Universidade
Estadual de LondRrina

RENATO GONCALVES DE OLIVEIRA

ANALISE DIALELICA E DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
POPULAGOES DE MILHO SUPERDOCE

Londrina
2018



Universidade Estadual de Londrina

@& Instituto Agrondmico do Parana
P2

Em@a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria

RENATO GONCALVES DE OLIVEIRA

ANALISE DIALELICA E DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
POPULACOES DE MILHO SUPERDOCE

Londrina
2018



RENATO GONCALVES DE OLIVEIRA

ANALISE DIALELICA E DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
POPULACOES DE MILHO SUPERDOCE

Dissertacao apresentada ao Programa de Pds-
Graduagao em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito para a obtengao do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Josué Maldonado Ferreira

Londrina
2018



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Oliveira, Renato Gongalves de.
Analise dialélica e divergéncia genética entre populagdes de milho superdoce / Renato
Gongalves de Oliveira. - Londrina, 2018.
93 f. 1l

Orientador: Josué Maldonado Ferreira.

Dissertagéo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pds-Graduagao em Genética e
Biologia Molecular, 2018.

Inclui bibliografia.

1. Analise dialélica em milho superdoce - Tese. 2. Correlagcdo gendmica de VanRaden -
Tese. 3. Indice de divergéncia genética - Tese. |. Ferreira, Josué Maldonado. Il. Universidade
Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Biologicas. Programa de Pds-Graduagao em Genética
e Biologia Molecular. lll. Titulo.




RENATO GONCALVES DE OLIVEIRA

ANALISE DIALELICA E DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
POPULACOES DE MILHO SUPERDOCE

Dissertacado apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito para a obtencgao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Josué Maldonado Ferreira
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Leandro Simdes Azeredo Gongalves
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Deoclécio Domingos Garbuglio
Instituto Agronémico do Parana - IAPAR

Londrina, 20 de julho de 2018.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a minha familia, meu apoio de todas as horas.

A Universidade Estadual de Londrina e o Programa de Pés-Graduacéo
em Genética e Biologia Molecular e todo o corpo docente. Em especial a Dr. Silvia
Helena e ao Dr. Carlos Alberto Arrabal Arias.

A CAPES pela concesséao da bolsa de estudos.

Ao meu orientador, Dr. Josué Maldonado Ferreira, pela orientacéo e
ensinamentos.

A empresa Tropical Melhoramento Genético pela geragcdo dos dados
moleculares do experimento.

Ao Dr. Roberto Fritsche-Neto e a seu orientado de doutorado Italo
Granato pela valiosa ajuda na analise e interpretacdo dos dados moleculares.

A Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina por ter
disponibilizado a area onde foram instalados os experimentos, e a todos os

funcionarios que ajudaram, em especial ao Sr. Raimundo e ao Valdinei.



OLIVEIRA, Renato Gongalves de. Analise dialélica e divergéncia genética entre
populacdées de milho superdoce. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A identificacdo do potencial de populagdes base para o melhoramento individual e
em cruzamentos € uma das fases mais importantes e determinantes para o sucesso
de um programa de melhoramento genético. Os objetivos foram determinar a
capacidade combinatéria de 10 populacbées de milho superdoce em um dialelo
completo, identificar a existéncia de associagdo entre caracteristicas de
produtividade, estimar a divergéncia genética entre essas 10 populag¢des utilizando
marcadores SNP’s, identificar a existéncia de associacdo entre capacidade
especifica de combinagdo para caracteristicas de produtividade e os indices de
divergéncia genética. Os 45 hibridos interpopulacionais e quatro testemunhas foram
avaliados em blocos ao acaso com trés repeticbes em trés ambientes. As
caracteristicas avaliadas foram produtividade de espigas com palha, produtividade
de espigas sem palha, produtividade de graos, numero de fileira de graos, didametro
e comprimento de espigas, numero de dias para o florescimento, altura de plantas e
altura de espigas. Houve efeito significativo de capacidade geral de combinagéo
para todas as caracteristicas avaliadas, ndo sendo observado efeito significativo
para a capacidade especifica de combinagao apenas para altura de espiga. Houve
interacao de capacidade geral de combinagao e ambiente para as caracteristicas de
produtividade, numero de fileiras, didametro e comprimento de espigas, ndo sendo
observado efeito de interacdo capacidade de combinacdo especifica e ambiente.
Também n&o houve efeito significativo do contraste entre a média geral das
combinagdes hibridas e das testemunhas para as caracteristicas de produtividade,
evidenciando alto desempenho dos hibridos do dialelo. As combinagdes mais
promissoras sao SD3004xSD30005 e SD3006XSD3007 para a obtengao de
linhagens e formagdo de hibridos. As populacbées SD3004, SD3005 e SD3006
apresentam as melhores estimativas de capacidade geral de combinagdo e estao
presentes nas combinagdes hibridas com melhor desempenho para as
caracteristicas de produtividade e de capacidade especifica de combinagdo nos
diferentes ambientes. A produtividade de grdos estda mais fortemente associada a
produtividade de espiga sem palha, que a produtividade de espigas com palha. Os
melhores hibridos interpopulacionais foram obtidos pelo cruzamento entre diferentes
agrupamentos pela correlacdo gendmica de VanRaden. Os grupamentos segundo a
correlagdo genbmica de VanRaden sao eficientes para indicar as combinagdes
hibridas superiores para produtividade com alta taxa de assertividade. Existe maior
associacdo entre as estimativas da capacidade especifica de combinacdo e a
correlagdo genbmica de VanRaden do que entre a distancia genética de Nei e
capacidade especifica de combinagao.

Palavras-chave:Zea mays L. Var. Saccharata. Correlagdo genémica. Capacidade
especifica de combinacao. Populagdes.



OLIVEIRA, Renato Gongalves de. Dialelic analysis and genetic divergence
between supersweet corn populations. 93 p. Dissertacion (Master's Degree in
Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2018.

ABSTRACT

Identifying the potential of base populations for individual and cross-breeding is one
of the most important and determinant steps for the success of a breeding program.
The objectives were to determine the combining ability of 10 supersweet corn
populations in a complete diallel, to identify the existence of an association between
yield traits, to estimate the genetic divergence between these populations using SNP
markers, to identify the existence of association between specific combining ability
for yield traits and the rates of genetic divergence. The 45 interpopulation hybrids
and four checks were evaluated in randomized blocks design with three replications
in three environments. The traits evaluated were yield of ears with straw, the yield of
ears without straw, the yield of grains, number of row of grains, diameter and length
of ears, number of days for flowering, the height of plants and height of ears. There
was a significant effect of general combining ability for all characteristics evaluated,
and no significant effect was observed for specific combining ability only on ear
height. There was the interaction of general combining ability and environment for the
characteristics of yield, a number of rows, diameter and length of ears, and no
interaction effect between environment and specific combining ability was observed.
There was also no significant effect of the contrast between the overall mean of the
hybrid and control combinations for the yield characteristics, evidencing the high
performance of the diallel hybrids. The most promising combinations are
SD3004xSD30005 and SD3006XSD3007 for obtaining inbred lines and hybrid
formation. SD3004, SD3005, and SD3006 populations have the best estimates of
overall combining ability and are present in the best-performing hybrid combinations
for yield and specific combining ability characteristics in different environments. Grain
yield is more strongly associated with ears yield without straw, than the yield of ears
with straw. The best interpopulation hybrids were obtained by crossing between
different clusters by the VanRaden genomic correlation. VanRaden's genomic
correlation groups are efficient to indicate the superior hybrid combinations for
productivity with high assertiveness. There is a greater association between
estimates of specific combining ability and VanRaden genomic correlation than
between Nei genetic distance and specific combining ability.

Keywords: Zea mays L. Var. Saccharata. Genomic Correlation specific combining
ability. Populations.
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1 INTRODUCAO

O milho superdoce (Zea mays L. var. saccharata), botanicamente idéntico ao
milho comum, € caracterizado pelo maior acimulo de acucar no endosperma. Essa
caracteristica advém de mutacdes naturais em genes envolvidos na sintese do amido,
podendo-se citar: 0 sugary enhancer-1 (sei), localizado no cromossomo 2; shrunken-
2 (sh2) no cromossomo 3; brittle-2 (bto) e sugary-1(sui), ambos no cromossomo 4,
amylose extender (aei) e brittle-1 (bt1), ambos no cromossomo 5; waxy-1 (wxi1) no
cromossomo 9 e dull-1 (dui). Além de alto valor nutricional o milho superdoce
apresenta caracteristicas proprias como sabor adocicado, pericarpo fino e
endosperma com textura delicada. Seu uso é bastante versatil, podendo ser utilizado
para o consumo in natura, na forma de milho verde, ou para industrias de conservas,
sendo esta ultima a maior demanda no Brasil.

No melhoramento genético o milho superdoce é considerado como uma
hortalica pois possui exigéncias sensoriais como: cor, maciez e sabor, além da
exigéncia de produtividade. O desenvolvimento de gendétipos comerciais deve ter
como premissa atender as exigéncias tanto da indastria de conservas, consumidores
e produtores, que buscam produtividade, qualidade, uniformidade e tolerancia a
pragas e doengas.

Os hibridos de linhagens sé@o os genoétipos que melhor atendem as exigéncias
da industria e mercado consumidor. Nesse contexto, é fundamental a identificacéo de
populag6es que possuam desempenho individual superior e capacidade combinatéria
gue maximizem a oportunidade da sintese de linhagens que gerem hibridos de alto
potencial produtivo e com desempenho elevado para diferentes caracteristicas

exigidas. Para tanto, as analises dialelicas tém sido extensamente utilizados, pois
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permitem estimar os efeitos de capacidade geral e especifica de combinacdo (CGC e
CEC, respectivamente), que orientam a selecao de genitores e definicdo das melhores
combinacgBes hibridas. Além disto, essas estimativas de CGC e CEC permitem
caracterizar o tipo de acédo génica predominante para as caracteristicas de interesse,
auxiliando no direcionamento de programas de melhoramento.

As ferramentas moleculares tém se tornado cada vez mais relevantes no
direcionamento de programas de melhoramento. A facilidade para a obtencéo de
dados de marcadores moleculares, caso dos marcadores SNP que permitem um alto
grau de automacao em seus processos, tem permitido a realizacdo de cada vez mais
estudos envolvendo os genoétipos dos organismos de interesse. Para 0s organismos
cujo o nivel de informacdo € baixo tem-se lancado méo das ferramentas de
sequenciamento de nova geracdo (NGS), que ndo depende de amplificacéo de varios
segmentos de DNA e sim todo ele de uma vez. Os estudos buscando a associacéo
entre gendtipo e fenotipo no melhoramento tem promovido o desenvolvimento de
novas técnicas, que podem aumentar a acuracia e a eficiéncia de programas de
melhoramento. Entre essas técnicas estdo a selecao genémica, que tem a capacidade
de predizer o desempenho de individuos com base em sua composicdo alélica,
selecdo assistida, que auxilia na deteccao de individuos com a presenca de alelos
desejados para a expressdo de determinadas caracteristicas, e o mapeamento
associativo, que busca a identificacéo de regides do genoma associadas a expressao
de determinada caracteristica. Nesse contexto, os marcadores moleculares SNP’s
tem se destacado por propiciar alta cobertura dos genomas, com custo relativamente
baixo e cada vez mais acessivel. Entre suas utilidades, eles podem auxiliar na

definicho de agrupamentos de genotipos similares e indicar as melhores
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combinac¢des, com base em indices de divergéncia genética e agrupamentos, como
os resultados fornecidos pela matriz de correlagcdo genémica de VanRaden.

Assim, os objetivos foram determinar a predominancia dos efeitos génicos;
determinar a capacidade combinatoria de 10 populagcdes de milho superdoce em um
dialelo completo; identificar a existéncia de associacdo entre a produtividade e
diferentes caracteristicas agronémicas; estimar a divergéncia genética entre essas 10
populacdes utilizando marcadores SNP’s; identificar a existéncia de associagéo entre
capacidade especifica de combinacdo para caracteristicas de produtividade e 0s

indices de divergéncia genética.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Milho doce e superdoce

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais estudadas em todo o mundo
devido a sua grande importancia para alimentacdo humana e animal. Na espécie Zea
mays L. podemos encontrar diversos tipos de milho, dentre eles, podem-se citar 0s
milhos especiais, destinados principalmente ao consumo humano (Reis, 2009).

Por apresentarem sabor adocicado, devido ao acumulo de aglcar nos graos,
sao classificados no grupo saccharata ( Aragéo, 2002; Reis , 2009). De acordo com
Parentoni et al. (1990), o milho doce apresenta alto valor nutricional além de
caracteristicas préprias como sabor adocicado, pericarpo fino e endosperma com
textura delicada. O baixo teor de amido destes milhos os confere uma caracteristica
de maior perecibilidade em relagdo ao milho comum (Mamede et al., 2015).

