processos de obtencdo de novas populagdes que consistem em
gendtipos com locos homozigotos e heterozigotos, em que as estruturas genéticas dependem
das frequéncias alélicas (MORO, 2018)

Para obter novas populacdes ou linhagens, Nass e Nishikawa (2001) afirmam que deve-
se iniciar um processo denominado pré-melhoramento que consiste em:

e Sintese de novas populacdes base;

e ldentificacdo de genes potencialmente Uteis;

e |dentificacGes de novos padrdes heteroticos;

e  Melhor conhecimento dos acessos per se e em cruzamentos;

e Maior quantidade de informac6es sobre 0 acessos;

e Auxilio no estabelecimento de colecBes nucleares (core collections)

Para antecipar esses processos de pré-melhoramento dos programas, o uso da
biotecnologia tém se tornado uma ferramenta imprescindivel. A utilizacdo de técnicas
moleculares e modelos genético estatisticos ligados a genes de interesse, proporcionam uma
selecdo 4gil, aumentando a probabilidade de obtencéo de gendtipos superiores (GUIMARAES
et al. 2018). Essa ferramenta molecular também possibilita estimar dentro de um grupo
heterdtico a divergéncia das linhagens em teste, promovendo a reducdo de cruzamentos em
campo (CARENA,; BARI, 2018).

De acordo com Sinimbu (2015) a identificacdo de grupos heteroticos na populagéo base,



seja por marcadores moleculares ou outras ferramentas, proporciona a obtencao de hibridos de
alta performance como maior produtividade, resisténcia a estresses bidticos e abidticos,

adaptacdes a novos ambientes, menor tombamento e quebramento de plantas, entre outros.

2.3 HIBRIDACAO

As primeiras observacdes e descri¢des de hibridacdo em espécies vegetais foi relatada
por Koelreuter (1766), Knight (1799) e Gartner (1849). Entretanto, Darwin em 1877, além de
observar os efeitos de hibridagdo em plantas, conduziu experimentos comparando plantas
autofecundadas com plantas cruzadas de milho e verificou o vigor hibrido, concluindo a
superioridade das plantas obtidas da hibridacdo e perda de vigor em sucessivas autofecundacoes
com base nos efeitos fenotipicos (GOULET; RODA; HOPKINS, 2017).

Ap0s esses relatos, Beal em meados de 1880, cruzou variedades de polinizagdo aberta
de milho, observando a superioridade do hibrido em relacdo aos pais (KAPOOR; LATA;
SHARMA, 2014), os mesmos resultados também foram obtidos por Sanborn (1890), McClure
(1892), Morrow e Gardner (1893) e Willard, Weber e Clothier (1901).

A exploracgéo dos hibridos para uso comercial teve inicio em 1909 por East e Shull, que
relataram a perda de vigor das plantas quando essas passavam por sucessivas autofecundacdes
quando cruzadas entre si e o desempenho do hibrido superava a média da populacéo original.
Shull conceituou heterose para os cruzamentos entre linhagens divergentes que apresentavam
filhos com melhor desempenho do que a média de seus pais e endogamia para acasalamentos
entre individuos aparentados (BERLAN, 2018). Entretanto, Shull, com esses novos conceitos,
estipulou a necessidade da aquisicdo anual de sementes de milho, pois observou que ao cruzar
linhagens aparentadas as sementes apresentavam perda de vigor devido a ocorréncia da
depressdo endogamica (HALLAUER; CARENA; MIRANDA FILHO, 2010).

A grande dificuldade de colocar em préatica a hibridacdo era a manutencédo e a baixa
produtividade das linhagens, pois 0s custos inviabilizavam a producdo de sementes. Assim,
Jones em 1918, solucionou este problema com a producdo de hibridos duplos, com boa
aceitacdo agrondmica viabilizando a comercializacdo (SOUZA, 2018).

O primeiro milho hibrido comercializado, foi obtido no inicio da década de 1930, por
meio dos experimentos de East e Shull, nos Estados Unidos, que foram substituindo
gradativamente as variedades de polinizacdo aberta (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA,
2018). Ja no Brasil, os primeiros estudos com hibridos tiveram inicio na década de 1930,

desenvolvendo cultivares mais adaptados as condi¢des climaticas do pais e no ano de 1939 o
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Instituto Agronémico de Campinas (IAC) foi pioneiro na comercializacdo de hibridos
(SINIMBU, 2015).

Segundo Guimarées et al. (2018) a heterose tem sido altamente explorada nos programas
de melhoramento de milho, identificando os genitores contrastantes e genes responsaveis pelas
caracteristicas ou complementariedades. Os genitores sdo populagdes divergentes que servirdo
de base para o desenvolvimento de linhagens endogamicas, que posteriormente serdo
empregadas em cruzamentos (SILVA; MIRANDA, 2003).

As caracteristicas dos hibridos que podem ser sintetizados foram relacionadas por Souza
(2018) e séo descritos a seguir:

Top-cross: as linhagens deste cruzamento podem ser de base genética ampla ou estreita.
Esse tipo de hibrido é utilizado nos programas de avaliacdo de linhagens para utilizacdo em
hibrido;

Hibrido simples: Caracteriza-se por sua uniformidade e maior potencial produtivo, a
semente tem um custo de producdo mais elevado, devido a baixa produtividade da linhagem
endogamica utilizada como fémea;

Hibrido simples modificado: Esse procedimento diminui o custo de producdo de
sementes, pois 0 genitor feminino apresenta um certo vigor que é manifestado em maior
producéo;

Hibrido Triplo: A linhagem polinizadora deve ser vigorosa, com grande quantidade de
polen, visto que, sera intercalada ao hibrido, para garantir grdos satisfatorios nas linhas
femininas;

Hibrido Duplo: Envolve quatro linhagens endogamicas, apresentando menor
vulnerabilidade e baixo custo da semente;

Hibrido intervarietal: Utiliza a heterose sem a necessidade da obtencdo de linhagens,
apresentam uma maior capacidade de adaptacdo devido a maior variabilidade genética em
relacdo aos hibridos de linhagens. As geracdes avancadas podem ser utilizadas como populacao
base para o melhoramento interpopulacional.

A Tabela 1 apresenta os tipos de obtencdo de hibridos e seus respectivos cruzamentos
(BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006):

Tabela 1. Tipo de hibridos e seus respectivos cruzamento

Tipos de hibridos Cruzamentos envolvidos

Top-cross Variedade x Linhagem
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(Continuacgéo)

Tipos de hibridos Cruzamentos envolvidos
Hibrido simples (HS) Linhagem (A)x Linhagem (B)
Hibrido simples modificado (AxA’) x B ou (AxA’) x (BxB’)
Hibrido triplo (HS) x Linhagem (C)

Hibrido duplo (HS) x (HS)
Hibrido multiplo (HS) x (HS) x (HS) x (HS)
Hibrido intervarietal Variedade A x Variedade B

Além dos hibridos detalhados da Tabela 1, ha os hibridos intermediarios obtidos de

linhagens com endogamia parcial (0O<F<1), que serdo detalhados no préximo tépico.

2.4 HiBRIDOS DE LINHAGENS PARCIALMENTE ENDOGAMICAS

Para obter um hibrido completamente endogamico, as populacGes bases sdo submetidas
a sucessivas autofecundagdes até obter linhagens homozigoticas ou puras, geralmente ocorre
na sétima e oitava geracéo de autofecundagao (S7 e Sg) com a frequéncia em homozigose de
99,22% e 99,61% respectivamente. Hoje em dia, os hibridos comerciais de milho mais
utilizados séo os hibridos simples, pois sdo resultantes de duas linhas puras e possui maior
potencial produtivo, em contrapartida, apresentam maior custo das sementes e suscetibilidade
em ambientes que apresentam condi¢fes de estresses bidticos ou abidticos (GAYOSSO-
BARRAGAN et al. 2020; SOUZA et al. 2013).

Diante do exposto, o uso de linhagens parcialmente endogamicas surge como uma
alternativa promissora, por ndo ser necessario a conducdo a homozigose completa (S7 e Sg),
diminuindo o valor da semente hibrida e apresentar maior resisténcia quanto as oscilacdes
climaticas quando comparada com hibrido simples (RAMIREZ; CARBALLO; AGUIAR,
2016). Além da diminuicdo do valor das sementes, as linhagens parcialmente endogamicas
diminuem os problemas relacionados a depressdo por endogamia, vigor e queda de
produtividade, que ocorre devido as sucessivas geracdes de autofecundacdo (SOUZA JR.,
2001).

Os pioneiros no estudo de hibridos intermediarios Carlone e Russel (1998) apontam que
linhagens S, apresentam maior produtividade do que as obtidas por linhagens completamente

endogdmicas, além de ser realizado com maior rapidez, obter maior resisténcia as variagdes
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ambientais adversas e menor interagdo gendtipo por ambiente. O uso das progénies
endogédmicas (S1 ou S2) é uma alternativa no melhoramento de populac@es para caracteres de
baixa herdabilidade, uma vez que a endogamia aumenta a variancia genética entre progénies e
conduz ao aumento esperado por selecdo (PARTENIANI; MIRANDA FILHO, 1987).

Conforme, Araujo e Paterniani (1999) a progénie S; apresenta % da variéncia aditiva
entre progénie e ¥ dentro da progénie. Sendo bom indicador para populagcfes que ja estdo em
selecdo e nas populacdes que ja apresentam reducdo na variancia genética aditiva para 0s
caracteres selecionados.

Para obter um bom hibrido intermediario, proveniente de linhagens parcialmente
endogamicas, os genitores devem apresentar boa capacidade geral de combinacdo (CGC), além
disso, o conhecimento da diversidade do germoplasma é crucial para o planejamento da
producéo de hibridos e conservacgéo da variabilidade genética. A CGC é o resultado de um dado
genotipo produzir progénies com comportamento vantajoso quando cruzado com um conjunto
de genitores divergentes, a caracterizacao das linhagens envolvidas no cruzamento é relevante
pois estd associada a genes de efeito aditivo (MEIRELLES, 2009; MURTADHA; ARIYO;
ALGHAMDI, 2018). Conforme Bueno et al. (2006) a CGC de uma linhagem varia conforme a
constituicdo genética do testador, o que pode resultar em cruzamentos com efeitos de
dominancia.

Outra pratica de combinacdo complementar a CGC, é a capacidade especifica de
combinacdo (CEC) que se refere a uma combinacdo especifica, podendo mudar o
comportamento esperado com base na CGC. A CEC se associa a genes de efeito ndo aditivo
conhecido como dominancia e epistasia (PATERNIANI et al. 2008).

Diversos estudos com geracgdes S, de milho, onde os gendtipos apresentam frequéncia
homozigota de 75%, apontaram boa performance em cruzamentos e bom desempenho per se
(CARVALHO, 2004; BARRETO et al. 2012; PRADO et al. 2013; GONCALVES; DAVIDE
2013; MIURA et al. 2014; GARBUGLIO; ARAUJO 2015; JUNIOR et al. 2017;
PALAPARTHI; WALLI, 2019).