Alguns trabalhos como os de Silva (2012) e Aragao (2002), citam que este tipo
de milho teve origem entre 7000 a 10000 anos atras e foi utilizado pelos povos antigos
como fonte de acglcar, provavelmente no México. A producédo de milho doce apresenta
uma grande diversificagdo de uso, podendo ser utilizada para 0 consumo in natura na
forma de milho verde ou pelas industrias de conservas: enlatados, congelados,
desidratados e Baby Corn ou minimilho, colhido antes da polinizacdo (Oliveira Jr. et
al., 2006). A colheita é feita quando as espigas apresentam umidade em torno de 75%,
gue ocorre em torno de 20 a 28 dias ap06s o florescimento, e de preferéncia nas
primeiras horas do dia. A palhada resultante da colheita pode ser utilizada para
silagem (Kwiatkowski & Clemente, 2007; Camilo et al., 2015).

Com relacdo a botéanica e a reproducédo, o milho doce é idéntico ao comum

(Aragdo, 2002), diferindo com relagdo ao teor de aclucar e amido presentes no
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endosperma. O carater adocicado dos graos de milho doce superdoce € controlado
geneticamente pela ocorréncia de genes mutantes em homozigose recessiva, que
podem estar presentes de forma isolada ou combinados. Esses genes promovem o
bloqueio da conversdo de acucares em amido no endosperma do grao (Luz et al.,
2014; Teixeira et al., 2013; Aragdo, 2002; Parentoni, 1990). Quando seco, 0 grao
adquire aspecto vitreo em funcéo da cristalizacdo dos acucares que estdo em maior
guantidade no endosperma e enrugado devido a menor propor¢cao de amido (Stork &

Lovato, 1992)

Sacarose Amido

Sacarose /' '\
sintase
shl ; ; ;
\ Amilose Amilopectina l bt1

Desramificadora sel
de amido su2
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. J

Figura 1 — Esquema resumido da via do de sintese do amido em semente de milho.
Os mutantes susl, shl, bt2, sh2, wx1, dul, ael, sul, sel e btl aparecem circulados
em frente a regido onde sofrem alteragéo.

Quatorze genes relacionados ao carater doce ja foram citados, sendo que oito
deles ja foram aplicados comercialmente. Entre eles estdo: o sugary enhancer-1 (se1),
localizado no cromossomo 2; shrunken-2 (sh2) no cromossomo 3; brittle-2 (bt2) e

sugary-1(su1), ambos no cromossomo 4, amylose extender (aei) e brittle-1 (bty),
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ambos no cromossomo 5; waxy-1 (wx1) ho cromossomo 9 e dull-1 (duj) (Teixeira et
al., 2013; Tracy, 2001). Esses genes atuam em diferentes pontos da rota metabdlica
de sintese do amido (Sousa et al., 2012) (Figura 1).

Em funcdo da composicdo do endosperma, Tracy (2001) classificou os genes
em duas classes: doce e superdoce. Os milhos classificados como superdoce sao
aqueles que apresentam os genes mutantes bti, bt ou shz. Esses genes apresentam
uma maior quantidade de acgucares em detrimento da producdo de amido e, portanto,
um sabor mais adocicado. Os milhos classificados como doces apresentam 0s genes
Sui, aei, wWxy ou dui. A expressdo desses genes resulta em um menor acumulo de
acucar no endosperma. Dessa forma, enquanto o milho comum tem em torno de 3%
de acucar e entre 60% e 70% de amido, o milho doce tem de 9% a 14% de acgUcar e
de 30% a 35% de amido e o superdoce tem em torno de 25% de acuUcar e de 15% a
25% de amido (Luz et al., 1994). Entretanto, as combinacdes de alguns genes da
classe doce podem resultar em indices de aglcares semelhantes ao encontrado em
milhos classificados como superdoce, um exemplo é o caso da combinacéo ae du wx
(Tracy, 2001).

Gendtipos su; apresentam em torno de 30% a menos de proteinas que os shy,
e também um menor periodo de colheita (Oliveira Jr et al., 2006; Tracy, 2001). Porém,
de forma geral, os gendtipos su: possuem uma melhor qualidade de sementes quanto
a germinacao e ao vigor, em relacao ao grupo de milho superdoce (Tracy, 2001).

De modo geral, as sementes de milho doce e superdoce contém elevados
teores de agucares sollveis e baixa reserva no endosperma, o que leva a uma menor
qualidade de sementes, podendo acarretar em falhas de estande na emergéncia

(Aragéo et al., 2003). Por exemplo, podem ser citadas as sementes portadoras dos
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genes shy, pois apresentam alta suscetibilidade ao damping-off em pré e p6s-colheita

e ao ataque de patdgenos e pragas do solo (Aragao, 2002).

2.2 Aspectos econdmicos do milho doce e superdoce no mundo e no Brasil

A Organizacao das NacOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO)
apresenta os dados referentes a producao de milho verde, mas nao faz distincédo entre
milhos comuns e doces ou superdoces. Dados de 2016 mostram que a producao
mundial foi de, aproximadamente, 18,09 milhdes de toneladas de milho verde em uma
area colhida de 1,41 milhdes de hectares. Dentre o0s trés maiores produtores mundiais
de milho verde, dois encontram-se no continente americano e um no africano. Os
Estados Unidos, como maior produtor mundial, obteve uma producéo de 3,35 milhdes
de toneladas em uma area de 195 mil hectares (FAO, 2018).

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, USDA, no ano
de 2017 foram plantados 203.500 hectares de milho doce, resultando em uma
producao total de 4.026.697 kg de espiga com palha e uma produtividade média de
19.787 kg de espiga com palha/ha, gerando um movimento de 931 milhdes de ddlares
(USDA, 2017) . No Brasil o milho superdoce cresceu em importancia impulsionado
pelas industrias de conservas, o milho superdoce vem ganhando mais espaco no
Brasil (Sousa et al., 2012). Além disso, 0 pais apresenta grande potencial para a
producao deste milho para a exportacéo para paises europeus e da América do Norte
(Camilo et al., 2015; Bordallo et al., 2005).

Os maiores estados brasileiros produtores de milho superdoce sao Rio Grande
do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Distrito Federal e Pernambuco, com destino
basicamente ao processamento industrial como enlatados e congelados (Pereira Filho

et al., 2009). Destaca-se aqui o0 estado de Goids, maior produtor nacional, que
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concentra 90% da area plantada, pois possibilita o cultivo o ano todo (Luz et al., 2014).
Dados de 2010 da Associacéao Brasileira de Sementes e Mudas (ABRASEM) mostram
que a area total de milho doce no ano de 2009 foi de aproximadamente 41,5 mil
hectares, mostrando um incremento na area de producéo no Brasil. Em contrapartida,
Teixeira et al. (2013), relatam que a area plantada e a quantidade de sementes
vendidas se mantiveram estaveis até 2013.

Existe uma grande dificuldade em se utilizar os dados provenientes de
levantamentos estatisticos da cultura do milho doce no Brasil, muitas vezes devido a
nao discriminacdo adequada entre milho verde comum e o milho verde doce e
superdoce. O consumidor brasileiro, geralmente, desconhece o fato de que o milho
verde industrializado é predominantemente oriundo de cultivares de milho superdoce
e sao raros os mercados que fornecem estes milhos in natura. Assim verifica-se a falta
de dados de levantamento estatistico sobre a situacéo atual dessa cultura no Brasil.

O consumo de milho superdoce na forma de milho cozido pode ser uma
alternativa para os agricultores aumentarem a sua rentabilidade, pois o carater doce
pode atribuir precos diferenciados no mercado (Pereira Filho et al., 2015; Luz et al.,
2014). No Registro Nacional de Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, MAPA (2018), constam 66 cultivares de milho doce registradas.
Quatro destas cultivares sdo geneticamente modificadas e 12 sao variedades. Esse
namero é muito inferior aos apresentados para o milho comum. Sendo a empresa
Agristar do Brasil responsavel por 16 desses registros ou 24% do total. Nos ultimos
dois anos, 2016 e 2017, foram lancadas foram 12 novas cultivares, numero

expressivamente inferior aos nimeros de milho comum.
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2.3 Melhoramento genético de milho superdoce

Em funcéo de sua producéo ser destinada ao consumo humano, um programa
de melhoramento genético de milho superdoce deve ser considerado como um
programa de melhoramento de hortalicas. Seu objetivo € desenvolver cultivares com
caracteristicas sensoriais especificas, entre essas caracteristicas pode-se citar, por
exemplo, a cor, a maciez e o sabor. Essas cultivares devem atender as exigéncias
das industrias de conservas e dos consumidores in natura, além de possuir
caracteristicas agronémicas de interesse dos produtores, como a alta produtividade e
tolerancia a doencas e pragas (Barbieri & Souza Jr, 2008).

De forma geral, as estratégias utilizadas para o melhoramento de milho
superdoce sdo semelhantes as empregadas em milho comum. O carater doce €&
introduzido pelo método de retrocruzamentos em germoplasma existente ou
desenvolvendo novas populacdes base para a extracao de linhagens homozigéticas
(Parentoni et al., 1990). No desenvolvimento de hibridos de linhagens de milho
superdoce também sdo empregadas as etapas basicas: escolha das populacbes
base; extracdo de linhagens homozigoticas; determinacdo da capacidade
combinatdria destas linhagens e, por fim, testes experimentais com os hibridos

formados, avaliando as caracteristicas de interesse, em diferentes ambientes.

2.3.1 Populag¢des base

A escolha das populacdes base que serdo utilizadas no programa de
melhoramento genético de milho superdoce € de extrema importancia. Essas
populacbes devem concentrar alta frequéncia de alelos favoraveis para as
caracteristicas de interesse, resultando assim, em linhagens de desempenho superior.

Dessa forma, uma escolha errada na populacdo pode comprometer todo o trabalho
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de selecdo, além de gerar desperdicio de tempo e de recursos financeiros (Oliboni et
al., 2013).

Para obtencdo de combinacdes hibridas com performances superiores, as
populacdes sdo alocadas em grupos heteréticos distintos. Essa estratégia € adotada
para maximizar e efeito de heterose nesses hibridos. Dessa forma, dentro de um
mesmo grupo, 0s cruzamentos entre as linhagens obtidas ndo manifestam heterose
ou ela é baixa, ao passo que em grupos diferentes, os niveis de heterose esperados
sao altos (Souza Jr, 2001).

As populacdes podem possuir base genética ampla, formada por populacdes
tradicionais, por compostos resultantes do intercruzamento e recombinacdo de
diversas populacfes, ou base genética estreita, sendo denominadas de sintéticos,
produzidas pelo intercruzamento e recombinacdo de um numero reduzido de
linhagens homozigoticas, ou mesmo pelo emprego de hibridos comerciais. Para a
formacdo de novas populagbes base, as linhagens e as populacdes utilizadas sé&o
escolhidas em funcédo de seus desempenhos per se e de suas combinacfes em
cruzamentos com outros grupos heteroticos, além de se considerar a depressao por

endogamia, selecionado aquelas menos sensiveis a depresséo (Souza Jr, 2001).

2.3.2 Determinacao da capacidade combinatéria das populagcfes

Além de obter as populacdes que possuam desempenho individual superior, é
necessario identificar aquelas combinagfes que permitam extrair linhagens que gerem
hibridos de alto potencial produtivo e com desempenho elevado para diferentes
caracteristicas. Para este fim, geralmente, sdo realizados cruzamentos topcrosses,

por meio de linhagens elites testadoras, ou cruzamentos dialélicos que permitem
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estimar os efeitos de capacidade geral de combinacéo (CGC) e capacidade especifica
de combinacéo (CEC)

Os conceitos de CGC e CEC foram inicialmente apresentados por Sprague &
Tatum (1942). As estimativas de CGC referem-se ao comportamento médio de cada
genitor quando em cruzamento com o0s demais genitores, estando principalmente
associada aos efeitos aditivos e epistaticos do tipo aditivo (Miranda Filho; Gorgulho,
2001; Fuzatto, 2003). Os genotipos que possuem melhores CGC’s apresentam maior
frequéncia de alelos favoraveis, resultando em melhor desempenho individual da
linhagem devido aos efeitos aditivos da mesma (Vencovsky & Barriga, 1992), sendo
ainda influenciada, parcialmente, pelos efeitos de dominancia.

A CEC esta associada a uma combinacado particular entre dois genitores, cujo
desempenho esta acima ou abaixo do esperado com base apenas ha média e a CGC
dos genitores, estando associada aos efeitos de dominancia e epistaticos que incluem
a dominancia (Miranda Filho; Gorgulho, 2001; Hallauer & Miranda Filho, 1995).
Portanto, CEC é o desvio de um cruzamento em relacdo a média dos cruzamentos
entre um grupo de gendtipos (parentais), ndo explicado pela CGC, devido a
combinacao especifica entre dois gendtipos (parentais) (Falconer, 1987).

N&o se deve levar em consideracdo somente os valores de CGC para a escolha
dos genitores, pois estes nem sempre proporcionam o melhor hibrido. As
combinagdes ideais sdo aquelas que apresentam as melhores estimativas de CEC e
gue envolvam pelo menos um dos genitores com CGC superior (Bordallo et al. 2005;
Cruz & Vencovsky, 1989).

Baseadas nos conceitos de CGC e CEC diversas metodologias foram

desenvolvidas para avaliacdo de genitores em cruzamentos. Destacam-se entre



24

essas metodologias os dialelos de Griffing (1956), Gardner & Eberhart (1966) e
Hayman (1954) e suas variacoes.