Os resultados obtidos por meio de 90 progénies S obtidos de duas populagdes de milho
(BR 106 e IAPAR 26) em trés locais (Londrina-PR; Ponta Grossa-PR; Rio Verde-GO) foi
altamente eficiente para a obtencdo de hibridos de alta produtividade, superando a média das
testemunhas e dos parentais, representando um ganho de 4 a 5 anos no desenvolvimento quando
comparado a obtencdo de hibridos duplos ou triplos originados de linhagens totalmente
endogamicas (GARBUGLIO; ARAUJO, 2004).

De acordo com Carvalho, Souza e Ribeiro (2003), foi observado que hibridos



13

intermediarios, obtidos por meio de linhagens S, apresentaram um potencial produtivo de 17%
maior que as testemunhas e para as varaveis altura de plantas e espigas foram semelhantes,
inferindo que os hibridos sdo vantajosos e tém capacidade de substituir hibridos comerciais.

Também foram realizados estudos com linhagens parcialmente endogamicas (Sz) em
regides no Mexico, a fim de obter hibridos intermediarios em curto prazo, baixo valor da
semente e adaptado ao clima chuvoso da regido. Foram obtidas 174 sementes hibridas que
posteriormente foram tratadas com campo magnético e tiveram acréscimo de 10 a 47% de
germinacdo quando comparadas com sementes nao tratadas, incentivando o uso de hibridos
intermediarios de milho e visando o aumento da renda dos produtores com baixa tecnologia
mesmo situados em ambientes adversos ao desenvolvimento da cultura de milho, como é o caso
da regido em teste (RAMIREZ; CARBALLO; AGUILAR, 2016).

A fim de avaliar o potencial de linhagens Sy, Junior et al. (2017) utilizaram uma
linhagem-elite como testador nos cruzamentos topcrosses resultando em 108 hibridos
intermediarios em dois locais no Parana (Guarapuava e Candoi) e dois em Minas Gerais
(Paracatu e Guarda-Mor). Os hibridos intermediarios apresentaram boa produtividade de gréos
e estabilidade nos quatro ambientes, quando comparados com treze hibridos comerciais.

Conforme, Silva et al. (2017) foram observados que hibridos intermediarios resultantes
de linhagens parcialmente endogamicas S; apresentaram alto potencial genético, desempenho e
estabilidade dos materiais, concluindo que linhagens parcialmente endogamicas sdo fontes
promissoras e econdmicas para obtencéo de hibridos.

Por este motivo, o uso de linhagens S; além de apresentar uma boa combinagdo nos
cruzamentos de milho resulta em hibridos com menor sensibilidade as variagdes ambientais,

sendo uma fonte promissora para programas de melhoramento e rentavel para os produtores.

2.5 MARCADORES MOLECULARES NO MELHORAMENTO DE MILHO

Os marcadores moleculares sdo ferramentas de grande potencial no melhoramento de
plantas que auxilia na identificacdo de genotipos superiores em uma populacdo segregante
(BUSANELLO, 2016). Conforme Grattapaglia (2001) a introducdo de técnicas da genética
molecular permite a identificacdo, caracterizacdo e mapeamento genético em um menor
intervalo de tempo com maior seguranca e eficiéncia, além de estimar a divergéncia genética
entre 0s genitores e assim predizer com precisdo o desempenho da progénie.

Em meados de 1980, o primeiro marcador baseado em hibridagéo foi o marcador de

Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP). Esse marcador é
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codominante e baseia-se na utilizagdo de uma ou mais enzimas de restrigdo para o corte
especificos da sequéncia de DNA, porém é uma técnica demorada, oneroso, exige uma sonda
especifica para hibridacdo e alta quantidade e qualidade do DNA (CAIXETA; FERRAO;
ZAMBOLIM, 2013).

Apos o desenvolvimento da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR), foi possivel
obter a sintese enzimatica de milhGes de cdpias de um segmento especifico de DNA,
revolucionando as técnicas de biologia molecular. O uso da PCR em analises genéticas permite
uma melhor compreensdo de processos de especiacdo, padrbes de biogeografia em nivel da
espécie, bem como a estrutura genética de populacdes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

O desenvolvimento da ciéncia gendmica e do melhoramento genético molecular se deve
ao desenvolvimento de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma, mapas genéticos,
automacao no sequenciamento de DNA e o aperfeicoamento da bioinformatica (NADEEN et
al. 2018)

Segundo, Borém e Caixeta (2009) a selecédo assistida por marcadores moleculares no
melhoramento genético se tornou uma ferramenta eficiente na transferéncia de alelos
favoraveis. Para as caracteristicas desejaveis em cada programa de melhoramento tém sido
desenvolvidos marcadores moleculares ligados a essas caracteristicas, permitindo a selecéo
indireta em geracdes segregantes precoces (OSEI et al. 2018; NADEEN et al. 2018)

Conforme os estudos de Ferreira e Grattapaglia (1998), Frederizzi (1998), Ahmad et al.
(2017) e Sharma e Sharma (2018) os marcadores moleculares apresentam inumeras aplicacfes

nos programas de melhoramento, destacando:

o Identificacdes de parentais;

o Protecédo dos direitos do melhorista;

o Alocacdo de linhagens em grupos heteroticos;

o Teste de pureza de linhagens e hibridos;

o Mapeamento de caracteres qualitativos e quantitativos;
o Avaliacdo de Germoplasma (diversidade, classificacao, filogenia);
o Introgressao de genes especificos;

o Pirimidizacdo de genes;

o Selecdo em geracdo precoce;

. Recuperacao do parental recorrente;

o Manejo de genes

Segundo, Borém e Miranda (2013) os marcadores moleculares podem ser usados na
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cultura do milho para avaliar a variabilidade genética, obter a predicdo de heterose com objetivo
de selecionar genitores e hibridos adequados e diminuir o tempo de selecdo em campo. O uso
dos marcadores moleculares nos programas de melhoramento classico de milho, além de
reduzir o tempo na escolha de genitores proporciona melhoria no planejamento dos futuros
cruzamentos (VETTORAZI, 2016).

No intuito de predigdo de hibridos com uso de marcadores moleculares, devem ser
considerado: forte efeito de dominancia; correlacdo negativa das frequéncias alélicas nos locos
individuais das linhagens parentais; caracteres de alta herdabilidade; estreito intervalo de
variacdo das médias de frequéncias dos alelos parentais; pelo menos 30 a 50% dos QTLs devem
estar ligados aos marcadores moleculares (BERNARDO, 1992).

Nos estudos genéticos de plantas, ha varios marcadores de DNA: RFLP (Restriction
Fragment Lenghth Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphism) AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSRs (Simple Sequence Repeats) e, mais
recentemente, os SNPs (Single Nucleotide Polymorfism ou Polimorfismo de Base Unica). Para
a escolha do marcador molecular adequado deve levar em consideracdo o desenvolvimento da
técnica utilizada, avaliagcdo e interpretacdo eficaz dos dados e analise dos dados (AMOM,;
NONGDAM, 2017).

Para estimar divergéncia entre linhagens de milho o uso de marcadores moleculares tem
sido uma estratégia para minimizar as dificuldades de avaliagdo em campo, sendo uma delas o
grande nimero de cruzamentos possiveis para a predicdo do desempenho de hibridos a fim de
obter grupos heterdticos elite e hibridos produtivos (PATERNIANI et al. 2008).

A distancia geneética entre linhagens também pode ser estimada por marcadores
moleculares. Falconer (1981) descreveu que a correlacdo entre divergéncia genética e heterose
é positiva, pois conforme a teoria da genética quantitativa em qualquer grau de dominancia
superior (>0) a heterose é uma funcédo da frequéncia alélica entre os genitores.

Nesse contexto, a distancia genética entre linhagens de milho vém sendo muito utilizada
em programas de melhoramento, alocando grupos heteroticos (diferenca na frequéncia de alelos
das populacgdes) e realizando a predicdo de cruzamentos superiores (XIA et al. 2005; LEGESSE
et. al. 2008; GRASSI et al. 2015; BEYENE et al. 2017, SHARMA; KUMAR, 2018).

2.6 MARCADORES AFLP

A técnica AFLP, segundo Vos et al. (1995), tem como base a amplificagdo seletiva por

PCR de fragmentos de restricdo derivados de uma digestdo total do DNA gendmico,
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promovendo poderosa técnica de DNA fingerprinting para DNA de qualquer origem ou
complexidade. Essa técnica envolve quatro etapas:

1- Clivagem do DNA gendmico com duas enzimas de restri¢do, uma de corte raro
e outra de corte frequente;

2- Ligacdo de adaptadores, que servem como sitios para o0 anelamento de primers
e amplificacdo via PCR;

3- Etapas de PCR que consistem em uma selecdo dos fragmentos amplificados, e
divide em pré-seletivo (com primers contendo apenas um nucleotideo arbitrario adicional na
extremidade 3’ do adaptador), e seletivo (com primers contendo outros dois nucleotideos
arbitrérios adicionais, totalizando trés);

4- Anélise do subconjunto de fragmentos amplificados por eletroforese em gel de
poliacrilamida ou em equipamentos automatizados por eletroforese capilar (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA 1998; CAIXETA; FERRAO e ZAMBOLIM, 2013).

Dentre as tecnologias de marcadores moleculares, o0 marcador AFLP se destaca dos
demais pois apresenta inumeros marcadores analisados simultaneamente em uma Unica corrida
eletroforética, ou seja, alto indice multiplex o que fornece grande numero de fragmentos
observados nas avaliacbes. Porém, apesar da vantagem de deteccdo de alta taxa de
polimorfismo, o aparecimento de equivoco na interpretacdo das analises é comum, portanto, é
necessario que sejam considerados os picos e bandas que sejam claros e de facil visualizacao.
Assim, fragmentos de dificil avaliacdo ou conflitantes devem ser preteridos (CAIXETA;
FERRAO e ZAMBOLIM, 2013).

O AFLP é considerado uma técnica eficiente para estimar a diversidade e distancia
genetica em milho associados com predicdo de hibridos, conforme estudos comparativos (QI et
al. 2010; MOLIN et al., 2013; ROY; KIM, 2016; GIORDANI et al. 2019).

Essa técnica também constitui estudos relacionados a condicBes ambientais e
diversidade genética (MAKUMBI et al. 2011), detectar introgressdes genéticas (TSEHAYE et
al. 2016; RITTE et al. 2018) e construir mapas de ligacbes genético (VUYLSTEKE et al. 1999;
SU et al. 2017; GIORDANI et al., 2019).

As principais vantagens dos marcadores moleculares AFLP incluem o baixo custo para
execucdo e o grande nimero de polimorfismos por reacdo, sem a necessidade de conhecimento
prévio do genoma. Também € caracteristico da técnica de AFLP, gerar marcadores espécie-
especificos, capazes de identificar espécies relacionadas distinguindo-as umas das outras e
ainda, caracterizar geneticamente cultivares de uma mesma espécie (BRAMMER, 2000; ROY;
KIM, 2017).
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Qi et al. (2010) avaliaram a distancia genetica de 36 hibridos provenientes de um
cruzamento dialelico com nove linhas puras de milho. A divergéncia genética foi estimada por
marcadores moleculares AFLP e comparada com heterose em campo, apresentando uma
correlagdo moderada (0,4096). O marcador AFLP tem alto polimorfismo e pode ser usado para
detectar divergéncia genética e identificar cruzamentos entre linhagens com valores positivos
para Capacidade Geral de Combinagdo (CGC) e heterose.