Os cruzamentos dialélicos fundamentam-se nos possiveis cruzamentos entre
0S genitores, podendo-se empregar ou ndo o uso dos pais, cruzamentos reciprocos
ou ainda geracoes relacionadas como, por exemplo, a geracao F2 e retrocruzamentos.
Estes esquemas de cruzamentos sdo amplamente utilizados em programas de
melhoramento de milho para selecdo de genitores e definicdo das melhores
combinac¢Bes hibridas. A partir da analise dialélica também se pode estimar os
parametros Uteis na selecdo de genitores para hibridacéo; obter informacdes sobre o
tipo de acdo génica envolvida no carater de interesse e do potencial heterético entre
as linhagens (Oliboni et al., 2013; Cruz & Regazzi; Carneiro, 2012; Kostetzer, 2007,
Teixeira et al., 2001).

Segundo Hallauer et al. (2010) e Cruz et al. (2004) e existem 0s seguintes tipos

de dialelo:

a) Dialelos balanceados completos: os tratamentos apresentam igual nidmero de
repeticbes e incluem os hibridos F1’s entre todos os pares de combinagdes dos
genitores, podendo-se incluir os genitores, seus hibridos reciprocos e, algumas
vezes, outras geracdes relacionadas;

b) Dialelos parciais: envolvem dois grupos de genitores e seus respectivos
cruzamentos, possibilitando aumentar as informacdes sobre grupos estudados
com um numero menor de cruzamentos;

c) Dialelos circulantes: permitem obter informacdes sobre 0s genitores com um
namero menor de cruzamentos, todavia ha uma perda de informacdo em

determinadas combinagdes hibridas;



25

d) Dialelos incompletos: os genitores sao representados por um numero variavel de
cruzamentos devido a fatores como a perda de tratamentos na conducédo do
experimento, insuficiéncia de sementes ou também incompatibilidade de
cruzamentos;

e) Dialelos desbalanceados: todas as combinacfes hibridas e também as demais
geracdes, como genitores e reciprocos, estao representados, porém em namero

desigual de repeticdes por tratamento.

Na metodologia desenvolvida por Griffing (1956), os possiveis n gendtipos
podem ser avaliados reunindo-os em uma tabela n x n, dividindo-a em trés grupos: 0s
n genitores, hibridos F1 com n(n-1)/2 combinagdes e os hibridos reciprocos (F1’s) com
n(n-1)/2.

Esta metodologia pode ser classificada em quatro métodos:

e Método 1 — sdo incluidas as n? combinacdes;
e Método 2 — sao incluidas as n(n+1)/2 combinac®es, faltando os F1’s reciprocos;
e Meétodo 3 — sédo incluidas as n(n-1) combinacdes, faltando os progenitores;

e Método 4 - inclui somente os hibridos F1, com n(n-1)/2 combinacdes.

Ainda, segundo Cruz et al. (2004) cada um destes métodos pode ser analisado
considerando um modelo fixo ou aleatério, dependendo da natureza amostral dos
progenitores.

Trabalhando com dois gend6tipos de milho doce, um de milho comum, seus F1's

e reciprocos em um dialelo completo Bordallo et al. (2005) constataram efeitos



26

significativos dos efeitos aditivos e ndo aditivos na para as caracteristicas de peso
meédio de espigas sem palha e para comprimento médio de espigas sem palha. Para
as duas caracteristicas foi observada a predominancia dos efeitos genéticos aditivos
com relacéo a expressao do carater. Esses resultados foram corroborados por Aragéo
(2002) e Lima (2003). Trabalhando com um dialelo envolvendo 12 hibridos comerciais
de milho comum Oliboni et al. (2013) também encontraram resultado semelhante para
producdo de espigas despalhadas, altura de planta e altura de espiga. Também
Bignotto et al. (2015) encontrou a mesma relacao entre os efeitos aditivos de nao-
aditivos para a produtividade de grdos em um dialelo completo com oito gendétipos de
milho branco. A predominancia dos efeitos aditivos também foi encontrada por
Guimardes et al. (2007) e Paterniani et al. (2008) trabalhando com milho comum.

Rodrigues et al. (2009) utilizando oito linhagens endogamicas de milho doce
em um dialelo completo verificaram que para a produtividade de espigas empalhadas
e produtividade de espigas comerciais houve predominio dos efeitos de dominancia
no controle genético expressdo dessas caracteristicas. Resultado semelhante
também foi encontrado por Oliveira et al. (2016) para a produtividade de grdos
trabalhando com milho comum. Também Srdic et al. (2008) encontrou predominancia
de efeitos de dominancia para peso de espiga com palha em um dialelo completo com
seis linhagens de milho doce.

Em termos de magnitude dos valores para CGC e CEC, Kwiatkowski et al.
(2011) em um dialelo completo com sete linhagens de milho doce observaram
estimativas de peso de espiga com palha entre 989 kg ha' e -561 kg ha' para CGC
e entre 831 kg ha! e -1386 kg ha! para CEC, com uma produtividade média variando
entre 6052 a 3022 kg ha. Rodrigues et al. (2009), encontraram valores de CGC para

peso de espiga com palha entre 794 e -820 kg ha'! e CEC entre 5175 e -7871 kg ha-



27

1, com produtividade variando de 22727 e 7729 kg hat. Embora, os efeitos de CGC e
CEC apresentados sejam de efeitos fixos e n&o extrapolaveis para outras

combinag¢des nos revelam o quao amplas pode ser estas estimativas.

2.3.3 Uso de marcadores no melhoramento

Os marcadores de DNA séao divididos em trés categorias principais: 0s que
empregam hibridizacdo de moléculas de DNA, amplificacdes de segmentos de DNA
(Reagdo em cadeia da Polimerase — Polymerase Chain Reaction -PCR) ou
sequenciamentos de bases. Os marcadores moleculares sdo classificados em
dominantes ou codominantes. Os marcadores codominantes possibilitam diferenciar
individuos homozigotos e heterozigotos, o que ndo é possivel com marcadores
dominantes, para os quais apenas é possivel identificar a presenca ou auséncia de
um determinado alelo (Turchetto-Zolet et al., 2017).

O sistema de marcador genético envolvendo hibridizacdo baseia-se na
propriedade de pareamento de bases complementares. Este sistema permitiu o
desenvolvimento de métodos que utilizam pequenos fragmentos de DNA como
sondas para revelar polimorfismos apenas nas sequéncias homologas a esta sonda.
O polimorfismo deste marcador é baseado nos diferentes tamanhos de fragmentos
gerados por enzimas de restricdo, como exemplo tem se o método de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism).

Diferentes técnicas para a analise de marcadores de DNA foram desenvolvidas
a partir do surgimento da PCR, permitindo & amplificagdo de uma grande quantidade
de uma sequéncia especifica de DNA sem necessidade de clonagem, comec¢ando
com apenas algumas moléculas da sequéncia alvo. Uma vantagem dos métodos de

marcadores baseados em PCR sobre os métodos de marcadores baseados em
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hibridizacdo é que o ultimo requer o isolamento de grandes quantidades de DNA.
Entre os marcadores baseados em PCR, podemos citar, por exemplo: RAPD
(Random Amplified Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR
(Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
SNP’s (Single Nucleotide Polymorphism) (Turchetto-Zolet et al., 2017).

O marcador SNP (Single Nucleotide Polymorphism) corresponde ao
polimorfismo entre individuos em um unico par de nucleotideos. Esse € o marcador
com maior capacidade de detectar polimorfismo. No milho, por exemplo, estima-se a
ocorréncia de um entre cada 70 pares de base (Ramalho et al., 2012). Para o uso
desses marcadores no estudo da variabilidade genética € preciso determinar quais
sitios de nucleotideos séo variaveis, ou seja, constituem um SNP. Os SNP’s ocorrem
em genes, inclusive éxons, introns, regides reguladoras e regides nao codificadoras.
Quando o SNP ocorre em regides codificadoras podem ser classificados em trés
grupos: sinbnimos, se os alelos diferentes codificam o mesmo aminoacido, néo
sindnimos, se os dois alelos codificarem aminoacidos diferentes e sem sentido se um
alelo codificar um alelo de parada e o outro codificar um aminoacido. Em geral, 0os
SNP’s sdo identificados por meio de sequenciamento de genomas de uma pequena
amostra de individuos de uma espécie, pela comparacdo dessas sequéncias (Griffiths
et al., 2013).

Embora as técnicas baseadas em PCR tenham alto potencial para automacao
e sejam amplamente empregadas, existe a limitacdo de se trabalhar com a
amplificagdo por meio de clonagem prévia dos fragmentos de DNA em vetores de
multiplicagdo em bactérias ou leveduras.

As técnicas de sequenciamento em larga escala eliminaram a necessidade

dessa etapa de amplificacdo de segmentos, entre elas podemos destacar: o
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pirosequenciamento com deteccéo de pirofosfato, o sequenciamento por ligacao da
tecnologia SOLID, a metodologia de semicondutores lon e 0 sequenciamento por
sintese na tecnologia lllumina. Ainda, novos métodos vém sendo constantemente
testados, aprimorados ou ainda incorporados por outras tecnologias, tais como a
tecnologia Helicos, o Pacific Biosciences e o Oxford Nanopore, que utilizam
principalmente a premissa de sequenciamento de moléculas Gnicas em larga escala.
Hoje em dia o chamado sequenciamento de nova geracdo (NGS — Next Generation
Sequencing) permitiu aumentar consideravelmente a escala das andlises genémicas,
sequenciando e genotipando milhares de regides e genomas de interesse em um
Unico passo, gerando um grande volume de dados bioldgicos (High Throughput
Sequencing -HTS).

Os eventos marcantes para o0 desenvolvimento dos métodos de
sequenciamento de DNA, que culminaram nas principais técnicas conhecidas, podem
ser cronologicamente organizados (Turchetto-Zolet et al., 2017) (Figura 2).

No caso do milho existem genomas de referéncia que possuem O
posicionamento de marcadores SNP’s, um desses genomas é o B73. Esse genoma
serve como referéncia para a localizacdo dos SNP’s, possibilitando identificar se a
localizacdo dos marcadores utilizados esta associada a regifes codificadoras.
Estudos comparativos entre 274 linhagens de milho de diferentes bancos de
germoplasma e o genoma de referéncia B73 indicaram a existéncia de algo em torno
de 49585 SNP’s que apresentaram distinguibilidade entre as trés possiveis
combinacdes de base para o marcador, AA, AB e BB e podem ser considerados
robustos. Esses marcadores cobrem um total de 17520 diferentes genes e alguns
deles possuem varios marcadores aumentando a resolucdo para a identificacéo de

haplétipos (Ganal et al., 2011).
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Figura 2 - Tecnologias de sequenciamento de DNA ao longo dos anos e as principais
contribuicbes de metodologias moleculares para o desenvolvimento dos

sequenciadores de DNA.

O volume de informacdes gerado sobre espécies de interesse econdmico,

como o milho, também levou ao desenvolvimento de técnicas para a manipulacao e

analise dessas informacfes genbmicas. Pode-se citar trés aspectos principais da

analise genémica. O primeiro deles, a bioinformatica, que consiste na andlise das

informacBes de genomas inteiros, 0 que inclui os nameros e tipos de genes de

produtos génicos, bem como a localiza¢do, os nimeros e tipos de sitios de ligacéo no

DNA e no RNA que permitem que os produtos funcionais sejam sintetizados no

momento e locais corretos. O segundo, a genémica comparativa, que considera 0s

genomas de espécies correlatas proximas e distantes a partir de uma percepcao

evolutiva, e permite que sequencias conservadas sejam usadas como um guia para

se analisar a funcdo génica. A comparacédo pode ser feita também dentro da mesma
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espécie a fim de se determinar a relacdo existente entre elas. A terceira, a gendmica
funcional, compreende o uso de uma variedade cada vez maior de métodos para se
compreender a funcéo génica e delinear as redes de interacdes génicas e de proteinas
nos processos bioldgicos (Griffiths et al., 2013).

Um exemplo do quanto se evoluiu em relacdo a capacidade e velocidade de
geracdo de dados genbmicos é a primeira planta a ser sequenciada, a Arabidopsis
thaliana, que consumiu aproximadamente 10 anos para ter o primeiro rascunho do
seu genoma apresentado. Com a utilizacdo da nova geracédo de sequenciadores de
DNA (NGS), como Oxford Nanopore, PacBio RS, lon Torrent and lon Proton,
programas de bioinformatica bastante robustos e modelagem computacional,
genomas inteiros podem ser sequenciados, montados e relacionados a caracteristicas
fenotipicas especificas de cada feno6tipo em poucas semanas. Aliado a isso, tem-se a
drastica reducéo nos custos de sequenciamento que vem possibilitando a geracéo de
um volume cada vez maior de dados, possibilitando o profundo estudo dos genomas
e o desenvolvimento de marcadores moleculares informativos (Borém & Fritsche-
Neto, 2013).

A forma de relacionar os dados gendmicos, quando se trata de gendmica
comparativa, também tem evoluido. Uma das medidas utilizadas para se avaliar o
nivel de divergéncia genética é o coeficiente de Rogers (Rogers, 1972). O coeficiente
de Rogers € a distancia euclidiana, que € dada pela diferenca entre as frequéncias
alélicas dos individuos, padronizada para valores entre 0 e 1. Para duas populacdes
com coeficiente de Rogers igual a zero as frequéncias alélicas serdo idénticas. A
medida que o valor do coeficiente aumenta tem-se 0 aumento da divergéncia até
chegar ao valor maximo quando as populagdes fixaram alelos contrastantes. Uma

outra forma mais recente de se estudar a divergéncia é por meio da matriz de
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correlacdo gendmica (VanRaden, 2008). Esse modelo requer medidas de frequéncia
alélica para a determinacdo dos coeficientes de endogamia, as relacbes de
proximidade genética sdo obtidas a partir da contagem de locus em homozigose e de
alelos compartilhados (VanRaden, 2008). Diferentemente da distancia genética de
Nei, quanto maior for o nivel de divergéncia genémica menor sera o valor da relacao
gendmica.

A medida que se tem consideraveis volumes de informacdo a respeito do
genadtipo, um grande desafio é relacionar esses dados com os dados de fendtipo
obtido em experimentos de campo. A aplicacdo de algoritmos tradicionais para
agrupamento de genes apresenta algumas limitacdes, que decorrem da existéncia de
grupos dependentes dos efeitos das condicfes experimentais em que a atividade dos
genes é nado correlacionada. Uma alternativa € o uso de métodos de agrupamento
biclustering, eles buscam encontrar submatrizes da matriz de dados, ou seja,
subgrupos de gene e subgrupos de condicbes em que 0S genes apresentam
expressao altamente correlacionada em todo o subgrupo de condi¢des (Higa et al.,
2010). A escolha de um método para as analises de agrupamento biclustering,
segundo Higa et al. (2010), deve levar em consideragdo a estrutura do modelo
biclustering e testar qual calibracéo de parametros e qual algoritmo se adequa melhor
a estrutura dos dados.

A evolucdo das técnicas de analise e de obtencdo de dados tem sido
acompanhada por estudos que se utilizam dessas técnicas. O uso isolado de indices
de divergéncia, com o indice de Jaccard, e métodos de agrupamento como o UPGMA,
nao tem se mostrado capaz de predizer o desempenho dos hibridos obtidos em
termos de produtividade, mas para algumas situacdes a correlacdo da divergéncia

genética com heterose e capacidade de combinacdo é positiva (Guimaraes et al.,
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2007; Paterniani et al., 2008). Posteriormente, um novo método baseado
exclusivamente em marcadores que tiveram seus efeitos genéticos estimados a partir
de dados fenotipicos e que apresenta alta acuracia seletiva para a selecéo foi proposto
por Meuwissen et al. (2001). Esse método € denominado de selecdo genbmica ampla
ou GWS (genomic wide selection). Estudos a respeito dessa técnica foram realizados
via simulacéo por Resende et al. (2008) mostrando que essa técnica tem um grande
potencial de aumentar a eficiéncia do melhoramento. Para o melhoramento genético
de milho Fritsche-Neto et al. (2012) demostraram aumento significativo da acuracia
seletiva e nos ganhos genéticos por unidade de tempo. Com base nos resultados
foram propostos os métodos de Selecdo Recorrente Genbémica Reciproca e Selecdo
Recorrente Gendmica Intrapopulacional para a implementacdo da GWS em milho.

A eficiencia dos modelos utilizados na selecdo gendmica pode ser
incrementada através do uso de matrizes de parentesco genémico, como a matriz de
VanRaden (2008), uma vez que os efeitos genéticos genémicos aditivos dos
individuos avaliados constituem os componentes aleatérios dos modelos mistos. Além
disso, a eficiéncia também depende da densidade de marcadores e da extensédo e
padrdo do desequilibrio de ligacdo. Trabalhando com dois painéis distintos de milho
tropical, um com 64 linhagens endogamicas e outro com 452 hibridos, Santos (2016)
utilizou diversos cenarios de selecdo com diferentes correlacbes de parentesco
gendmico encontrando melhor resultado na selecdo com a matriz de Yang et al.
(2010).

O uso de populagdes ou individuos contrastantes para uma determinada
caracteristica em estudos de mapeamento associativo pode auxiliar no entendimento

da expressao da caracteristica. Utilizando 64 linhagens de milho tropical contrastantes
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para eficiéncia no uso de nitrogénio, Morosini et al. (2017) determinou regibes
gendmicas ligadas a expresséo da eficiéncia do uso de nitrogénio.

Os estudos associativos entre genotipo e fenétipo também podem ser utilizados
para o entendimento de processos metabdlicos ligados a condi¢des de estresse. As
relacbes entre os perfis dos metabolitos gerado nas folhas de milho quando
submetidos a situacfes de calor e seca foram estudados por Obata et al. (2015)
procurando identificar o efeito desses metabdlitos na produtividade.

Também é possivel o uso de marcadores para monitorar o andamento de
programas de melhoramento, Guimardes (2016) utilizou marcadores SSR-EST’s
(Simple Sequence Repeat — Expressed Sequence Tags), ou microssatélites
funcionais para aferir os ganhos preditos para o Ciclo C-8 em comparacdo com 0s
demais ciclos do programa de selecdo recorrente com milho pipoca da UENF
(Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro) e observou que ao longo
dos ciclos de selecao recorrente, houve uma reducéo na heterozigosidade observada
além de aumento da endogamia. Houve maior compartilhamento dos alelos com
menor variabilidade o que garante ainda ganhos genéticos nos proximos ciclos
seletivos.

Trabalhos para estudar CGC, CEC e heterose avaliando 36 hibridos de milho
comum resultantes de um dialelo parcial e 12 linhagens parentais com o auxilio de
marcadores microssatélites SSR e AFLP utilizando o coeficiente de Jaccard como
medida de divergéncia genética entre os genotipos foram realizados por Guimaraes
et al. (2007) e Paterniani et al. (2008). O resultados do estudo da associacdo entre
distancia genética entre os parentais e as estimativas de heterose, capacidade
especifica de combinacéao e de produtividade revelaram estimativas de correlacdo nao

significativas, indicando que nao seria adequado fazer inferéncia sobre o
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comportamento dos hibridos de milho a partir da divergéncia genética das linhagens
parentais (Paterniani et al., 2008). Contudo, foi observada correlacdo significativa
entre a distancia genética dos hibridos e a heterose. Porém, a distancia genética nao
foi suficiente para determinar a capacidade especifica de combinacdo nem a
produtividade dos hibridos (Guimaraes et al., 2007).

A partir de marcadores microssatélites SSR (simples sequéncia repetitiva) e a
divergéncia pelo coeficiente de DICE, Srdic et al. (2008) estimaram a divergéncia entre
seis linhagens de milho doce e verificaram a ocorréncia de correlacao estatisticamente
significativa entre CEC e a divergéncia genética.

Diante do exposto, pode-se dizer que as informacdes fenotipicas, que séo
essenciais ao entendimento do desempenho dos gendtipos durante o decorrer do
processo de melhoramento genético, ao serem associadas a informacdes genotipicas,
como a composicao alélica obtida através de genotipagem, podem contribuir no
direcionamento dos processos de melhoramento, com maiores ganhos e mais

assertividade nas decisfes tomadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencédo dos genadtipos

Em 2014, durante a segunda safra do milho, na Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina (FAZESC) (23°19’35"S, 51°11'59"W e 591 m
de altitude) foram realizados cruzamentos dialélicos completos, segundo o
Método IV de Griffing (1956), entre 10 popula¢cdes homozigGticas para o gene
shrunken-2 (PD2001; PD2002; PD2003; SD3001; SD3002; SD3003; SD3004;
SD3005; SD3006; SD3007), desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento
Genético de Milho do Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual
de Londrina (UEL), Parana.

As populagdes foram semeadas em fileiras de 6,00 m, dispostas lado a
lado, para realizacdo de pelo menos 30 cruzamentos manuais por fileira, com a

finalidade de se obter pelo menos 50 espigas para cada combinacao.

3.2 Preparo e conducédo dos experimentos

No laboratério, as espigas despalhadas dos cruzamentos reciprocos
foram secadas em esteiras. Depois dos gréos atingirem 12 a 13% de agua, as
espigas foram debulhadas e as sementes misturadas e acondicionadas em
sacos com identificagdo para cada cruzamento, para armazenamento em
camara fria, a 10°C e com 45% de umidade relativa do ar.

As 45 combinacg0des hibridas e mais quatro testemunhas (PD2002, Balu01,
Balu34 e Tropical Plus) foram avaliados em trés ambientes da FAZESC,
referentes as épocas de semeadura: 24/11/2014; 17/10/2016 e 02/12/2016,

respectivamente.
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O delineamento utilizado nos experimentos foi o de blocos completamente
casualizados com trés repeticbes, com parcelas de fileiras duplas de 4,00 m de
comprimento, com espacamento de 0,80 m entre fileiras e 0,20 m entre plantas.
Na semeadura foram utilizadas 120 sementes por parcela, semeando trés
sementes por cova.

O desbaste foi realizado no estadio de V4 a Vs da cultura do milho,
mantendo cinco plantas por metro linear, atingindo uma densidade populacional
de 62500 plantas hat. Os tratos culturais foram conforme as recomendacdes
técnicas para a cultura do milho doce.

A colheita foi realizada quando os graos apresentarem aproximadamente
75% de umidade, entre 30 e 35 dias ap0s o florescimento. A colheita da primeira
época foi realizada nos dias 11, 12 e 19/02/2015 sendo que em cada dia foi
colhido um bloco do experimento. A colheita da segunda época foi feita nos dias
23, 24 e 25/01/2017 e a terceira nos dias 1, 2 e 3/03/2017.

A precipitacdo durante a realizacdo do experimento foi distribuida

irregularmente (Figura 3).
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Figura 3 — Precipitacdo acumulada a cada cinco dias para os trés ambientes com datas de plantio, florescimento e colheita.
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3.3 Caracteres agrondmicos avaliados

a)

As caracteristicas agronémicas avaliadas foram:

Numero de dias para florescimento (FL, em dias): definido pela média entre
o florescimento masculino e o feminino, a partir da data de semeadura. A parte
masculina foi considerada florescida quando 50% das plantas da parcela
estavam liberando pélen e com 1/3 dos penddes com as anteras abertas. A
parte feminina foi considerada como florescida quando 50% das plantas da
parcela apresentaram estilo/estigmas com pelo menos 1,0 cm de

comprimento, aproximadamente;

b) Altura média de plantas (AP, em cm): determinada pela medida linear do

c)

d)

f)

nivel do solo até a insercédo da folha bandeira, em amostras de seis plantas
representativas em cada parcela;

Altura média de espigas (AE, em cm): obtida pela medida linear do nivel do
solo até a insercdo da espiga principal, em amostras de seis plantas
representativas em cada parcela;

Estande observado por parcela (ST, em nimero de plantas): contagem do
namero de plantas na parcela,

Produtividade de espigas com palha em toneladas por hectare (PECP,
em t ha?l): pesagem das espigas com palha colhidas de cada parcela,
corrigida para estande ideal, e extrapolada para toneladas por hectare;
Produtividade de espigas sem palha em toneladas por hectare (PESP,
em t ha?l): pesagem das espigas sem palha colhidas de cada parcela,

corrigida para estande ideal, e extrapolada para toneladas por hectare;
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g) Produtividade de gréaos (PG, em t ha'): pesagem dos gréos extraidos das
espigas em estadio de milho verde de cada parcela, corrigida para estande
ideal, e extrapolada para toneladas por hectare;

h) Comprimento de espiga (CE, em cm): obtido pela média do comprimento de
dez espigas representativas de cada parcela;

i) Diametro da espiga (DE, em cm): determinado pela média do diametro das
dez espigas representativas de cada parcela;

j) Numero defileiras de graos (NF): obtido pela média da contagem do nimero

de fileiras de gréos de dez espigas representativas de cada parcela.

Os valores de PECP, PESP e PG foram corrigidos para um estande ideal
de 40 plantas por parcela, utilizando a metodologia da covariancia proposta por
Vencovsky & Barriga (1992) e seu valor foi extrapolado para a produtividade de
62500 plantas por hectare (t hal). Por meio das andlises de variancia e
covariancia para estande e produtividade, foi estimado o coeficiente de
regressao linear b, obtido por b = SPxy / SQx, onde: x é o estande observado na
parcela (ST); y € a produtividade observada na parcela (P); SPx a soma de
produtos residual da anélise de covariancia; SQx € a soma de quadrados residual
da analise de variancia para estande.

As correc¢Oes foram obtidas pela seguinte expresséao:

PC =P — b(ST - STi)

onde:

PC: Produtividade corrigida de espigas com palha, sem palha ou de graos,

respectivamente, com base no estande ideal da parcela;
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P: produtividade de espigas com palha, sem palha ou de gréaos, respectivamente,
com base no estande observado na parcela;

b: Coeficiente de regresséo linear;

ST: estande observado;

STi: estande ideal de 40 plantas por parcela.