A variabilidade genética na cultura do milho é imprescindivel para obter materiais
produtivos, desse modo, Molin et al. (2013) avaliou a distancia genética de 48 variedades de
milho no Parana e Rio Grande do Sul, com trés marcadores moleculares (AFLP, SSR e RADP).
O resultado identificou alta variabilidade entre os materiais, independente do marcador
utilizado, entretanto, o marcador AFLP foi mais eficiente por apresentar maior nimero de
fragmentos polimorficos em relagédo aos outros marcadores testados.

Segundo, Giordani et al. (2019) ao analisarem 145 acessos de germoplasma de linhagens
de milho testaram evidéncias preliminares de associagdo entre a doenca ferrugem polisora
(Puccinia polysora) que € causadora de perdas significativas na producéo e marcadores AFLP.
O estudo detectou a existéncia de trés marcadores AFLP que esta associado a resposta do milho

em relacdo a ferrugem, corroborando com a alta eficiéncia da téecnica AFLP.

2.7 INTELIGENCIA ARTIFICIAL

A populacdo mundial devera crescer cerca de 33% nas proximas década, atingindo
quase 10 bilhdes de habitantes em 2050, de acordo com dados da FAO (2019), esse incremento
populacional devera impactar principalmente nos recursos finitos, entre eles 0 aumento da
demanda de alimentos.

Com esse impacto, até 2050 serdo necessarios aumentar a producédo dos alimentos em
70% da producdo atual, visto que, 0 uso de recursos para producdo como energia, fertilizante e
pesticida deverdo ser reduzido, caminhando para uma agricultura sustentavel (FAO, 2019).
Essas modificacGes no setor agricola vém empregando novas tecnologias, entre elas, o uso
computacional uma ferramenta promissora e benéfica para a agricultura.

Com o avanco das transformacdes agricolas, o conhecimento das mudancas climaticas
é de extrema importancia, principalmente no desenvolvimento de novas variedades com maior
estabilidade de producdo. (CECCARELLI et al. 2010; LANA et al. 2017). Porém, para
desenvolver genotipos ideais em condicGes climéticas divergentes, tém se notado uma maior

frequéncia no uso de Inteligéncia Artificial (1A).
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Conforme Jha et al. (2019) a IA é uma ferramenta computacional que indica a melhor
decisdo a ser tomada em uma determinada situacdo por meio de algoritmos. Esse método
consiste em treinar uma rede computacional, com a inclusdo de dados, e torna-lo automatizado.
Assim, a rede com experiéncias acumuladas, forma uma habilidade cognitiva semelhante ao do
ser humano.

Entende-se que, a inteligéncia artificial e seu ramo de Machine learning (ML), tém
proporcionado avangos significativos em diversos ramos de atuacdo de forma eficiente. Os
modelos de Redes Neurais Artificiais (RNAs), derivados da ML, estdo sendo aplicada de forma
eficaz no contexto do melhoramento genético de milho, pois reconhecem padr@es e apresentam
retropropagacdo combinada através de neurdnios artificias interconectados (GARCIA-
MARTINEZ et al. 2020).

Segundo An et al. (2019), ao avaliar genotipos de milho tolerantes a estresse por seca
através de redes convolucionais, observaram 98,14% e 96% na acuracia do modelo para
identificacdo e classificacdo dos genotipos respectivamente. J& Qin et al. (2018) buscaram
explorar a predicdo da taxa 6tima de nitrogénio para milho com a aplicacdo das metodologias
de ML, foram utilizados dados de 47 experimentos da regido americana produtora de milho
(Corn Belt) e observaram que a melhoria nas estimativas de época, solo e status hidrologico
parecem ser essenciais para o sucesso na modelagem da demanda de nitrogénio pela cultura do

milho.

2.8 MULTILAYER PERCEPTRON

A rede neural multilayer perceptron (MLP) é uma das arquiteturas mais importante
disponiveis dentro das redes neurais artificiais (RNASs), pois € um modelo de aprendizado
profundo envolvendo mais de uma camada capaz de resolver problemas complexos. Conforme
Batista (2012) esse modelo € composto por camadas de neurdnios denominadas: entrada,

intermediarias ou ocultas e saida conforme a Figura 2.
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Figura 2. Representacdo de uma rede neural multilayer perceptron

Fonte: ABEL, F. 2016

As arquiteturas das MLP sdo classificadas como supervisionada, ou seja, 0 modelo
aprende os valores ideais de pesos e bias pelo algoritmo de retropropagacdo (error back-
propagation) com objetivo de ajuste de parametro e reduzir erros. Apds o aprendizado €
possivel inserir novos dados na camada de entrada a fim de observar a resposta expressa na
camada de saida (OLIVEIRA, 2019).

Para o treinamento da rede MLP é utilizado o algoritmo chave backpropagation que €
denominado de “diferenciagdo no modo reverso” (STORM et al. 2019), isto €, 0 modelo € capaz
de ajustar os parametros a medida que o fluxo de sinal se move entre as camadas em uma
constante ida e volta, até que o erro ndo possa mais ser reduzido, esse processo é conhecido

como convergéncia (UECE, 2017).

As MLP estdo presentes em diversas areas para resolucdo de problemas das mais
variadas vertentes, como a area médica (WANG et al. 2018), econdmica (ALAMEER et al.
2019), industrial (SJARIF et al. 2020), bioldgica (ZYKOVA et al. 2020), agricultura
(PARMLEY et al. 2019), entre outras.

Atualmente, no campo de melhoramento genético os trabalhos envolvendo MLP ainda
sdo incipientes, porém as pesquisa mostram eficiéncia do modelo em estimar valores genéticos
(SILVA et al. 2016), avaliar diversidade genética (JIANG et al. 2020), identificar gendtipos
superiores (PARMLEY et al. 2019) e selecdo gendmica (GONZALEZ-CAMACHO et al.
2018). Os métodos de MLP no melhoramento otimiza e garante avan¢os quanto aos ganhos
genéticos em novas linhagens parentais, hibridos ou variedades comerciais para diferentes

caracteristicas de interesse, principalmente produtividade.
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Diversos estudos apontam que o0 ganho genético por meio de treinamento
supervisionado tem maior acuracia quando € utilizado um maior conjunto de dados, sejam eles,
caracteristicas quantitativas e/ou qualitativas, marcadores moleculares e até dados
meteorol6gicos (FALK et. 2020; PARMLEY et al. 2019). Em programas de melhoramento
genético em milho a predicéo, classificacdo de genétipos de alta performance e identificacdo
de grupos heter6ticos sdo essenciais para o sucesso (MEENA et al. 2017).

Nesse sentido, o desenvolvimento de um modelo de MLP no intuito de classificagéo
para selecdo ou descarte de gendtipos com alto rendimento de gréos € imprescindivel para
ganhos genéticos em um determinado pool genético.
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3. ARTIGO A - AGRUPAMENTO E SELECAO DE LINHAGENS PARCIALMENTE
ENDOGAMICAS DE MILHO COM O USO DE MARCADORES AFLP

Resumo

Os programas de melhoramento de milho atualmente sdo pautados pela busca de gendtipos
superiores no menor espaco de tempo possivel. Nesse sentido, informacbes de linhagens
relativas a capacidade de combinacdo ainda em estagios de endogamia parcial podem acelerar
0 processo de obtencdo de hibridos superiores, bem como aumentar a probabilidade de
maximizacao da heterose ou vigor hibrido quando em cruzamentos. Esse direcionamento dos
processos de selecdo ou descarte podem ser intermediados por marcadores moleculares no
sentido de auxiliar a identificacdo dos grupos ou padrfes heteroticos. Assim, o presente trabalho
buscou acessar informacOes relativas aos padrGes heterdticos em grupos divergentes de
linhagens parcialmente endogdmicas e suas aplicagbes na composicdo de hibridos
intermediarios de interesse agrondémico com uso de marcadores AFLP. O resultado foi
comparado com os dados de campo das linhagens avaliadas e seus cruzamentos per se (82
hibridos intermediarios) em ambientes distintos no Estado do Parand. Foi realizada uma anélise
conjunta seguido de agrupamento de médias pelo método de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Foi observado um padrdo de performance de determinados hibridos associados a parentais
comuns que se repetiam ao longo dos ambientes, mesmo que inseridos em hibridos distintos,
sendo os parentais machos (PC0201): 103, 107, 109, 111, 113, 118 e 119, e os parentais fémeas
(PC0202): 204, 215, 220 e 223. Por meio da analise bayesiana ficou evidente que a
ancestralidade de LPE0202 foi superior em relacdo a LPE0201 nos hibridos intermediérios.
Observou-se através da neighbor-Net que cruzamentos de linhagens contrastante geneticamente
resultaram em hibridos com alto rendimento de gréos, confirmando a relagdo positiva entre
produtividade dos materiais avaliados e distancia genética obtidas por marcadores moleculares
AFLP. Os marcadores moleculares dominantes AFLP foram eficientes na identificacdo e
clusterizacdo dos padrdes heter6ticos mesmo em estagios de endogamia parcial (S2). A
conservacdo dos padrdes heteroticos no estagio Sz permite um descarte ou selecéo eficiente de
linhagens promissoras, para fases avancadas de endogamia. O uso de hibridos comerciais
oriundos de um “pool” genético comum para a formagdo das populagdes originais, foram

evidenciados pelo agrupamento de gendtipos distintos em um mesmo cluster.

Palavras-chave: Marcador AFLP; endogamia incompleta; hibridos intermediarios
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Abstract

Currently, maize breeding programs are guided by the search for superior genotypes in the
shortest possible time. In this sense, information from lines regarding the combining ability still
in stages of partial inbreeding can accelerate the process of obtaining superior hybrids, as well
as increase the probability of maximizing heterosis or hybrid vigor when in crosses. This
direction of the selection or discards processes can be mediated by molecular markers in order
to help the identification of heterotic groups or patterns. Thus, the present work sought to access
information related to heterotic patterns in divergent groups of partially endogamic lines and
their applications in the composition of intermediate hybrids of agronomic interest using AFLP
markers. The result was compared with the field data of the lines evaluated and their crosses
per se (82 intermediate hybrids) in different environments in the State of Parana. A joint
analysis was performed followed by grouping of means by the Scott-Knott method at 5%
probability. It was observed a performance pattern of certain hybrids associated with common
parents that were repeated throughout the environments, even if inserted in different hybrids,
being the male parents (PC0201): 204, 215, 220 and 223, and the female parents (PC0202 ):
103, 107, 109, 111, 113, 118 and 119. Through Bayesian analysis it was evident that the
ancestry of LPE0202 was superior in relation to LPE0201 in the intermediate hybrids. It was
observed through the neighbor-Net that crosses of genetically contrasting lines resulted in
hybrids with high grain yield, confirming the positive relationship between productivity of the
evaluated materials and genetic distance obtained by molecular markers AFLP. The dominant
molecular markers AFLP were efficient in the identification and clustering of heterotic patterns
even in stages of partial endogamic (S.). The conservation of heterotic patterns in the S, stage
allows an efficient discard or selection of promising lines, for advanced stages of inbreeding.
The use of commercial hybrids from a common genetic "pool™ for the formation of the original

populations, was evidenced by the grouping of distinct genotypes in the same cluster.

Keywords: AFLP Marker; incomplete inbreeding; intermediate hybrids

Introducao

Na cultura do milho, a identificacdo prévia das frequéncias alélicas auxilia na selecdo
dos cruzamentos em campo. Essa identificacdo e a complementariedade genética das linhagens
tende a reduzir o numero de cruzamentos testes, além de direcionar as sele¢fes nas geracoes
iniciais de autofecundagéo, como S; e S, de modo a aumentar a probabilidade de maximizagéo

do vigor hibrido ou heterose, manifestada nos cruzamentos.
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Entretanto, a interacdo entre divergéncia genética dos parentais e desempenho do
hibrido s6 € considerada positiva, quando efeitos de dominancia (ou ndo aditivos) estdo
presentes e 0s parentais envolvidos apresentarem diferencas nas frequéncias alélicas
(GADHERI; ADAMS; NASSIB, 1984), sendo que a expressao dos efeitos ndo aditivos vem
sendo estudados nas linhagens em estagios superiores de endogamia (S7— Sn) € em combinacédo
nos hibridos derivados destas.

No entanto, diversos estudos observaram vantagens quanto ao uso de linhagens
parcialmente endogamicas (CARLONE; RUSSEL, 1988; RIGON; CAPUANI; RIGON, 2015;
RAMIREZ; CARBALLO; AGUILAR, 2016; BEYENE et al. 2017) em combinagdes, obtendo
hibridos intermediarios com menor sensibilidade as variacdes ambientais, menor interacdo com
ambiente e agilidade na obtencdo, quando comparado aos hibridos simples proveniente de
linhagens totalmente endogamicas.

O direcionamento de cruzamentos em geral é realizado considerando os padrdes
heterdticos que as linhagens a serem testadas pertencem, e séo utilizados testadores divergentes
em relacdo a esses padrdes, podendo estes serem determinados através do uso de marcadores
moleculares ou via cruzamentos top-cross entre as linhagens e os diferentes testadores.

Os marcadores moleculares tradicionais como AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) tém se mostrado eficientes e econémicos, bem como altamente informativos
em identificar gendtipos associados com caracteres de interesse ou determinacgdes de padrdes
heterdticos em genotipos com estdgios avancados de endogamia (SHARMA et al. 2018;
GIORDANI et al. 2019, WU et al. 2019; MOSAFA et al. 2020). No entanto a combinacao entre
marcadores moleculares e avaliagcbes a campo, tem se mostrado altamente relevantes para
identificacGes de padrdes heter6ticos em fases iniciais (S2) a fim de explorar heterose na
obtencdo de hibridos intermediarios (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2017)

Dessa forma, o presente estudo teve o objetivo de acessar informac@es relativas aos
padrdes heteroticos em grupos divergentes de linhagens parcialmente endogamicas por meio
de marcadoresa AFLP e suas aplicaces na composi¢do de hibridos intermediarios de interesse

agrondmico.

Material e Métodos
Experimentos

Foram utilizadas duas populagdes de milho PC 0201 e PC 0202, sintetizadas no Instituto
de Desenvolvimento Rural do Parana -IAPAR-EMATER por meio do intercruzamento entre

hibridos comerciais, na safra 2005/2006, a qual apresentaram alta capacidade especifica de
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combinacdo (CEC) em diferentes varidveis e produtividade de graos estatisticamente similar a
testemunha utilizada (BRS 3003).

As 90 linhagens S» de cada populagdo foram submetidas a um cruzamento dialelico
parcial circulante interpopulacional (CDPCI), conforme metodologia de Miranda Filho e
Vencovsky (1999). Por meio desse método de cruzamento cada progénie de PC0201 foi cruzada
com 4 progénies de PC0202, resultando em 360 hibridos avaliados na safra 2012/2013 em dois
locais (Londrina e Guarapuava, no estado do Parand).

Posteriormente foram selecionadas as linhagens parcialmente endogamicas (LPE) per
se de cada populacdo (19 LPE originada da PC0201 e 23 LPE proveniente da PC0202) e 82
hibridos intermediarios parcialmente endogamicos (HPE) com maior produtividade de gréos e

menor indice de acamamento de plantas.

Locais e Avaliacbes

Os ensaios envolvendo 82 hibridos intermediarios foram conduzidos nos municipios de
Londrina, Guarapuava e Santa Tereza do Oeste, no estado do Parand, juntamente com duas
testemunhas comerciais: DKB210 e 2B810 (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos ambientes de avaliacdo dos 82 hibridos intermediarios parcialmente
endogamicos (LPE) no Estado do Parand, Brasil. Safra 2016/2017.

Ambiente Altitude Latitude Longitude *Clima Solo

(Cdédigo)

Londrina  5oq 1 23°220.06"S  51°955.61"0 **Cfa  atossolo Vermelho
(LD) distrofico

Santa Tereza Latossolo Vermelho
do Oeste 749m  25°08'S 53°58'0 *** Cfa distroférrico tipico
(STO)

Latossolo Bruno
Guarapuava . " . " Alico e associagbes
P 1038 m 25°23'51.87"S 51°32'35.25"0 *** Cfb oclac
(GUA) com Cambissolo
Alico
* Segundo o sistema de classificagdo climatica de Koppen-Geiger.** Cfa: clima subtropical Umido. *** Cfb: clima
subtropical tmido mesotérmico

Os ensaios foram avaliados em blocos casualizados com duas repeti¢ées por local, sendo
a parcela experimental constituida de uma linha de 5 metros de comprimento e 0,80 m entre
linhas, deixando-se 5 plantas por metro linear apds desbaste. A variavel analisada foi
rendimento de grdos (REND), obtida a partir da pesagem dos gréos de todas as espigas colhidas

na area Util das parcelas (4m?), ajustado para kg. ha* e corrigido para umidade padréo de 14,5%.
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Marcador Molecular - AFLP

Para as analises moleculares foram extraidas o DNA de cada geno6tipo (42 linhagens S
e 82 HPE) apo6s 10 dias de emergéncia em campo, mediante o procedimento proposto por Doyle
e Doyle (1987) com modificagdes. Onde o CTAB foi substituido por MATAB (Mixed
Alyltrimethylammonium Bromide, Sigma) no tampé&o de extracdo. As amostras de DNA foram
quantificadas no Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,USA) para a verificacdo da concentragdo
e pureza das mesmas.

Cerca de 700 ng do DNA gendémico foram digeridos utilizando simultaneamente
enzimas de restrigdo de corte frequente Msel (1U) e corte raro EcoRI (5U) a 37 °C por 4h, em
seguida, os fragmentos gerados foram ligados a adaptadores especificos pela T4 DNA ligase
(2U) por 22°C a 1h e incubada a 70 °C por 1h, para inativacdo térmica das enzimas de restricdo
(Vos et al. 1995).

A amplificagéo pré-seletiva foi realizada utilizando 3,5 puL do kit GoTag® Green Master
Mix (Promega, Winchester, EUA), 4,75mM do primer pré-seletivo, 3 pL da dilui¢do da reacao
de restricdo ligacdo e 2,92 uL de agua ultrapura para completar o volume de 10 uL. O programa
de amplificacdo pré-seletiva em termociclador consiste em: 1 ciclo de 72°C por 2 min, 20 ciclos
de 90°C por 1s, 56°C por 30s e 72°C por 2 min, seguido de 1 ciclo final de 60°C por 30 min.
Em seguida, um volume de 5 pL da reacéo pré-seletiva foi diluido em 45 pL de agua ultrapura.

Para a amplificacdo seletiva dos gendtipos de milho, foram utilizadas quatro
combinagdes de primers marcados com fluoréforos EcoRI ACG (FAM-azul) / Msel-CAG;
EcoRl AGG (PET-vermelho) / Msel-CTG; EcoRIl AAG (NED-amarelo) / Msel CTG e EcoRl
AAG (HEX-verde) / Msel-CTC). A reacao de amplificacdo seletiva foi compostas dos primers
seletivos Msel 5 uM e EcoRI 5 uM, GoTag® Green Master Mix (Promega, Winchester, EUA)
3,5 uL e 2,5 uL da reagdo da pré-amplificacdo diluida e 2,92 ulL de &gua ultrapura para
completar o volume de 10 pL.. O programa para amplificacdo em termociclador foi composto
por 1 ciclo de 94°C por 2 min, 65°C por 30 s e 72°C por 2 min; 8 ciclos de 94°C por 1 s, 64°C
por 30 s e 72°C por 2 min; 23 ciclos de 94°C por 1 s, 56°C por 30 s e 72°C por 2 min e 1 ciclo
final de 60°C por 30 min.

Para resolucdo dos produtos de PCR obtidos da reacdo seletiva foi feito um sistema
multiplex com a seguinte diluigdo: 2,0 uL. de FAM, 2,0 uL de NED, 2,0 uL de VIC, 2,0 uL de
PET com 3 pL de agua ultrapura. A partir desta mistura, adicionou-se 1,0 uL. da mesma a 0,2
uL de size standard LIZ 500 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e 8,8 uL de formamida
Hi-Di Pop-7 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA), desnaturado a 95°C por 3 minutos e
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imediatamente resfriado em gelo. A eletroforese capilar foi realizada com um sistema
automatizado ABI 3500XL (Applied Biosystems, Califérnia, EUA).

Anélise estatistica

Foi realizado a analise de varidncia conjunta da variavel REND nos trés ambientes para
avaliacdo dos hibridos intermediarios. As variancias residuais foram consideradas homogéneas
quando a relagdo entre 0 maior e 0 menor quadrado médio residual ndo ultrapassou o valor sete
(KRONKA, BANZATTO 1995). As médias obtidas por meio da andlise de variancia foram
agrupadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade pelo pacote ExpDes (Ferreira et al.
2013) do software R (R CORE TEAM, 2017).

Os resultados obtidos da eletroforese capilar foram transformados em uma matriz
binaria pelo software GeneMapper® v.4.1 (Applied Biosystems, California, USA). No
programa Arlequin v. 3.5.2.2 (EXCOFFIER, LAVAL e SCHNEIDER, 2005) foi realizada a
andalise da variancia molecular (AMOVA) para calcular a variabilidade genética entre e dentro
dos gendtipos e o indice de fixagdo alélica (Fst).

Mediante os resultados obtidos, foi gerado uma matriz de distancia genética pelo pacote
poppr do software R (KAMVAR, TABINA e GRUNWALD, 2014) baseado na distancia de
Nei & Li (1979), por se tratar de dados genéticos e binarios. De acordo com a matriz gerada foi
construida uma Neighbor-Net utilizando o programa SplitsTree (HUSON e BRYANT, 2006)
para visualizacdo o agrupamento entre 0s gendtipos.