3.4 Genotipagem das populagdes de milho superdoce

Foram utilizadas 25 sementes de cada uma das 10 populac6es do dialelo.
A sementes foram acondicionadas em copos plasticos contendo turfa canadense
como substrato e colocados em camara de germinacao sob fotoperiodo de 12
horas com temperatura de 27°C por um periodo de 7 dias. Foram coletados 16
discos foliares a partir de um bulk de 8 plantas, sendo amostrados dois discos
por planta. As amostras foram mantidas em gelo até o final da coleta, sendo
posteriormente congeladas a -80°C e liofilizadas para garantir a integridade do
DNA.

O processo de extracdo do DNA foi realizado por meio do kit da Qiagen
pela empresa TraitGenetics. As amostras foram genotipadas com 13188

marcadores SNP’s através da plataforma de genotipagem Illlumina Infinium 15k.

3.5 Analise Estatistica dos Dados

As andlises estatisticas dos dados dos ensaios de campo foram
inicialmente realizadas utilizando os softwares SAS (Statistical Analysis System),
Genes e Excel. Posteriormente, as analises foram replicadas em Software R (R

Core Team, 2017).
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3.5.1 Normalidade dos dados Experimentais

Antes de se iniciar a analise de variancia dos dados experimentais foi
realizada a analise de residuos, com a finalidade de verificar se os residuos dos
dados possuiam distribuicdo normal. O método utilizado foi o de Shapiro & Wilk

(1965).

3.5.2 Anélise de variancia individual

Apos verificar a normalidade dos residuos, foi realizada a analise de
variancia individual (Tabela 1). O efeito de tratamentos foi desdobrado nas fontes
variacdo testemunhas (T), hibridos experimentais (H) e o contraste hibridos
experimentais versus testemunhas (H vs T).

As analises individuais seguiram o seguinte modelo:

Yik = m + tj+ bk + ejk

onde:

Yik: observacao referente ao gendétipo j na repeticao k;
m: média geral dos tratamentos;

tj: efeito fixo do tratamento j;

bk: efeito aleatério do bloco k;

ejk: erro experimental associado ao valor observado Yik.

Os efeitos de hibridos experimentais foram desdobrados em efeitos de
CGC e CEC, sendo as andlises de variancias realizadas com base em médias,

segundo o método IV de Griffing (1956).
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Yiir =Y + gi+ gr + Sii + €ir

onde:

Yii valor médio do hibrido resultante do cruzamento entre a i-ésima e i-ésima
populacao.

1: média geral dos cruzamentos dialélicos;

gi: efeito da capacidade geral de combinacéo do i-ésima populagao;

gi- efeito da capacidade geral de combinagao do i’-ésima populagéo;

si: efeito da capacidade especifica de combinacdo para os cruzamentos entre a
i-ésima e i’-ésima populacdes;

eir: erro experimental médio.

Para estimar os efeitos das capacidades combinatorias, geral e
especificas, e suas respectivas somas de quadrados foi empregado o método
dos quadrados minimos e as equacdes normais X’Xp = XY, derivadas do modelo
linear Y = XB + ¢, onde Y é o vetor dos dados de média observados para os
hibridos experimentais; X € a matriz dos constantes dos valores de 0 e 1
relacionados aos parametros y, gi, gv e Si; B € vetor desses parametros; e € € o

vetor resultante dos erros associados as médias.
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Tabela 1 - Analise de variancia individual, envolvendo os hibridos
interpopulacionais (H), a testemunha (T), o contraste hibridos interpopulacionais
versus testemunha (H vs T), capacidade geral de combinacdo (CGC) e
capacidade especifica de combinacéao (CEC).

Fonte de Variacéo GL QM =
Bloco (B) K-1 OM; QM1/QMs
Tratamentos (Trat) J1 QMg QM2/QMs
Hibridos (H) [1(1-1)/2]-1 QM2 QM21/QM3
CGC -1 QM211 QM211/QMs
CEC 1(1-3)/2 QM212 QM212/QM3
Testemunhas (T) T-1 QMaz QM22/QMs
HvsT 1 OMas QM23/QM3
Residuo (K-1)(J-1) QMa

3.5.3 Analise de variancia conjunta

Para a realizacdo da analise conjunta dos ambientes e das interacdes
tratamentos x ambientes e seus respectivos desdobramentos (Tabela 2), foi
verificada se ha homogeneidade das variancias residuais obtidas nas andlises
individuais pelo teste F maximo de Hartley (1950). Para esta analise foi utilizado

0 seguinte modelo estatistico:

Yik=m + (b/a)x + tj+ ai + (ta)j + ej«

onde:

Yik: observagéo referente ao tratamento j, no bloco k, no ambiente .
m: média geral dos experimentos;

(b/a)w: efeito do k-ésimo bloco dentro do I-ésimo ambiente;

t;: efeito do j-ésimo tratamento;

ai: efeito do I-ésimo ambiente;
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(ta);: efeito da interacdo do j-ésimo tratamento com o I-ésimo ambiente;

eju: erro aleatorio.

Para a verificacdo de possiveis interacdes dos tratamentos e ambientes,
com respectivos desdobramentos, foi realizada a analise conjunta de acordo

com a metodologia apresentada por Miranda Filho & Vencovsky (1995).

Tabela 2 - Analise de variancia conjunta envolvendo os hibridos
interpopulacionais (H), a testemunha (T), os contrastes H vs T, a interacdo de
tratamentos x ambiente (Trat x Amb) e seus respectivos desdobramentos.

Fonte de Variagéo GL QM =
Bloco/Ambiente (K-1)L QM QM1 / QMs
Ambiente (A) L-1 OM: QM2 / QM1
Tratamentos (Trat) J-1 QM3 QMs / QM4
Hibridos (H) [1(-1)/2]-1 QM1 QMs1 / QM4
CGC -1 QMs11 QMz11 / QM4
CEC 1(1-3)/12 QMais QMs13 / QM4
Testemunha (T) T-1 QM2 QMs2 / QMa
HvsT 1 QMss QMsz / QM4
Trat x Amb (J-1)(L-1) QMa QM4 / QMs
HxA {[1(1-1)/2]-1}(L-1) QMay QMa1/ QMs
CGC x A (I-1)(L-1) QMa11 QMa11 / QMs
CECx A [1(1-3)/2](L-1) QMa12 QMa12 / QMs
(Hvs T) XA (L-1) QMa2 QMaz | QMs
TXxXA (T-1)(L-1) QMas QMas / QMs
Residuo L(J-1)(K-1) OMs

O procedimento de comparacdo de médias utilizado para formacéo de
grupos que diferem estatisticamente entre si foi 0 procedimento de Scott-Knott
(Scott & Knott, 1974).

Para a avaliacdo da qualidade experimental foi utilizado o coeficiente de

variagao, ou CV%, dado por:
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+)

CV% = 100(
U

onde:
Oe2: variancia média residual;

K média,;

Também foi utilizada a acuracia seletiva proposta por Resende (2007) e

Ramalho et al. (2012). A acuracia seletiva € dada pela seguinte equacao:

1
Tag = j 1+ (CV2/CV2)/r

onde:

ryg: acuracia seletiva,

CVe: coeficiente de variagédo experimental;
CVg: coeficiente de variacdo genético;

r: nimero de repeticdes.

As estimativas de medidas de produtividade foram utilizadas para estimar
as correlacbes entre si e as demais caracteristicas por meio da correlagéo de

Pearson.

3.5.4 Analise estatistica dos dados moleculares

Como a amostragem para a genotipagem foi realizada na forma de bulk,

cada amostra populacional continha a informacgéo de presencga ou auséncia dos
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alelos, sem a informacao da frequéncia. Como os méetodos de imputacédo de
dados precisam da informacéo de frequéncia, foram removidos os SNP’s que
apresentaram alguma falha ou resultados ambiguos segundo a tabela IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) (Stothard, 2000). Apés a
remocdo desses SNP’s foi criada a matriz de correlagdo genbmica das
populacdes. O método utilizado para a constru¢do da matriz foi o de VanRaden

(2008) segundo a equacao:

Lo XX
i 2p;(1—p;)

onde:
pi: € frequéncia de um dos alelos do locus i;
X: matriz de incidéncia de marcadores dos individuos, corrigida para a média em

cada locus (2p)).

Com os valores gerados foi confeccionado o Heatmap para a matriz de
correlagcdo gendmica de VanRaden.

Para a avaliagdo da distancia genética entre as dez populacdes foi
construido um dendrograma, por meio do método WARD (Murtagh & Legendre,
2011), utilizando o coeficiente de Rogers (Rogers, 1972) entre eles, com a

definicdo do niumero de agrupamentos do dendrograma (Charrad et al., 2014).
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O coeficiente de Rogers € dado pela equacao:

m mj
1 1 5
dyy =£Z EZ(PU—QU)

]:1 1=

onde:

dxy: € a distancia de Rogers entre as populagbes X e Y;
pij € g séo as frequéncias do alelo i e no loco j nas populacdes X e Y;
n: € o numero de locos de contendo os alelos i estudados;

m: é o numero de alelos;

Os valores de CEC para PECP, PESP e PG foram submetidos a uma
correlagcdo de Pearson com valores da matriz de correlacdo genémica e do
coeficiente de Rogers para verificar a existéncia de correlacdo entre eles.

As andlises estatisticas dos dados dos ensaios de campo foram
inicialmente realizadas utilizando os softwares SAS (Statistical Analysis System),
Genes e Excel. As andlises estatisticas dos dados moleculares foram realizadas
no software R (R Core Team, 2017), utilizando os pacotes snpReady (Granato &
Fritsche-Neto, 2017), poppr (Kamvar et al., 2014), NbClust (Charrad et al., 2014)

e fBasics (Wuertz et al., 2017).
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo - indices de divergéncia genética e capacidade combinatoria em
dialelos de milho superdoce

indices de divergéncia genética e capacidade combinatria em dialelos de

milho superdoce

Renato Goncalves de Oliveira

Artigo a ser submetido para a revista Genetics and Molecular Biology (GMB).
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RESUMO

A identificacao do potencial de populacdes base para o melhoramento individual e em
cruzamentos € uma fase determinante no melhoramento genético. O uso de
ferramentas moleculares pode auxiliar na identificacdo das melhores combinacdes
utilizando a divergéncia genética. Nesse trabalho foram avaliadas 10 popula¢cbes de
milho superdoce em um dialelo completo, em blocos ao acaso com trés repeticoes,
em trés ambientes, e marcadores SNP’s com o objetivo de determinar o potencial
genético dos genitores, as suas capacidades combinatérias e a existéncia de
associacdo da capacidade de combinacdo especifica e divergéncia genética. As
combina¢Bes mais promissoras sdo SD3004xSD30005 e SD3006XSD3007 para a
obtencéo de linhagens e formacao de hibridos. As populacées SD3004, SD3005 e
SD3006 apresentam as melhores estimativas de capacidade geral de combinacéo e
estdo presentes nas combinacfes com melhor desempenho para as caracteristicas
de produtividade e capacidade especifica de combinacdo nos diferentes ambientes.
Os agrupamentos segundo a correlacdo gendmica de VanRaden séo eficientes para
indicar combina¢cBes hibridas superiores para produtividade com alta taxa de
assertividade. A associacdo entre estimativas da capacidade especifica de
combinacéo e correlacdo genémica de VanRaden é maior quando comparada com a

correlacéo usando o coeficiente de Rogers.

INTRODUCAO

O milho superdoce (Zea mays L. var. saccharata), botanicamente idéntico ao
milho comum, € caracterizado pelo maior acimulo de acucar no endosperma. Essa
caracteristica advém de mutacdes naturais em genes envolvidos na sintese do amido,

podendo-se citar 0s genes: sugary enhancer-1 (sei), localizado no cromossomo 2;
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shrunken-2 (sh2) no cromossomo 3; brittle-2 (bt2) e sugary-1(sui), ambos no
cromossomo 4, amylose extender (aei) e brittle-1 (bt1), ambos no cromossomo 5;
waxy-1 (wxi1) no cromossomo 9 e dull-1 (dui) (Aragdo, 2002; Luz et al., 2014). De
acordo com Parentoni et al. (1990), o milho doce apresenta alto valor nutricional além
de caracteristicas proprias como sabor adocicado, pericarpo fino e endosperma com
textura delicada. A producédo de milho superdoce apresenta uma grande diversificacédo
de uso, podendo ser utilizada para o consumo in natura, na forma de milho verde, ou
para industrias de conservas (Oliveira Jr. et al., 2006), sendo esta ultima a maior
demanda no Brasil.

O milho superdoce é considerado, no melhoramento genético, como uma
hortalica em funcéo das exigéncias sensoriais como: cor, maciez e sabor. Contudo,
as estratégias utilizadas para o seu melhoramento sdo semelhantes as empregadas
em milho comum (Parentoni et al., 1990), devendo atender as exigéncias da industria
de conservas, consumidores in natura e aos produtores, quanto produtividade,
qualidade, uniformidade e tolerancia a pragas e doencas (Barbieri & Souza Jr, 2008).

Neste contexto, os hibridos de linhagens séo os genétipos que melhor atendem
estas exigéncias. Assim, é fundamental a identificacdo de populacées que possuam
desempenho individual superior e capacidade combinatéria que maximizem a
oportunidade da sintese de linhagens que gerem hibridos de alto potencial produtivo
e com desempenho elevado para diferentes caracteristicas exigidas. Para isto, 0os
dialelos tem sido extensamente utilizados e permitem estimar os efeitos de
capacidade geral de combinacdo (CGC) e capacidade especifica de combinacao
(CEC), que orientam a selecéo de genitores e definicdo das melhores combinagdes
hibridas (Cruz et al., 2004; Oliboni et al., 2013). Além disto, as estimativas de CGC e

CEC permitem caracterizar o tipo de acdo génica predominante para as
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caracteristicas de interesse, auxiliando no direcionamento do programa de
melhoramento (Cruz et al., 2004).

Cada vez mais, ferramentas genético moleculares, que aliam o estudo da
associacao entre gendtipo e fendtipo voltados para o melhoramento tem promovido o
desenvolvimento de novas técnicas que podem aumentar a acuracia e a eficiéncia de
programas de melhoramento (Ramalho et al., 2012; Borém & Fritsche-Neto, 2013;
Griffiths et al., 2013). Dentre estes, os marcadores moleculares SNP’s tem se
destacado por propiciar alta cobertura dos genomas e podem ajudar a definir as
melhores combina¢des com base em indices de divergéncia genética como o indice
de correlacdo genémica de VanRaden (2008). Estudos sobre a estrutura populacional
utilizando marcadores SNP’s tém auxiliado na determinacdo de quais métodos ou
modelos sdo mais eficientes para agrupar genotipos geneticamente similares e
separar os divergentes, com intuito de melhor explorar a heterose em combinacdes
hibridas, maximizando o aproveitamento do potencial dos genétipos no melhoramento
(De Andrade et al., 2016; Matias et al., 2017; Mendonca et al., 2017).

Assim, os objetivos foram determinar a predominancia dos efeitos génicos;
determinar a capacidade combinatéria de 10 populacdes de milho superdoce em um
dialelo completo; identificar a predominancia dos efeitos génicos; identificar a
existéncia de associacdo entre a produtividade e diferentes caracteristicas; estimar a
divergéncia genética entre essas 10 populacbes utilizando marcadores SNP’s;
identificar a existéncia de associacao entre capacidade especifica de combinacgao

para caracteristicas de produtividade e os indices de divergéncia genética.
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MATERIAL E METODOS

Em 2014, durante a segunda safra do milho, na Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina (FAZESC) (23°19°35”S, 51°11°59"W e 591 m de
altitude) foram realizados cruzamentos dialélicos completos, segundo o Método IV de
Griffing (1956), entre 10 popula¢des homozigéticas para o gene shrunken-2 (PD2001;
PD2002; PD2003; SD3001; SD3002; SD3003; SD3004; SD3005; SD3006; SD3007),
desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento Genético de Milho do Departamento
de Biologia Geral da Universidade Estadual de Londrina, Parana. As 45 combinacdes
hibridas e mais quatro testemunhas (PD2002, Balu01, Balu34 e Tropical Plus) foram
avaliados em trés ambientes da FAZESC, referentes as épocas de semeadura:
24/11/2014; 17/10/2016 e 02/12/2016, respectivamente. O delineamento utilizado nos
experimentos foi o de blocos completamente casualizados com trés repeticbes, com
parcelas de fileiras duplas de 4,00 m de comprimento, com espacamento de 0,80 m
entre fileiras e 0,20 m entre plantas, atingindo uma densidade populacional de 62500
plantas ha. Os tratos culturais foram conforme as recomendacgdes técnicas para a
cultura do milho doce.

A colheita foi realizada quando os graos apresentarem aproximadamente 75%
de umidade, entre 30 e 35 dias apos o florescimento. A colheita da primeira época foi
realizada nos dias 11, 12 e 13/02/2015 sendo que em cada dia foi colhido um bloco
do experimento. A colheita da segunda época foi feita nos dias 23, 24 25/01/2017 e a
terceira nos dias 1, 2 e 3/03/2017.

As caracteristicas agrondmicas avaliadas foram: produtividade de espigas com
palha (PECP), produtividade de espigas sem palha (PESP), produtividade de gréos

em estadio de milho verde (PG), numero de fileira de grdos, numero de dias para
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florescimento, didmetro de espiga, comprimento de espiga, altura de plantas, altura
de espigas.

Os valores de PECP, PESP e PG foram corrigidos para um estande ideal de
40 plantas por parcela, utilizando a metodologia da covariancia proposta por
Vencovsky & Barriga (1992) e seu valor foi extrapolado para a produtividade de 62500
plantas por hectare (t ha).

O procedimento de comparacdo de meédias foi feito segundo Scott & Knott,
(1974).

Os efeitos de hibridos experimentais foram desdobrados em efeitos de CGC e
CEC, sendo as analises de variancias e estimativas de parametros genéticos
realizadas com base em médias, segundo o método IV de Griffing (1956),
Yir=p+gi+gi+sic+eir, onde: Y;= valor médio do hibrido resultante do cruzamento entre
a i-ésima e i’-ésima populacéo; 1= média geral dos cruzamentos dialélicos; gi= efeito
da capacidade geral de combinac¢éo do i-ésima populacao; gi= efeito da capacidade
geral de combinagéo do i’-ésima populacéo; s;i= efeito da capacidade especifica de
combinacdo para 0s cruzamentos entre a i-ésima e i’-ésima populacdes e ei= erro
experimental médio.

Para estimar os efeitos das capacidades combinatorias, geral e especificas, e
suas respectivas somas de quadrados foi empregado o método dos quadrados
minimos e as equacgodes normais X’XB = X'Y, derivadas do modelo linear Y = X + ¢,
onde Y é o vetor dos dados de média observados para os hibridos experimentais; X é
a matriz dos constantes dos valores de 0 e 1 relacionados aos parametros y, gi, gi €
Sii; B é vetor desses parametros; e € € o vetor resultante dos erros associados as

médias.
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Uma vez verificada a homogeneidade das variancias residuais obtidas pelo
teste F maximo de Hartley (1950), foi realizada a analise conjunta de acordo com a
metodologia apresentada por Miranda Filho & Vencovsky (1995).

Para a avaliacdo da qualidade experimental foi utilizado o coeficiente de
variacdo e a acuracia seletiva (Resende, 2007; Ramalho et al., 2012; Zimmermann,
2014).

A existéncia de associacdo entre PECP, PESP e PG com as demais
caracteristicas foi testada pela correlacdo de Pearson e foi construida uma rede de
correlacéo para ilustrar a associacao entre as caracteristicas (Epskamp et al., 2012).

Para a genotipagem foram utilizadas 25 sementes de cada uma das 10
populacdes genitoras do dialelo. Foram coletados 16 discos foliares a partir de um
bulk de 8 plantas, sendo amostrados dois discos por planta. As amostras foram
liofilizadas para garantir a integridade do DNA. O processo de extracdo do DNA foi
realizado através do kit da Qiagen pela empresa TraitGenetics. As amostras foram
genotipadas com 13188 marcadores SNP’s, por meio da plataforma de genotipagem
lllumina Infinium 15k. Como a amostragem para a genotipagem foi realizada na forma
de bulk, cada amostra populacional continha a informacéo de presenca ou auséncia
dos alelos sem a informacéo da frequéncia. Como os métodos de imputacao de dados
precisam da informacéo de frequéncia, foram removidos os SNP’s que apresentaram
alguma falha ou resultados ambiguos segundo a tabela IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) (Stothard, 2000). ApGs a remoc¢do desses SNP’s foi
criada a matriz de correlagcdo gendmica das populagdes (VanRaden, 2008). Com os

valores gerados foi confeccionado o Heatmap para a matriz (Barter & Yu 2017).



56

Foi construido um dendrograma através do método WARD (Murtagh &
Legendre, 2011), utilizando o coeficiente de Rogers (Rogers, 1972) entre eles,
definindo o nimero de agrupamentos do dendrograma (Charrad et al., 2014).

Os valores de CEC para PECP, PESP e PG foram submetidos a uma
correlacdo de Pearson com valores da matriz de correlagdo gendmica e do coeficiente
de Rogers para verificar a existéncia de correlacao entre eles.

As analises estatisticas dos dados dos ensaios de campo foram realizadas
utilizando os softwares Statistical Analysis System (SAS), Genes e Excel. As andlises
estatisticas dos dados moleculares foram realizadas no software R (R Core Team,
2017), utilizando os pacotes snpReady (Granato & Fritsche-Neto, 2017), poppr
(Kamvar et al., 2014), NbClust (Charrad et al., 2014), fBasics (Wuertz et al., 2017) e

ggraph (Epskamp et al., 2012).

RESULTADOS
Andlise de variancia conjunta

Os valores de acurécia seletiva estao entre 0,88 e 0,94, classificando os dados
experimentais como sendo de precisdo alta e muito alta para aqueles com valores
acima de 0,9 (Resende, 2007). As estimativas de coeficiente de variacao estao entre
1,62% e 12,36%, indicam também adequada precisdo experimental (Tabela 3).

Os resultados da analise de variancias conjunta de ambientes revelam
diferencas significativas de ambiente para a maioria das caracteristicas (Tabela 3). O
efeito de tratamento foi significativo para todas as caracteristicas avaliadas, assim
como para os efeitos de hibridos e testemunhas. O contraste testemunha versus
hibrido foi ndo significativo para as carateristicas de produtividade: peso de espigas

com palha, peso de espigas sem palha e peso de grdos. Quanto ao desdobramento
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do efeito de hibrido, a CGC foi significativa para todas as caracteristicas avaliadas e
CEC s0 nao foi significativa para altura de espigas. A interacéo tratamento x ambiente
foi significativa para a maioria das caracteristicas, com excecao da altura de planta e
de espiga. A interacdo testemunha x ambiente foi significativa para as caracteristicas
de produtividade e numero de dias para o florescimento. A interacdo hibrido x
ambiente foi significativa para as caracteristicas de produtividade, diametro de espiga
e altura de planta. A interacdo CGC x ambiente foi significativa para essas mesmas
caracteristicas, com excecédo da altura de planta. A interacdo CEC x ambiente nao foi
significativa para nenhuma das caracteristicas avaliadas. A interacdo do contraste
(testemunha versus hibrido) x ambiente foi significativa apenas para o nimero de dias
para o florescimento. Ao comparar as magnitudes dos efeitos aditivos e ndo aditivos
observa-se a predominancia dos efeitos aditivos para todas das caracteristicas

avaliadas (Tabela 3).

Procedimento de agrupamento de médias de Scott-Knott

O agrupamento de médias pelo teste de Scott-Knott revela que as testemunhas
Balu34, BaluO1 e 16 hibridos do dialelo apresentaram os melhores desempenhos para
produtividade de espiga com e sem palha nos trés ambientes, com média de 21,75t
ha' para produtividade de espigas com palha (Tabela 4). Esses 16 hibridos sédo
formados pelas combinagdes da populacdo SD3004 com PD2001, PD2002, SD3001,
SD3002, SD3007; populagdo SD3005 com PD2001, PD2002, SD3001, SD3002,
SD3007; populagdo SD3006 com PD2002, SD3001, SD3002, SD3007;
SD3007xPD2002 e  SD3002xPD2002. Dessas combinagbes  hibridas
SD3004xSD3005 e SD3006xSD3007 se mantiveram, em todos os ambientes, nos

grupos com maior produtividade de grédos de milho verde. Para as demais
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caracteristicas avaliadas, os 16 hibridos apresentaram um valor médio ligeiramente
inferior de nimero de fileiras, diametro e comprimento de espigas quando comparados

a testemunha com melhores desempenhos, o hibrido Balu34.

Capacidade Geral de Combinacéao

As melhores estimativas de CGC para o conjunto das caracteristicas avaliadas,
nos diferentes ambientes, revelam uma superioridade das populacbes SD3004,
SD3005 e SD3006 (Tabela 5), com uma predominancia de efeitos com contribuicao
favoravel no desempenho do conjunto de hibridos em que participam, chegando a
contribuir com mais de 1500, 1110 e 800 kg ha?' para PECP, PESP e PG,
respectivamente. No geral, estas trés populacdes apresentam estimativas de CGC
predominantemente favoraveis para as demais caracteristicas, com excecdo de

SD3004 para altura de planta e espigas e SD3005 para comprimento de espigas.

Capacidade Especifica de Combinacgéo

Das 45 combinaces hibridas do dialelo, 23 apresentaram estimativas positivas
de CEC para as trés caracteristicas de produtividade, com valor maximo igual a 1716
kg hal (Tabela 6). Entre as demais caracteristicas, embora tenha havido efeito
significativo de CEC, somente para altura de planta sdo observadas estimativas mais

expressivas, com valores entre -16,3 a 9,8 cm.

Correlagfes entre as caracteristicas avaliadas
As estimativas de correlacdes para as caracteristicas de produtividade PECP,
PESP e PG foram realizadas de forma individual para cada ambiente, sendo as

correlagbes destas com as demais caracteristicas obtidas com base na média dos
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tratamentos nos trés ambientes (Tabela 5). Entre as caracteristicas de produtividade
existe maior correlacdo entre PECP e PESP (0,94) e entre PESP e PG (0,95), sendo
menor entre PECP e PG (0,80) (Figura 4(a)). Quanto a correlacdo entre produtividade
e as demais caracteristicas, observa-se maior associacao positiva entre PECP com
diametro de espiga, comprimento de espiga e altura de planta (Figura 4(b));
associacdo positiva entre PESP e diametro de espiga, comprimento de espiga,
namero de fileiras e negativa entre PESP e numero de dias para o florescimento
(Figura 4(c)); correlacdes positivas entre PG e didmetro de espigas, numero de fileiras,
comprimento de espiga e negativa entre PG e numero de dias para o florescimento

(Figura 4(d)).