Para identificar a formacdo de grupos (K) dos gendtipos e contribuicdo alélica dos
genitores foi utilizado a andlise baysiana pelo programa BAPS -Bayesian Analysis of
Population Structure (CORANDER et al. 2004).

Resultados e discusséo

O resultado da andlise conjunta dos ensaios de HPEs, nos trés ambientes avaliados,
apresentou coeficiente de variacdo (CV%) de 10,64%, revelando alta precisdo experimental
para ensaios conduzidos em campo (PIMENTEL GOMES, 2000).

Na analise conjunta, verificou-se significancia (P<0,01) nas fontes de variacdo
Tratamentos, Ambientes e interacdo Tratamentos x Ambientes para a variavel rendimento de
grdos (REND), ou seja, os hibridos intermediarios apresentaram respostas diferenciadas dentro

de cada ambiente de teste (Tabela 2).
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Tabela 2. Quadrados médios obtidos por anélise de variancia conjunta, coeficiente de variagcdo
e médias obtidas dos Hibridos Experimentais de Linhagens Parcialmente Endogamicas (HPE)
para a variavel produtividade de grdos (REND) em kg. ha! em trés ambientes na safra
2016/2017.

FV GL REND
Bloco/Ambiente 3 1,54
Tratamentos 83 7,81**

Ambientes 2 173,37*%*
Trat x Amb 166 1,96**
Residuo 249 1,55
CV(%) 10,64
Média Geral 11,69

ns,**: ndo significativo e significativo ao nivel de 1%, pelo teste F.

Concordante com os resultados obtidos na analise conjunta, foi realizado o agrupamento
de médias por Scott Knott (Tabela 3), incluindo as testemunhas nos trés locais, a fim de verificar
0 padrédo de ranqueamento dos hibridos. No agrupamento de médias, alguns hibridos avaliados
apresentaram potencial produtivo similar ou superior as testemunhas comerciais (grupo a),

dependendo das condi¢Ges ambientais de cada ambiente avaliado.

Tabela 3. Agrupamento de medias por Scott-Knott a 5% de probabilidade dos vinte hibridos

experimentais de linhagens parcialmente endogamicas (HPE) mais produtivos em gréaos (kg.ha
1, nas localidades de Londrina, Santa Tereza do Oeste e Guarapuava, PR na safra 2016/2017.

Londrina Santa Tereza do Oeste Guarapuava

220 x 116 15.642 aA 210x 103 13.813 220 x 112 15.262 aA

223 x 110 13.341 aA 204 x 112 13.034 217 x 112 14.853 aA

209 x 103 14.505 aA 202 x 109 13.861 204 x 109 14.082 aA

2B810 14.962 aA 218x 119 12.902 204 x 103 14.133 aA

210 x 103 12.964 aB 223 x 107 12.728 203 x 113 15.468 aA

aA

aB

aB

aB

aB

222 x 119 11501 aB 220 x 116 14.469 2B810 15.301
203 x 111 10.940 aB 220x 112 13.123 222 x 119 12.655
203 x 118 11.882 aB 204x116  14.507 204 x 104 12.889
218 x 119 11.803 aB 215x 107 15.277 223 x 112 12.321
205x 109 11.581 aB 210x 113 13.641 203 x 111 12.820
215x 101 10.792 aB 204 x 111 12.782 203 x 118 12.283 aB
223 x 118 11.565 aB 205x 109 12.782 221 x 113 12.254 aB
222 x 101 10.915 aB 215x 101 13511 223 x 107 13.114 aB
209 x 113 12.574 aB 215x 104 13.860 215x 107 12.822 aB
220 x 103 11.253 aB 223 x 118 13.152 204 x 111 12.908 aB
204 x 107 12.410 aB 220 x 103 13.298 223 x 118 12.390 aB
218 x 101 11.542 aB 204 x 107 13.303 204 x 107 13.117 aB
210x 118 11.271 aB 207 x 109 12.651 208 x 103 13.520 aB
219x 101 11.803 aB 218 x 101 13.344 210 x 118 12.795 aB

215x 114 11.784 aB 214 x 107 13.648 215 x 114 12.517 aB
*Letras mindsculas agrupamentos entre gendtipos; letras maiusculas agrupamento entre ambientes

>PEEE5555555533335355
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Foram selecionados os vinte melhores HPE de cada localidade com base no primeiro
quartil da amostra de médias, tendo em vista que um amplo nimero de HPEs foram agrupados
em um mesmo conjunto dentro de cada ambiente de avaliagdo, permitindo observar um padrédo
de performance de determinados hibridos associados a parentais comuns que se repetiam ao
longo dos ambientes, mesmo que inseridos em hibridos distintos. Dentre esses, 0s parentais
machos (obtidos de PC0201) observados nos trés ambientes foram 103, 107, 109, 111, 113, 118
e 119, enquanto os parentais fémeas (obtidos do PC0202) identificados foram: 204, 215, 220 e
223.

Os demais HPEs apresentaram oscilages nas médias de produtividade, em funcdo do
ambiente de teste, 0 que era esperado uma vez que 0s componentes nao aditivos para hibridos
envolvendo cruzamento entre linhagens S», estdo em maior propor¢do que 0S componentes
aditivos.

Analisando o desempenho dos HPEs, foi constatado que os hibridos 220x116 e 220x112
apresentaram elevado potencial produtivo, independente das varia¢cbes ambientais. J& o hibrido
220x116 obteve alto potencial produtivo para ambientes especificos como Santa Tereza do
Oeste e Londrina, porém em Guarapuava, Centro-Sul do Parana, ambiente de elevada altitude
e clima subtropical, a média de produtividade de grédos foi reduzida, sendo também observado
nos materiais: 210x103, 218x119, 205x109, 215x101, 220x103 e 218x101.

Junior et al. (2017) observaram que hibridos intermediarios extraidos de linhagens
parcialmente endogamicas (S2) de milho tropical, apresentaram variabilidade e estabilidade dos
materiais e rendimento de grdos semelhante e superior as testemunhas comerciais. Poréem esse
resultado ndo foi observado em todos os ambientes avaliados, concluindo que as diferentes
condi¢des climaticas exercem influéncia na variavel rendimentos de grdos em hibridos
intermediarios.

Este padrdo de resposta as oscilagdes ambientais sdo similares a trabalhos envolvendo
hibridos simples, o que permite inferir que analises em estagios iniciais de endogamia tendem
a otimizar o processo de selecdo e/ou descarte de hibridos que ndo atendem os objetivos do
programa de melhoramento, tais como sele¢do para adaptabilidade ampla ou especifica a
determinado conjunto de ambientes (OLIVOTO et al. 2017; PELEGRIN et al. 2017)

Buscou-se marcadores AFLP que permitissem separar grupos heteréticas das linhagens
endogédmicas S, conforme sua origem e analisar a variabilidade molecular intrinseca das duas
populacdes e seus cruzamentos com as performances de produtividade em campo, a fim de

acelerar o processo de selecdo de gendtipos superiores.
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Foram obtidos 524 marcadores AFLP, dos quais 497 foram polimorficos, mostrando
que estes hibridos intermediérios apresentam alta variabilidade genética. A Andlise de
Variancia Molecular (AMOVA) mostrou uma maior variabilidade dentro das populagdes
(87,71%) do que entre os hibridos (12,29%). Isto mostra que se tem uma diferenciacéo genética
de 12,29% entre as popula¢des hibridas, fato confirmado pelo Fst=0.12291 (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) das linhagens populacdes parcialmente
endogamicas (LPE) e hibridos experimentais de linhagens parcialmente endogdmicas (HPE).

Fonte de variacdo GL SQ Componentes de Porcentagem de
variancia variagdo
Entre populages 2 587,278 7,64000 Va 12,29
Dentro de populagdes 121 6596,843 54,51937 Vb 87,71
Total 123 7184,121 62,15936

indice de fixacdo (Fst)  0,12291

O grande namero de fragmentos polimdrficos obtidos pelo AFLP, mostra a eficiéncia
dos marcadores em acessar as informacGes genéticas adquiridas em uma Unica corrida
eletroforética (CAIXETA; FERRAO e ZAMBOLIM, 2013), ressaltando a importancia dos
programas de melhoramento genético em ampliar a variabilidade genética dentro das linhagens
provenientes de uma mesma base genética, a fim de obter hibridos com alto potencial produtivo,
mesmo que parte dos locos (25%) nédo estejam fixos nos parentais So.

Para analisar a divergéncia entre os genétipos de milho foi realizada uma analise

bayesiana pelo software BAPS, onde ficou evidente que a ancestralidade de LPE0202 foi

superior em relagdo a LPE0201 nos hibridos intermediarios (Figura 1).

LPE0201 LPE0202 HPE
(Macho) (Fémea) (Filhos)

Figura 1. Porcentagem de ancestralidade dos parentais S» em relacdo aos hibridos
intermediarios de milho pelo software BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure)

Foi realizada, ainda, a determinacdo de clusters (K), baseada apenas nas informacoes

genéticas dos gendtipos (Figura 2). Concordante com a Figura 1, apenas dois grupos foram
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formados: LPE0201 e LPE0202 + HPE, onde os gendtipos agrupados no mesmo cluster
constitui da prevaléncia genética herdada. Foi observado que trés materiais das linhagens
LPEO0201 se agruparam no cluster de LPE0202, isto é, ainda ha variacdo na frequéncia genética
das linhagens S pois ndo estdo em homozigose completa.

A J
T T

LPEO201 LPE0202 + HPE
(Macho) (Fémea)  (Filhos)

Figura 2. Determinacao do numero de clusters (K) nos gendtipos de milho pelo software BAPS
(Bayesian Analysis of Population Structure)

Uma hipdGtese para esse fato, possivelmente estd ligado aos materiais base utilizados
para composi¢cdo das duas populacdes. Foram utilizados quatro hibridos simples comerciais
distintos em cada populacédo, sendo que, na populacdo PC0202 dois hibridos sdo provenientes
do portfolio de uma mesma empresa, ou seja, pertencem a um mesmo “pool” genético podendo
ter parentais comuns, o que explica a predominancia em determinados HPEs de uma estrutura
populacional (Figura 1 e 2) similar a populacdo PC0202 que pode ser reduzida se comparada a
PC0201.

Deve ser destacado que um dos hibridos utilizados na composicao da estrutura genética
de PC0201 pertence a mesma empresa que detém o registro de dois hibridos utilizados na
composicdo da PC0202. Nesse sentido, é importante ressaltar que ao longo dos ciclos de
recombinacdo para estabilizacdo das populacOes, a selecdo praticada pode tender a direcionar
as frequéncias alélicas a um aumento ou reducdo para diferentes locus, dependendo do padréo
agrondmico que se busca fixar na populacéo estabilizada.

Baseado na distancia de Nei & Li, foi realizado uma Neighbor-Net pelo software
SplitsTree (Figura 3), a fim de observar a distribuicdo e divergéncia entre os genotipos para
possiveis combinacdes heterdticas. A analise corrobora com os resultados apresentados pelo

software BAPS, reforcando que a maior parte dos genitores femininos (LPE0202) se agrupam
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geneticamente aos hibridos intermediarios, havendo apenas a existéncia de um grupo divergente

(cor azul) representado pela maioria das LPE0201.

Figura 3. Neighbor-Net com base na distancia de Nei & Li (1979), para todos os gendtipos de
milho (LPE0201, LPE0202 e HPE).

A maior parte dos hibridos com alto rendimento de grdos em campo sdo cruzamentos
cujo genitores masculinos estdo contidos justamente no grupo divergente em azul (101, 102,
104, 106, 107, 109, 110, 111, 112, 113 e 114), comprovando que linhagens contrastantes
geneticamente, mesmo em estagio de endogamia parcial (S2) resultam em hibridos de alta
performance independentemente dos ambientes em que foram testados, permitindo inferir que
os marcadores AFLP foram eficientes no agrupamento e classificagdo dos genotipos testados
visando vigor hibrido.

Segundo Guimardes et al. (2007) e Lorencetti el al (2006) também verificaram
correlacdo positiva entre rendimentos de gréos avaliados em campo e distancia genética por

meio do marcador molecular AFLP. Diversos tipos de marcadores moleculares foram avaliados
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por Molin e colaboradores (2013) para estimar a diversidade genética em 48 variedades de
milho. Entre os marcadores testados, o0 AFLP teve destaque por apresentar maior nimero de
fragmentos polimorficos, obtendo assim maior ndmero de informagdo genética e,
consequentemente, melhor acuracia na delimitacdo dos grupos genéticos.

Alem disso, deve ser destacado que o custo envolvido na utilizacdo de AFLP é mais
baixo se comparado a SSR ou SNPs, também é considerado um marcador robusto e confidvel,
além de ser rapido, por ndo precisar do conhecimento prévio da sequéncia requerida de DNA
(FRASCAROLI et al. 2013; COSTA et al, 2016; RODRIGUEZ-PENA et al. 2018; STONE et
al. 2019).

Conclusodes
e Os marcadores moleculares dominantes AFLP foram eficientes na identificacdo e
clusterizagéo dos padrdes heteroticos mesmo em estagios de endogamia parcial (Sz).
e A conservagdo dos padrdes heteroticos no estagio S» permite um descarte ou selecéo

eficiente de linhagens promissoras, para fases avancadas de endogamia.
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4. ARTIGO B. CONSTRUCAO DE UMA REDE NEURAL MULTIPERCEPTRON
APLICADA A CLASSIFICACAO POR PRODUTIVIDADE DE GENOTIPOS DE
MILHO

Resumo

As Redes Neurais Artificias sdo modelos de aprendizado de maquinas voltadas ao
reconhecimento de padrdes a partir de informagdes provenientes de diferentes origens (campo
ou laboratério, por exemplo), destacando-se entre essas, as redes multilayer perceptron (MLP).
No campo do melhoramento esta metodologia vem ganhando importancia, uma vez que esta
pode promover um incremento no ganho genético para variaveis de interesse, como o caso de
produtividade de grdos na cultura do milho. Dessa forma, o presente trabalho desenvolveu uma
arquitetura da rede MLP, com objetivo de desenvolver e testar um modelo de classificagdo
voltado a selecéo e descarte de genotipos de milho (linhagens e hibridos com endogamia parcial
— S2) com base no rendimento de gréos, utilizando conjuntos de dados meteorologicos de trés
ambientes no Estado do Parana e marcadores moleculares dominantes. A arquitetura de rede
neural construida foi eficiente na classificacdo de gendtipos por produtividade e a utilizacéo
conjunta de dados de marcadores moleculares e meteoroldgicos promoveram o aumento da
capacidade preditiva do modelo.

Palavras-chave: Zea mays L.; Marcadores AFLP; Redes Neurais Artificiais

Abstract

Artificial Neural Networks are models of machine learning aimed at pattern recognition based
on information from different sources (field or laboratory, for example), standing out among
these, multilayer perceptron networks (MLP). In the field of breeding, this methodology has
been gaining importance, since it can promote an increase in genetic gain for variables of
interest, such as the case of grain productivity in maize. Thus, the present work developed an
MLP network architecture, with the objective of developing and testing an efficient
classification model focused on the selection and disposal of maize genotypes (lines and hybrids
with partial inbreeding - S;) based on grain yield, using meteorological data sets from three
environments in the State of Parana and dominant molecular markers. The built-in neural
network architecture was efficient in classifying genotypes by productivity and the combined
use of marker and meteorological data promoted an increase in the predictive capacity of the
model.

Key-words: Zea mays L.; AFLP marker; Artificial Neural Networks
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Introducgéo

A Inteligéncia Artificial (IA) tem ganhado destaque em diversas areas por ser uma
ferramenta computacional que através de algoritmos indica a melhor decisdo em uma
determinada situacdo, semelhante a habilidade cognitiva do ser humano. Diversos ramos
utilizam esse método e garante eficiéncia, como na &rea médica (OLIVEIRA, 2019), industrial
(RAHMANIFARD; PLAKSINA, 2019), educagdo (SHIN, 2020), ambiental (KAAB et al.
2019), agricultura (ELI-CHUKWU, 2019) entre outros.

Esse método consiste em treinar uma rede com experiéncias acumuladas e torna-lo
automatizado. (JHA et al. 2019). As Redes Neurais Artificias (RNAs) sdo modelos de
aprendizado de maquinas que reconhecem padrfes e apresentam retropropaga¢do combinada,
atraves de neurdnios artificiais interconectados (SHANMUGANATHAN, 2016). Ainda, dentro
das arquiteturas disponiveis das RNAs, a mutltilayer perceptron (MLP) busca ajustar os pesos
entre 0s neurdnios (retropropagacéo de erro) envolvendo mais de uma camada oculta dentro da
rede, possibilitando um aumento na acurécia preditiva de caracteristicas de interesse, mesmo
quando distribui¢des de probabilidade sdao “a priori” desconhecidas (DEB; OGUNFUNMI,
2017).

As MLPs, assim como outras ferramentas computacionais tém sido utilizadas com
maior frequéncia na agricultura, denominada agricultura inteligente ou smart farm (PIVOTO
et al. 2017). Essas ferramentas estdo presentes em diversos processos agricolas que vao desde
caracteristicas de interesse do fendtipo, identificacdo de doencas, qualidade nutricional,
predicdes agrometereoldgicas, interacdo genotipo e ambiente (GXA), genotipagem entre outros.
Em todos os processos citados, os dados e informac6es gerados sdo armazenados e utilizados
para treinamento da rede a fim de obter uma classificacdo e selecdo eficiente futura
(PATRICIO; RIEDER, 2018).

Assim, recentemente programas de melhoramento de plantas tém apostado no uso de
MLP para estimar valores genéticos (SILVA et al. 2016), avaliar diversidade genética (JIANG,
2020), identificar e selecionar geno6tipos de alta performance (PARMLEY et al. 2019) e também
para selecdo gendmica (GONZALEZ-CAMACHO et al. 2018). Azodi e colaboradores (2019)
testaram doze tipos de algoritmos aplicados em seis espécies de plantas juntamente com dados
genotipicos e fenotipicos onde foi observado que a acuracia de predicdo depende da
caracteristica avaliada e, quanto maior a informac&o, maior a eficiéncia, além de destacar que
as RNAs séo superiores podendo ser utilizadas para solucionar problemas adversos da sele¢do

genbmica.
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Na cultura do milho, a predi¢do e classificacdo de gendtipos com maior rendimento de
grdos sao fundamentais para o éxito de um programa de melhoramento genético, no entanto,
conforme destacam Meena et al. (2017), para alcancar a eficiéncia nesse processo, a
identificacdo de grupos heteréticos é primordial para maximizar o vigor hibrido. Lana et al.
(2017) citam que além dos dados genéticos as andlises de dados climatolégicos sdo relevantes
no comportamento fenotipico da cultura do milho, principalmente precipitacdo e temperatura
do ar, fatores estes, fundamentais para um bom desenvolvimento da planta e produtividade.
Dessa forma, algumas empresas publicas e privadas de melhoramento genético tem recorrido a
ferramenta de MLP para obter uma direcdo acurada na selecdo de materiais produtivos, além
de observar parametros da planta em relagéo as oscilagdes ambientais.

Diversos estudos apontam que o treinamento supervisionado maximiza o ganho
genetico e a predicdo de uma determinada cultura, quando se utiliza um maior conjunto de
dados, sejam eles, caracteristicas quantitativas e/ou qualitativas, marcadores moleculares,
imagens, sensores e até dados agrometeorologicos. (FALK et al. 2020; PARMLEY et al. 2019;
HESLOT et al. 2012). Todas essas caracteristicas podem ser incluidas no MLP, motivo esse
que diferencia dos outros métodos, proporcionando um incremento na classificacéo.

Dessa forma, o presente estudo tem o objetivo de obter/construir um padrdo de
classificagdo para selecdo ou descarte de genotipos de milho com foco no rendimento de graos
por meio de um modelo de redes neurais multicamadas treinadas através de dados conjuntos de

marcadores moleculares dominantes e dados agrometeorologicos em diferentes ambientes.

Material e Métodos
Material Genético e Experimento em campo
No Programa de Melhoramento de Milho do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana - IAPAR-EMATER (IDR-Parand) foram sintetizadas duas populacdes de milho
experimental (PC0201 e PC0202) e intercruzados seguindo um modelo de dialelo completo na
safra 2005/2006. Foram obtidas 90 linhagens S de cada populagdo e submetidas a um
cruzamento dialelico parcial circulante interpopulacional (CDPCI), resultando em 360 hibridos.
Esses hibridos intermediarios e seus parentais foram avaliados na safra 2012/2013 e
selecionadas os materiais com maior producdo de grdos e menor indice de acamamento de
plantas, obtendo 42 linhagens parcialmente endogamicas (LPE) e 82 hibridos experimentais de
linhagens parcialmente endogamicas (HPE). Os HPE foram avaliados em trés locais no Estado

do Parana (Londrina, Santa Tereza do Oeste e Guarapuava) com duas testemunhas comerciais
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(DKB210 e 2B810). J& as LPE foram avaliadas apenas em Londrina e Santa Tereza do Oeste
com uma testemunha comercial (2B810) mais as populagbes base (PC0201 e PC0202), os
ensaios dos HPE e LPE foram avaliados na safra 2016/2017 (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos ambientes de avaliacdo dos 82 hibridos intermediarios, 19 linhagens
S> da populacdo PC0201 e 23 linhagens S da populagdo PC0202, no Estado do Parana. Safra
2016/2017.