Anélise dos Dados Moleculares

Partindo de total de 13188 SNP’s foram utilizados 4798 SNP’s que atenderam
aos critérios de corte adotados. Foi construida a matriz de relagdo gendmica
(VanRaden, 2008) para as dez populacfes do dialelo. O grafico heatmap para essa
matriz mostra a relacdo gendmica entre as populacdes (Figura 5). No caso das
populacdes utilizadas pode-se observar a formacédo de trés grupos distintos, no
primeiro grupo estdo as populacdes PD2001, PD2002, PD2003 e SD3007. No
segundo grupo estédo as populagdes SD3006, SD3004, SD3005 e SD3003. No terceiro
estdo as populacbes SD3001 e SD3002. O indice de correlacdo gendbmica de
VanRaden para essas combinacdes variou de -0,334 a 0,411 (Tabela 7).

O dendrograma foi construido pelo método WARD, utilizando o coeficiente de
Rogers (Figura 7). O numero de grupos foi definido como dois pelo pacote NbClust
(Charrad et al., 2014) (Figura 6). Em um dos grupos ficaram as popula¢cdes SD3007,

SD3001, PD2001, PD2002 e PD2003, no outro grupo estao as populacdes SD3002,
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SD3003, SD3004, SD3005 e SD3006 (Figura 7). O coeficiente de Rogers para esse

grupo de genatipos variou de 0,185 a 0,418 (Tabela 7).

Correlacéo entre os indices de Divergéncia

As correlacoes entre as estimavas dos indices de divergéncia genética e CEC
para PECP, PESP e PG foram significativas (Tabela 7). Isto revela que, quanto maior
o valor do coeficiente de Rogers, maior € o valor da estimativa de CEC. Por outro lado,
a correlagédo entre as estimavas da correlacdo gendmica de VanRaden e CEC para
PECP, PESP e PG foram negativas e significativas, com valores variando de -0,63 a
-0,76, mostrando que quanto menor o coeficiente de correlacdo genémica maior sera
a estimativa de CEC.

Das 23 combinac¢des hibridas do dialelo que apresentaram CEC positiva para
as trés caracteristicas de produtividade, 17 delas sdo formadas por popula¢cdes que
foram dispostas em grupos diferentes segundo a correlagdo gendmica de VanRaden.
Dentre os 16 melhores hibridos do dialelo para as caracteristicas de produtividade, 10
apresentam as melhores estimativas de CEC, sendo eles: PD2002xSD3005,
PD2002xSD3006, PD2002xSD3007,  SD3001xSD3004,  SD3001xSD3004,
SD3001xSD3006,  SD3002xSD3006,  SD3003xSD3005,  SD3004xSD3005,
SD3005xSD3007 e SD3006xSD3007. Dessas 10 combinacfes hibridas, sete
envolvem populacdes alocadas em diferentes grupos segundo a correlagdo genémica
de VanRaden, com apenas trés oriundos de cruzamentos de populacdes pertencentes

ao mesmo grupo: PD2002xSD3007, SD3003xSD3005 e SD3004xSD3005 (Figura 5).
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DISCUSSAO

Os efeitos significativos para tratamentos e seu desdobramento para
testemunhas e hibridos e seus contrastes e interacdes com ambiente, aliados ao bom
desempenho dos hibridos interpopulacionais, evidenciam a existéncia de
combinac¢des hibridas superiores no dialelo, sendo competitivos com os melhores
desempenhos das testemunhas comerciais utilizadas. O fato destes cruzamentos
serem hibridos interpopulacionais e ndo de linhagens, como nas testemunhas
comerciais, tornam ainda mais importantes os resultados observados e revelam o
potencial dessas populacdes de milho supedoce para uso em programas de
melhoramento genético.

O contraste entre testemunhas versus os hibridos do dialelo foi ndo significativo
para as caracteristicas de produtividade e comprimento de espigas, com interacéo
significativa deste contraste com ambiente para dias para o florescimento, indicando
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os desempenho médios
dos hibridos e das testemunhas.

Os efeitos significativos da interagéo tratamento x ambiente revelam que o0s
gendtipos e a suas combinagbes hibridas tem desempenhos diferentes nos
ambientes. Contudo, as combinacdes SD3004xSD3005 e SD3006xSD3007
destacam-se das demais nos trés ambientes, ficando sempre no agrupamento das
mais produtivas para as trés caracteristicas de produtividade, mostrando um
desempenho bastante consistente. A combinacdo SD3004xSD3005 apresentou
médias entre 20,9 e 26,0 t ha! para produtividade espigas com palhas e de 5,8 a 13,6
t ha! para produtividade de grédos e, na mesma ordem, SD3006xSD3007 apresentou
valores ente 21,4 e 22,3t ha' e de 6,9 a 12,7 ton ha, respectivamente. Avaliando

seis hibridos simples experimentais de milho superdoce da Syngenta, Luz et al. (2014)
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obteve valores de produtividades médias de espigas com palha entre 21,79 a 24,38 t
ha' e para peso de grdos de 8,87 a 11,70 t ha™.

A maior importancia observada da CGC indicam o predominéancia dos efeitos
aditivos para todas as caracteristicas avaliadas e que existem gendétipos com maior
acumulo de alelos favoraveis, sendo mais favoraveis a extracao de linhagens e seus
efeitos genéticos transmitidos para a proxima geracdo (Vencovsky & Barriga, 1992;
Ramalho et al.,, 2012). Esse resultado encontrado € similar aos resultados
encontrados por Bordallo et al. (2005), Oliboni et al. (2013) e Bignotto et al. (2015) que
também observaram a predominancia dos efeitos genéticos aditivos e se contrapde
aos resultados obtidos Rodrigues et al. (2009) e Oliveira et al. (2016) onde houve
predominéancia dos efeitos ndo aditivos com relacdo as caracteristicas de
produtividade. Embora predominem os efeitos aditivos, com excecao da altura de
espiga, os efeitos ndo aditivos foram significativos para as caracteristicas avaliadas,
mostrando que existe uma parte importante a ser explorada na producado de hibridos
de linhagens, obtidas a partir das populacbes com desempenho superior nestes
cruzamentos.

As populagdes SD3005, SD3006 e SD3004 se destacaram em relacdo a CGC
e ficaram agrupadas no grupo 2, segundo a correlagdo gendmica de VanRaden,
juntamente com a populacdo SD3003. As estimativas de CGC para produtividade de
espigas com palha deste trabalho tiveram variacdo semelhante as observadas por
Kwiatkowski et al. (2011), ao avaliar um dialelo completo de linhagens de milho
superdoce, mas com desempenho de produtividade inferiores aos hibridos

interpopulacionais aqui avaliados.
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Os valores de CEC obtidos sé&o inferiores aos resultados obtidos por Rodrigues
et al. (2009), considerando as maiores estimativas positivas obtidas, e similares aos
obtidos por Kwiatkowski et al. (2011).

As estimativas de associagao entre as caracteristicas de produtividade PECP,
PESP e PG, embora apresentem variacdo nos ambientes, apresentam valores altos.
Estes resultados revelam que para a selecdo visando a produtividade de gréos é
melhor avaliar a produtividade de espiga sem palha, para maior assertividade da
selecdo. Contudo, talvez devido a maior praticidade, alguns trabalhos da literatura
envolvem avaliacdes de produtividade de espigas com palhas (Srdic et al., 2008); ao
invés de apresentam produtividade de espigas sem palha (Bordallo et al. 2005;
Kwiatkowski et al., 2011) e peso de graos (Guimarées et al., 2007; Luz et al., 2014).

As estimativas de associacdo entre os indices de divergéncia, indice de
correlacdo gendmica de VanRaden e o coeficiente de Rogers, e a CEC foram
estatisticamente significativos, assim como os resultados obtidos por Srdic et al.
(2008), apesar deles terem utilizado marcadores microssatélites SSR e o coeficiente
de DICE para estimar a divergéncia genética. Os resultados obtidos neste trabalho
vao ao encontro das observacdes de Guimaréaes et al. (2007), mas contrastam com
os resultados obtidos por Paterniani et al. (2008), ambos utilizaram marcadores AFLP
e SSR e o indice de Jaccard, como medida de divergéncia genética.

Os valores de associacao obtidos para a correlacdo dos indices de divergéncia
genéetica com CEC foram maiores para o indice de correlacdo gendmica de
VanRaden, mostrando que esse parametro € mais assertivo para identificacdo de
cruzamentos com melhores estimativas de CEC. Embora segundo Paterniani et al.
(2008) néo seja adequado fazer inferéncia sobre o comportamento dos hibridos a

partir da divergéncia genética dos parentais, a matriz genémica de VanRaden, além
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de fornecer indices de correlacdo gendémica, permitiu a formacdo de grupos de
populacdes geneticamente similares. Esses grupos foram formados com base nas
frequéncias alélicas e nos alelos compartilhados (VanRaden, 2008) e conseguem
indicar com eficiéncia as combinacBes hibridas entre grupos superiores para
produtividade. Embora os genétipos agrupados dentro do mesmo grupo pelo método
de VanRaden possuam alelos compartilhados, a diferenca de frequéncia desses
alelos pode resultar em um nivel de divergéncia genética alta o suficiente para
propiciar elevadas estimativas de CEC. Isso pode ser observado na combinacao
SD3004xSD3005, que embora pertencam ao mesmo grupo segundo VanRaden,
apresentam estimativas de CEC superiores para as caracteristicas de produtividade.

Dos 16 hibridos interpopulacionais com desempenho superior, 13 deles séo
oriundos de cruzamentos intergrupos e apenas trés provém de cruzamento entre
populacdes do mesmo grupo. Além disso a matriz de correlagdo genbmica, atraves
do heatmap, permite visualizar de forma clara a formacédo de grupos geneticamente
proximos, ou padrdes heteroticos.

O dendrograma WARD construido a partir do coeficiente de Rogers, que teve
seu numero de grupos definido em dois, apresenta formacéo de grupos semelhantes
ao agrupamento segundo VanRaden. A diferenca, com relacdo ao grupamento de
VanRaden, esta no fato de que as popula¢des SD3001 e SD3002 que nado formaram
um novo grupo, mas foram inseridas dentro de outros dois grupos estabelecidos pela
metodologia de VanRaden. Contudo se mantiveram em grupos diferentes daquelas
populacdes com as quais formam combinagdes com altas estimativas de CEC.

A partir dos resultados é possivel concluir que ha predominéancia dos efeitos
aditivos com relagc&o aos néo aditivos para PECP, PESP, PG, NF, DE, CE, FLOR, AP,

e AE; as combinagdes mais promissoras sdo a SD3004xSD30005 e SD3006XSD3007
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para a obtencdo de linhagens e formacéo de hibridos; as populagcdes SD3004,
SD3005 e SD3006 apresentam as melhores estimativas de CGC e estao presentes
nas combinacdes hibridas com melhor desempenho para as caracteristicas de
produtividade, com melhores estimativas de CEC nos diferentes ambientes; a maioria
dos melhores hibridos do dialelo sdo oriundos de cruzamentos entre populacdes
alocadas em diferentes grupos com base na correlacdo gendmica de VanRaden; os
agrupamentos segundo a correlacdo gendmica de VanRaden sao eficientes para
indicar as combinacfes hibridas superiores para produtividade com alta taxa de
assertividade; existe maior associacdo entre as estimativas da CEC e a correlagéo

gendmica de VanRaden do que entre o coeficiente de Rogers e CEC.
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Tabela 3 - Analises de variancias com respectivos graus de liberdade (GL), quadrados médios e seus niveis de significancia, acuracia
seletiva (Acc), coeficiente de variacdo (CV%) e média, para diferentes caracteristicas avaliadas no experimento em trés diferentes
ambientes, em Londrina — PR.