Ambiente Altitude Lat Long *Clima Solo

(Cddigo)

Londrina  geq 1y 23°220.06"S  51°955.61"0 **Cfa  -awossolo Vermelho
(LD) distrofico

Santa Tereza Latossolo Vermelho
do Oeste 749 m  25°08'S 53° 58'0 *** Cfa distroférrico tipico
(STO)

Latossolo Bruno
Guarapuava : " : " Alico e associaces
P 1038 m 25°23'51.87"S 51°32'35.25"0 *** Cfb ac
(GUA) com Cambissolo
Alico
* Segundo o sistema de classificacdo climética de Kdppen-Geiger.** Cfa: clima subtropical dmido. *** Cfb: clima
subtropical Umido mesotérmico

Os experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos casualizados com duas
repeticbes por local, onde cada parcela experimental foi constituida de 5 plantas por metro
linear ap0s o desbaste, sendo que, a cada parcela experimental foi constituida por uma linha de
5 metros de comprimento e 0,80 m entre linhas. Foi analisado o rendimento de grdos (REND)
de cada parcela, no qual as espigas foram colhidas e os gréos obtidos de cada parcela foram
pesados, ajustados para kg.ha™ e corrigidos para uma umidade padrdo de 14,5%.

Os valores obtidos de rendimento de graos foram divididos em duas classes:

Classe 1 — gendtipos com médias de producdo de graos superiores a mediana, em valores
absolutos, do conjunto de dados dentro de cada local e grupo genotipico (hibridos ou linhagens).
Classe 2 — genotipos com média de producado de grdos abaixo da mediana dos dados, dentro

de cada local e grupo genotipico (hibridos ou linhagens).

Extracdo DNA e Analise do Marcador Molecular — AFLP

Para a extracao de DNA foi utilizado o procedimento proposto por Doyle e Doyle (1997)
e foram coletadas cinco folhas de cada gen6tipo (82 HPE e 42 LPE) dez dias apds emergéncia
em campo. Aproximadamente 700 ng do DNA gendmico foram digeridos utilizando enzimas

de restricdo de corte frequente Msel (1U) e corte raro EcoRI (5U) e em seguida, os fragmentos
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gerados foram ligados a adaptadores especificos.

Na amplificacdo pré-seletiva foi utilizado o kit GoTag® Green Master Mix (Promega,
Winchester, EUA), ja para a amplificagdo seletiva foram utilizadas quatro combinagdes de
primers marcados com fluoréforos EcoRl ACG (FAM-azul) / Msel-CAG; EcoRI AGG (PET-
vermelho) / Msel-CTG; EcoRl AAG (NED-amarelo) / Msel CTG e EcoRl AAG (HEX-verde)
[ Msel-CTC).

Posteriormente foi feito um sistema multiplex com a diluigdo de 2,0 uL das reagdes
seletivas com 3 pL de dgua ultrapura, para resolugcdo dos produtos de PCR, e a cada 1,0 puL
dessa mistura foi adicionado 0,2 pL. de LIZ 500 e 8,8 uL. de formamida Hi-Di Pop-7. As rea¢des
foram submetidas a eletroforese capilar (ABI 3500XL -Applied Biosystems, California, EUA)
e os resultados foram gerados em uma matriz binéria utilizando o software GeneMapper v.4.1
(Applied Biosystems, California, EUA).

Dados Agrometeorologicos

Os dados agrometeoroldgicos utilizados foram as temperaturas maxima, média e minima
e precipitacdo diarias disponibilizados pelo Sistema de Tecnologia e Monitoramento Ambiental
do Parana — SIMEPAR no periodo referente aos ensaios de campo em cada ambiente. Para 0s
dados de temperatura foram utilizados padrées definidos conforme a literatura para a cultura do
milho, nos quais temperaturas noturnas maxima e minima sdo definidas em 24°C e 12°C
respectivamente e nas temperaturas diurnas 30°C a maxima e 19°C a minima (FANCELLI E
DOURADO-NETO, 2000). Também foi considerado a faixa de temperatura ideal para a
cultura, que se encontra entre 15C° a 26°C, sendo que abaixo do minimo estabelecido, as fases
de desenvolvimento se prolongam devido a reducdo dos processos metabolicos, e acima de
26°C ocorre 0 processo inverso, ou seja, as etapas de desenvolvimento sdo aceleradas.

As temperaturas médias obtidas ndo apresentaram grandes oscilacdes, portanto, foram
utilizados classificadores baseados nos picos das temperaturas maximas e minimas (Tmax e
Tmin) em relacdo aos periodos criticos e ndo criticos de desenvolvimento da cultura do milho,

conforme a Tabela 2:

Tabela 2. Classificadores dos periodos ndo criticos e criticos da cultura do milho baseados nos
picos de temperaturas maximo e minimo.
Periodos n&o criticos: Periodos criticos:

Tméx > 30°C e Tmin < 10°C = classe 0 Tméax > 26°C e Tmin < 15°C = classe 0

Tmax < 30°C e Tmin > 10°C = classe 1 Tmax < 26°C e Tmin > 15°C = classe 1
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(Continuacéo)

Periodos ndo criticos: Periodos criticos:
Tmax < 30°C e Tmin < 10°C = classe 2 Tmax < 26°C e Tmin < 15°C = classe 2

Tmaéx > 30°C e Tmin > 10°C = classe 3 Tméx > 26°C e Tmin > 15°C = classe 3

As variaveis selecionadas para o grupo de temperatura (TEMP), foram divididas em 10,
20, 30 e 40 dias apds o florescimento (temp_Mal0X; temp_Ma20X; temp_Ma30X;
temp_Ma40X) respectivamente, e antes do florescimento (temp_Menl0X; temp_Men20X;
temp_Men30X; temp_Men40X).

A precipitacdo foi outro fator climatico avaliado considerado que para a planta de milho
desenvolver cada etapa do seu ciclo, é necessaria uma demanda hidrica de 400mm a 600mm.
No inicio do desenvolvimento da cultura as exigéncias pluviométricas séo baixas e, conforme
h& um aumento no desenvolvimento da planta, hd também uma maior exigéncia para agua,
sendo que, a fase entre 15 dias antes e apds o pendoamento € considerada critica, pois o déficit
hidrico nesse periodo ocasiona perdas representativas de produtividade (BERGARMASCHI et
al. 2004).

Dessa forma, o volume pluviométrico acumulado em cada local foi mensurado com
intervalos de 10 dias para periodos entre 10 a 40 dias ap6s o florescimento (chuva_Mal0X;
chuva_Ma20X; chuva_Ma30X; chuva Ma40X) e também antes do florescimento
(chuva_Men10X; chuva_Men20X; chuva_Men30X; chuva_Men40X).

Diante do exposto, para eficacia e compreensdo das diferencas em funcdo da temperatura
e precipitacdo foi aplicado como fase critica o periodo de 10 e 20 dias antes e apds o
florescimento. As precipitacdes nas fases ndo criticas foram baseadas em intervalos de 10mm

e para as fases criticas os intervalos foram de 25mm (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacao de precipitacdo em milimetros (mm) das fases ndo criticas e criticas.

Fases n&o criticas Fases criticas
>20mm =2 > 50mm =2
10 -20mm =1 25-50mm =1
<10mm =20 <25mm =0

Analises estatisticas de campo e marcadores
Foram realizadas analises de variancia conjuntas através do software R (R Core Team,

2017) para a variavel rendimento de grdos (REND), nos ambientes avaliados das LPE e HPE.
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Os resultados genotipicos dos marcadores moleculares AFLP foram obtidos pela
eletroforese capilar e transformados em uma matriz binaria pelo software GeneMapper® v.4.1
(Applied Biosystems, California, USA), e pontuada quanto a presenca (1) ou auséncia (0) de
bandas polimorficas, sendo que, os marcadores monomorficos foram retirados da analise.

De modo a analisar a eficiéncia dos marcadores, foi realizada uma anélise classificatoria
prévia (ACPRV) utilizando como dados de entrada a matriz binaria dos marcadores na rede
neural. Os dados de saida foram as identificacdes relativas a hibridos intermediarios (Classe 3),
linhagens provenientes da populacdo PC0201 (Classe 1) e linhagens obtidas da populagéo
PC0202 (Classe 2).

Redes Multilayer Perceptron (MLP)

A arquitetura da rede utilizada para esta analise prévia foi 636 neur6nios na camada de
entrada, referente a cada marcador molecular, 3 camadas ocultas com 100 neurdnios por
camada e 3 neurdnios na camada de saida, referente as 3 classes genotipicas a serem preditas,
sendo utilizadas 5000 épocas para ajuste do modelo, utilizando o pacote H.O (LEDELL;
POIRIER, 2020) no software R. (R CORE TEAM, 2017).

Foi utilizado nas amostras, 80% dos dados para treinamento e 20% para validacéo,
sendo este processo repetido 100 vezes, onde em cada repeticdo, 0S pesos e Viés eram
armazenados, bem como a matriz de confusdo para determinacdo da acuracia do modelo.

Foi construido um grafico usando Microsoft Excel para analisar a importancia de cada
uma das variaveis moleculares e meteoroldgicas, inserida na rede MLP para Analise
Classificatdria Supervisionada (ACS). Apds a analise de importancia das variaveis, foi efetuada
uma montagem de Boxplot em relacdo a porcentagem de acuracia classificatoria atraves da
MLP para as variaveis: moleculares e meteoroldgicas separadas e uma agrupada para os dois
conjuntos simultaneamente. Em seguida foi montado um heatmap com base nos valores de
importancia das variaveis dentro dos conjuntos de variaveis similares.

A rede neural utilizada para ACS, foi composta por uma camada de entrada na qual os
neurdnios continham as informacGes dos marcadores, através de uma matriz binaria, mais 0s
dados meteoroldgicos convertidos para uma distribuicdo discreta. O volume inicial de
informacdes de entrada possuia mais de 500 neurbnios que posteriormente teve este nimero
reduzido através de uma analise de importancia das variaveis, chegando ao nimero final de 60
neurdnios na camada de entrada. Para as demais camadas, foram utilizadas 3 camadas ocultas
contendo 100 neurdnios cada e uma camada de saida com 2 neurbnios correspondentes a

identificacdo de gendtipo selecionado (gendtipo 1) ou descartado (genétipo 2). Para o
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treinamento foi utilizada uma relacdo padrdo de 80/20, ou seja, 80% do conjunto inicial de
dados para treinamento e 20% para validacéo.

Para o treinamento da rede foram utilizadas 5000 épocas ou interacdes com
backpropagation, ou seja, € realizado uma correcdo dos pesos sindpticos onde resposta real da
rede € subtraida da desejada, dessa forma com a subtracdo, um sinal de erro é criado e este €
propagado para tras, difundindo pela rede de forma contraria, por isso, retropropagacéo. Nesse
caso 0s pesos sinapticos sdo ajustados para que o conjunto de saida seja 0 mais proximo,
estatisticamente, do desejado.

Como mecanismo para evitar overfitting, foi adotado a metodologia de early stopping,
ou seja, é calculada a precisdo da classificacdo nos dados de validagdo no final de cada época.
Quando a precisdo da classificacdo nos dados de validacdo apresenta saturacdo, o sistema é
parado imediatamente evitando overfitting.

Resultados e Discussao

Atravées das ANOVAS individuais foi verificado que as relagdes entre o maior e menor
QM residual foi de 2,62 para linhagens e 1,72 para hibridos, indicando que as analises conjuntas
podem ser conduzidas sem a necessidade de descarte de ambientes. Atraves das ANOVAS
conjuntas das LPE e HPE foram verificados coeficientes de variacdo de 14,66 e 10,64
respectivamente, indicando boa precisdo experimental em ambos 0s conjuntos de gendtipos.

A interacdo genotipo com ambiente (GxA) foi considerada significativa (p<0,05) para
HPE, indicando que houve um comportamento diferencial dos gendtipos avaliados ao longo
dos ambientes de teste. Nesse caso 0s processos de classificacdo das produtividades por meio
de redes neurais, deve considerar como parametro de entrada em um dado neurénio da camada
inicial, o efeito de ambientes, de modo que o ajuste do modelo seja balizado considerando as
variacdes ambientais.

A ndo significancia para GxA relativa as linhagens, indicam que os dados médios
poderiam ser utilizados no processo de classificacdo. No entanto, considerou-se que o fato das
redes neurais utilizarem o vetor de identificacdo ambientes como atributo classificatorio, e
tendo em vista o efeito significativo da fonte de variacdo ambientes, tal fato indica que o uso
de dados das linhagens separados por local, tende a agregar positivamente no treinamento do
modelo (Tabela 4).

Tabela 4. Quadrados médios obtidos por anélise de variancia conjunta, coeficiente de variagdo
e médias obtidas das Linhagens Parcialmente Endogamicas (LPE) e Hibridos Experimentais de
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Linhagens Parcialmente Endogamicas (HPE) para a varidvel produtividade de gréos (REND)
em kg. ha! na safra 2016/2017.

LPE HPE
FV GL REND GL REND
Bloco/Ambiente 2 1,35 3 1,54
Genotipos 21 23,01** 83 7,81**
Ambientes 1 102,28** 2 173,37*%*
GxA 21 1,84 166  1,96**
Residuo 42 2,01 249 1,55
CV (%) 14,66 10,64
Média Geral 8,47 11,69

ns,**: ndo significativo e significativo ao nivel de 1%, pelo teste F, respectivamente

De modo a se testar a eficiéncia dos indicadores da rede em delinear informacoes e
classificar padrdes, unicamente com base nos dados dos marcadores moleculares, foi utilizada
a mesma arquitetura da rede neural com 50 repeti¢fes (Rp) para predigéo de classes genotipicas
e padrdes heteroticos, sendo estes constituidos pelas linhagens provenientes da populagéo
PC0201 (classe 1), linhagens de PCO0202 (classe 2) e hibridos intermediarios (classe 3)
resultantes do intercruzamento das linhagens.

A partir dos dados da matriz de confusdo dentro de cada repeticéo foi possivel constatar
uma capacidade preditiva média de 89%, dentre as quais, 3 repeticdes apresentaram pico
maximo de 100% de capacidade preditiva na determinacdo das classes genotipicas, 23
repeticbes apresentaram média de capacidade preditiva acima de 90%, enquanto as 74
repeticOes restantes apresentaram valores proximos ou acima de 80%, demonstrando que 0s
marcadores possuem informacdes relevantes para o uso em classificagdes associadas a base
geneética dos materiais testados, mesmo que parte dos locos ndo estejam fixos nos parentais S
(Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem de capacidade preditiva das classes genotipicas e padrdes heteréticos
em 50 repeticGes com reamostragem da rede neural.

Segundo Balestre et al. (2008) e Bespalhok, Guerra e Oliveira (2017) a identificacao de
grupos ou padrdes heteréticos é a chave do sucesso em programas de melhoramento de milho,
uma vez que a precisao na escolha das linhagens maximiza o vigor hibrido. Wani et al. (2017)
ressaltam que o conhecimento prévio dos gendtipos evita o descarte erréneo e avaliacdes
desnecessarias em campo, além de maximizar a precisao dos grupos heteréticos uma vez que
nos cruzamentos manuais pode ocorrer contaminagao genética.

Para otimizar o processo de classificacdo, foi realizado uma analise de importancia
relativa das varidveis, dentre as quais, foram incluidas a matriz bindria dos marcadores
moleculares AFLP, os dados pluviométricos e de temperatura convertidos para uma
distribuicdo discreta, assim como um vetor comum que indica as codificacdes de ambiente.

A partir de um ponto de corte acima de 0,2000% (Figura 2a), onde se detectou uma
relacdo de estabilizacdo e inicio de decréscimo das variaveis, foram selecionadas 60 variaveis
para a continuidade das analises de classificacdo de produtividade, onde essas foram agrupadas
em 4 conjuntos (Figura 2b), sendo estes um conjunto relativo aos marcadores (marc), conjunto
relativo aos dados de temperatura (temp), conjunto relativo aos dados pluviométricos (pluvi) e

um conjunto para a identificacdo de ambientes (amb).
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Figura 2. Andlise das variaveis moleculares e meteoroldgicas (a) importancia (%) das variaveis
em relacdo a classificacdo de produtividade. (b) Distribuicdo da importancia das varidveis
apresentada por cores azuis, sendo que, azul claro indicam maior importancia e azul escuro
menor, em relacdo a classificacdo rendimento de graos.

Conforme, Gedil e Menkir (2019) observaram a utilizagdo conjunta das variaveis de
ambientes associadas a informagdo de marcadores acelera o ganho genético promovendo uma
substituicdo agil dos materiais presentes nos programas de melhoramento.

E possivel constatar ainda pela figura 2b, que o ambiente e as variaveis temperaturas
com 20 e 30 dias antes do florescimento sdo fatores fundamentais para obter gendtipos
produtivos. Este fato esta associado em que o fen6tipo varia conforme as condi¢des climaticas
do ambiente em teste e 0 periodo da temperatura que apresentam maiores porcentuais de
explicagdo para o conjunto temp mostra-se importante para o estabelecimento das primeiras
folhas nessas fases (Ritchie, Hanway e Benson, 1993). Os autores ainda destacam em seu
trabalho que periodos entre 15 dias antes e 15 dias apds o florescimento seriam criticos para a
cultura de milho, uma vez que neste intervalo, de acordo com Nielsen (2005), a cultura necessita
de condicbes térmicas e hidricas suficientemente necessarias para a formacdo de Orgaos
reprodutores masculino e feminino, assim como a viabilidade desses na polinizacéo,
fecundacéo e fases iniciais de enchimento de gréos.

Considerando as variaveis associadas ao volume pluviométrico com 10 dias
(Chuva_Mal0X) e 20 dias (Chuva_Ma20X) apos o florescimento, Nielsen (2005) considera
que o déficit hidrico nessas fases pode causar reducdes significativas no rendimento final, uma
vez que a planta encontra-se em pleno enchimento de grdos e absorcdo de nutrientes para
composicao final do grdos. Bergamaschi et al. (2004), através de modelo de regressao, também
constataram que a maior reducdo no rendimento de grdos do milho ocorre devido ao déficit
hidrico no periodo compreendido entre a polinizacdo e o desenvolvimento inicial do gréo.

Ap0s a definicdo das variaveis finais para uso no modelo de classificacao foi gerado um
looping com 50 repeticdes considerando os parametros associados a arquitetura de rede
proposta. Para trés sistemas de entrada utilizados (Figura 3a) foi constatado que o modelo
envolvendo os dados meteoroldgicos e matriz de marcadores selecionados apresentou 0s
maiores porcentuais de capacidade preditiva média (61%) com repeticBes atingindo picos de

72%, em que destas foram armazenadas em matrizes de pesos e Vieses.
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Figura 3. Dados de entrada: moleculares com agrometeorolégico, marcadores moleculares e
agrometeorologico (a) Distribuicdo das variaveis em barra, em relacdo a porcentagem de acerto
através da MLP (b) BoxPlot das variaveis em relacdo a porcentagem de acerto pela rede MLP.

Para os dois modelos que consideraram somente os dados de marcadores e somente 0s
dados meteoroldgicos, foram verificadas capacidade preditiva de 59% e 50%, respectivamente,
onde o maior pico registrado foi para 0 modelo envolvendo somente marcadores com 65% de
acuracia, estando todos abaixo do modelo que considerou na camada de entrada da rede neural,

os dados de marcadores e meteorol6gicos conjuntamente.
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Segundo Nehe et al. (2019), como a interacdo GxA é responsavel diretamente pela
variacdo fenotipica, estd também associada aos ganhos genéticos. Utilizando esse principio
associado as redes neurais, Azevedo et al. (2015) realizaram a selecdo indireta em genotipos de
alface considerando a influéncia da interagdo GxA no periodo de florescimento, caracteristica
de alta importancia comercial, onde obtiveram ganhos de selecdo de 7,02% a 9,30%, utilizando
uma rede neural treinada com dados de dois experimentos. Qiao et al. (2019) constataram que
as andlises integradas de respostas genémicas e diferentes ambientes, sdo poderosas para revelar
uma arquitetura genética subjacente, que pode variar em tamanho e dire¢do, considerando
efeitos continuos de genes individuais, ao lado de um gradiente ambiental.

Segundo Parmley et al. (2019) a interacdo de esforgos multidisciplinares, entre estes,
técnicas de M.L., selecdo gendmica e informagdes ambientais, podem melhorar a informacéo
ao melhorista sobre o potencial genético dos gendtipos candidatos, buscando um
posicionamento e selecdo otimizado para diferentes sistemas de manejo ou ambientes de
cultivo.

Nesse sentido, no presente estudo, com base nos valores obtidos de capacidade preditiva
classificatoria, a partir das variaveis meteorologicas e de marcadores AFLP, foi possivel obter
um modelo de selecdo com énfase em classes de produtividade em milho com niveis

intermediarios de endogamia (S>), tanto para linhagens quanto para hibridos.

Conclusodes
e A arquitetura de rede neural construida foi eficiente na classificacdo de genotipos por
produtividade
e A uutilizacdo conjunta de dados de marcadores moleculares e meteorologicos

promoveram o aumento da capacidade preditiva do modelo.
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5.CONSIDERACOES GERAIS

A metodologia aplicada para identificacdo e clusterizacdo dos padrfes heter6ticos em
linhagens parcialmente endogamicas (S2) por meio de marcadores moleculares dominantes
AFLP, foram eficientes mesmo quando oriundas de um mesmo “pool” genético comum,
permitindo a selecdo correta de linhagens promissoras para formacdo de hibridos
intermediarios.

A construcdo de uma arquitetura de rede neural Multilayer Perceptron, utilizando como
base os valores obtidos de capacidade preditiva classificatéria, a partir das variaveis
meteorologicas e de marcadores AFLP, também foi eficiente na classificacdo de gen6tipos com
alto rendimento de grdos. As variaveis utilizadas para modelagem da rede computacional
promoveram um aumento da capacidade preditiva do modelo, mesmo quando as linhagens e
hibridos apresentarem niveis intermediarios de endogamia (S>).

Visto isso, estratégias para identificacdo de padrdes heteroticos como marcadores AFLP
e Multilayer Perceptron sdo eficazes e econémicos para predicdo e selecdo de hibridos
intermediarios de alta performance produtiva, podendo ser utilizados em programas de

melhoramento genético de milho privados e publicos.
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