Fonte de Variacéo GL PECP PESP PG NF DE CE FLOR AP AE
Bloco/Ambiente 6
Ambientes (A) 2 30830384 92368596* 446814618** 4,5826 1,3898** 21,228** 2326,5** 424,26 154,100
Trat (T) 48 7326930** 3387718* 1803946** 3,4652** 0,0767** 0,7895** 1,8655** 264,99** 225 54**
Test 3 29807961** 14828496** 7527511** 11,064** 0,3311** 0,5262** 3,8048** 192,63** 122,68**
Test vs Hib 1 2268031 41719 539869 11,540** 0,1869** 0,1996 2,5124** 1228,3** 1786,73**
Hibridos 44 5909108** 2683710** 1442432** 2,7636** 0,0568** 0,8209** 1,7186** 248,03** 197,07**
CGC 9 12072431** 4626236** 2931274** 12,462** 0,2060** 2,2042** 5,1819** 886,87** 762,86**
CEC 35 4324253* 2184203** 1059587** 0,2697** 0,0185** 0,4652** 0,8281** 83,764** 51,588
Interacdo TxA 96 1781573* 1019483** 681880** 0,1545** 0,0138** 0,2318** 0,5473** 64,481 43,508
Testx A 6 5456250** 2380761** 1604848** 0,0871 0,0162 0,3339 1,1699** 26,935 11,941
(Test vs Hib) x A 2 1454109 337344 158616 0,3595 0,0205 0,3910 1,5898* 26,618 20,022
Hib x A 88 1538469* 942172** 630842** 0,1545 0,0135** 0,2213 0,4811 67,902* 46,194
CGC x A 18 2466907* 1715382** 1423980** 0,2628* 0,0260** 0,3564** 0,6072 75,344 46,125
CEC x A 70 1299727 743347 426893 0,1266 0,0103 0,1865 0,4487 65,988 46,212
Residuo 288 1155479 642526 365600 0,1412 0,0087 0,1698 0,4037 50,354 37,231
Acc 0,91 0,90 0,89 0,97 0,94 0,88 0,88 0,89 0,91
CV% 9,01 10,00 12,36 4.1 3,3 3,7 1,62 5,64 9,04

* e **: significativo em nivel de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente. PECP: produtividade de espigas com palha (kg hat); PESP:
produtividade de espigas sem palha (kg ha); PG: produtividade de graos (kg hat); NF: numero de fileiras; DE: diametro de espigas (cm); CE: comprimento
de espigas (cm); FLOR: dias para o florescimento; AP: altura de plantas (cm); AE: altura de espigas (cm).

Fonte: O préprio autor.



73

Tabela 4 - Médias dos hibridos interpopulacionais utilizados no ensaio de dialelo completo de dez populacées de milho superdoce e
das testemunhas, para diferentes caracteristicas avaliadas no experimento em trés diferentes ambientes, em Londrina - PR.

PECP

PESP

PG

Tratamentos

Ambl

Amb2

Amb3 Ambl Amb2

Amb3

Ambl

Amb2

Amb3

NF

DE

CE

FLOR

AP

AE

PD2001xPD2002
PD2001xPD2003
PD2001xSD3001
PD2001xSD3002
PD2001xSD3003
PD2001xSD3004
PD2001xSD3005
PD2001xSD3006
PD2001xSD3007
PD2002xPD2003
PD2002xSD3001
PD2002xSD3002
PD2002xSD3003
PD2002xSD3004
PD2002xSD3005
PD2002xSD3006
PD2002xSD3007
PD2003xSD3001
PD2003xSD3002
PD2003xSD3003
PD2003xSD3004
PD2003xSD3005
PD2003xSD3006
PD2003xSD3007
SD3001xSD3002
SD3001xSD3003
SD3001xSD3004

17156¢
19038
18297°
207522
19202°
227782
211582
19282°
18648°
19676°
16414°¢
222462
203782
206622
220142
205642
199202
17064¢
205192
18176°
205172
231952
19224
19421°
208362
18616°
203812

200722
206002
201032
223422
199642
198192
239242
227502
204352
207152
192502
222802
179392
211352
201532
216162
212662
207512
217872
182482
242502
210682
209412
203992
218072
199062
209342

19106°
20285P
16653°
222802
21125°
229902
223792
238952
19314°
20836°
18118°
233662
20182°
217152
234782
214752
214202
20128
221662
229882
222072
217912
226882
20770
20811°
20136°
224462

10286°
11886°
11689°
131232
11809°
143762
126642
124942
11960°
129782
10237°
133352
128522
129642
132432
133432
127092
11053°
12243
11743°
125922
146092
10914°
126982
138912
11683°
130442

132702
135822
137122
141792
132182
129522
155944
155772
132272
133812
132862
143642
116682
141112
131262
143152
146474
138352
134892
116102
152432
137222
139152
143922
140582
134802
141182

13602°
14182°
11806°
15079
14794°b
162682
157202
175982
13697
14115°b
12924
162272
14130°
154962
166612
154932
155522
14318°
155282
162072
14986°
15149°b
156502
14994
14655°P
14371°
160342

3537°
4485P
4275°
56042
5015°
64352
53602
5173°
4744°
55752
3465°
4919°
52852
5174
53382
59132
4843P
3705°
4896°
4728°
4985P
63682
4014°
52812
60912
4596°
5137°

8851°
9018
9413°
9039
8818°
8544P
101992
107572
8712°
8688°
9267°
9284P
7673
9464°
8608°
9561°
101652
9274b
8341°
7495
9538
8977°
9356°
102132
9069°
9184°
9569°

9806°
10041°
8527¢
10285¢
10466°¢
11617°
11127°
130702
9815°¢
9654°¢
9362°¢
11336°
9974¢
11171°
11913
11306°
11400°
10264¢
10980¢
11523°
10157¢
10618°¢
10901°
10920°¢
10440¢
10351¢
11528°

14,6
15,0
15,59
15,49
14,5
16,1f
16,2
17,5°¢
15,49
14,8
15,49
15,10
14,8
16,1f
16,1f
17,8°
15,9
14,7
14,3
14,7
15,3"
15,79
16,84
15,10
14,8
14,7
15,9

4,79
4,89
4,89
5,0¢
4,9f
5,08
5,1°
5,2°
4,89
5,08
4,89
5,08
4,89
4,9¢
5,0¢
5,20
5,08
4,7"
4,9f
4,89
4,89
5,0¢
5,08
4,9f
5,08
4,89
4,89

18,8
19,0¢
18,5°
19,0¢°
18,5¢
19,7°
19,5¢
19,7°
18,7¢
19,3¢
18,8¢
19,19
18,7¢
19,4¢
18,6¢
19,3¢
19,4¢
19,09
19,0¢
19,19
20,02
19,2¢
20,02
18,84
19,6¢
18,6¢
19,8°

67,9¢
68,4°
67,9¢
69,12
69,22
67,8°
67,5¢
68,0°¢
67,7°
69,12
67,9¢
68,3°
68,1°
68,3°
67,6°
68,1°
66,9¢
67,8°
68,2°
69,12
68,62
67,34
67,7°
66,6°
68,3°
67,7°¢
67,44

212¢
215°¢
211°
2302
215°
2352
213°¢
222
213°¢
217¢
2074
226"
215°¢
2342
216°
218°
218°
207¢
223b
215°
2392
218°
220°
214°¢
214°¢
215°
2332

116
1154
115d
128°
1179
1342
1109
121¢
1154
118
1109
125P
1154
1352
118
118
1149
109¢
122¢
120¢
1362
1149
1174
1159
1124
1119
128



Continuacao

74

PECP

PESP

PG

Tratamentos

Ambl

Amb2

Amb3 Ambl Amb2

Amb3

Ambl

Amb2

Amb3

NF

DE

CE

FLOR

AP

AE

SD3001xSD3005
SD3001xSD3006
SD3001xSD3007
SD3002xSD3003
SD3002xSD3004
SD3002xSD3005
SD3002xSD3006
SD3002xSD3007
SD3003xSD3004
SD3003xSD3005
SD3003xSD3006
SD3003xSD3007
SD3004xSD3005
SD3004xSD3006
SD3004xSD3007
SD3005xSD3006
SD3005xSD3007
SD3006xSD3007

216362
197712
16928¢
18031°
224743
18642°
219372
18689°
18894°
215474
19192°
15887¢
208572
226372
206782
18003°
214222
216382

239212
216232
183822
190252
202092
215022
206942
208312
200832
206412
199602
188842
233712
186962
195742
156412
215632
214342

219692
222782
18899
20815
240212
216262
235552
19058°
235522
228132
224452
19660°
260252
21038
221402
19927°
215742
223452

138202
127232
11315°
11286°
140352
11851°
144132
11670°
11403
135772
125812
10117°
135112
144042
130982
11272°
138962
148272

162862
151982
132452
120682
125402
136102
136372
140782
132652
135132
130822
131532
157072
123782
132092
102632
153482
153872

15052°
162712
13965
14762°
166532
154832
174702
13732°
170952
164492
159082
14098°
187672
154862
165322
14591°
158202
169102

53482
4866°
4255P
4697°
59592
5053°
68362
4642°
4263
59962
55122
3836°
58342
57682
5069°
4796°
57332
69112

111002
107752
9701°
7702b
7813
8676°
9074
9594P
8805°
8898°
8638°
9311°
105762
8283°
8974
6859°
110342
111732

10512¢
12029°b
10436°
10537¢
11597°
11212°
131012
10046°¢
124762
11912°
11368°
10218¢
135952
11576°
124782
10841°
11732°
129622

16,2
16,94
15,1"
15,0"
15,91
16,1f
17,6°
15,3"
15,79
15,69
16,6¢
15,3"
16,3
17,3¢
16,5¢
17,9°
16,5¢
17,4°¢

5,0d
5,09
4,89
4,9
5,1°¢
5,1°¢
5,32
4,9¢
4,9f
5,0¢
5,0¢
4,89
5,1°¢
5,09
4,9
5,09
5,0d
5,2°

19,6¢
19,8°
19,14
18,0f
20,12
18,6°
19,5¢
19,3¢
19,2¢
18,6°
19,0¢
19,04
19,7°
20,22
19,5¢
18,0f
19,2¢
19,5°¢

67,44
67,7°¢
66,8¢
68,82
68,2°
67,8°
68,4°
68,2°
67,7°
67,9¢
68,82
68,3°
67,2¢
67,7°¢
66,9¢
68,72
66,4
65,49

220°
221°
201°
218°
2352
216°
220°
214°¢
229b
208¢
219°¢
209¢
2322
2322
223b
198¢
215°¢
216°

1179
115d
103¢
123¢
1332
1179
121¢
113d
128°
109¢
1179
108¢
126°
126°
122¢
99f
1129
114

BaluO1
Balu34
PD2002
TroplPlus

248622
219622
202642
13168¢

214702
236552
161212
171322

228252
224302
19600°
19421°

159722
140352
124892
8848°

141692
168752
105402
119482

165792
167962
13453
14183°

75052
61882
56472
2961°

9419°
121462
7016°
8489°

12146°

127642
9337¢
10508°¢

17,19
19,52
15,3"
15,59

5,32
5,42
5,0d
4,6"

19,1d
19,6°¢
18,6¢
18,94

66,1'
67,24
68,82
67,6°

212¢
203¢
218°
200¢

106¢

106¢

113
o7f

Média Hibridos
Média test.

19889
20064

20678
19595

21522
21069

12583
12836

13734
13383

15340
15253

5118
5575

9201
9267

11048 16,8 5,0 19,0 67,4
11189 158 49 191

67,8

208
218

105
117

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott e Knott, em nivel de 5% de probabilidade. PECP: produtividade de
espigas com palha (kg hal); PESP: produtividade de espigas sem palha (kg ha'); PG: produtividade de graos (kg ha'); NF: nimero de fileiras; DE: diametro
de espigas (cm); CE: comprimento de espigas (cm); FLOR: dias para o florescimento; AP: altura de plantas (cm); AE: altura de espigas (cm).
Fonte: O préprio autor.
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Tabela 5 - Estimativas de capacidade geral de combinacéo das dez populacdes de milho superdoce utilizadas no ensaio de dialelo
para diferentes caracteristicas avaliadas no experimento em trés diferentes ambientes e correlacdo entre caracteristicas de

produtividade e demais caracteristicas avaliadas, em Londrina - PR.

PECP PESP PG NF DE CE FLOR AP AE
Qi Ambl Amb2 Amb3 Ambl Amb2 Amb3 Ambl Amb2 Amb3

dpD2001 -336 489 -709 -370 213 -664 -179 67 -585 -0,2 0,0 -0,1 0,3 -0,1 1,2
gPD2002 4 -209 -500 -162 -180 -482 -252 -156 -439 -0,2 0,0 -0,1 0,1 -0,6 0,8
dPD2003 271 333 20 -316 -55 -366 -253 -238 -547 -0,7 0,0 0,0 0,2 -0,0 0,3
JsD3001 -1132 72 -1533 -474 451 -1082 -541 567 -748 -0,3 -0,1 0,0 -0,2 -4,7 -5,3
JsD3002 641 547 500 325 -198 192 329 -527 12 -0,3 0,0 0,0 0,5 3,5 4,0
JsD3003 -1135 -1431 2 -774 -1069 -30 -267 -785 -76 -0,6 0,0 -0,4 0,5 -3,2 -1,9
JsD3004 1360 247 1555 773 -11 1158 320 -155 845 0,3 0,0 0,6 -0,1 15,4 13,1
JsD3005 1184 711 986 650 445 704 470 264 503 0,5 0,1 -0,1 -0,3 -4,0 -5,0
JsD3006 406 -343 744 466 18 915 466 207 965 1,7 0,1 0,3 -0,0 -0,3 -1,6
JsD3007 -721 -416 -1065 -119 385 -344 -94 758 71 0,0 -0,0 -0,0 -0,9 -5,6 -5,6
DP(gi) 352 414 308 253 309 239 171 236 196 0,1 0,0 0,1 0,2 2,3 2,0
DP(gi-§j) 525 617 459 377 461 357 255 352 292 0,2 0,0 0,2 0,3 3,5 3,0
PECP - - - 0,95* 0,91** 0,94** 0,87* 0,73* 0,82** 0,38** 0,68** 0,58** -0,24 0,58* 0,50
PESP - - - - - - 0,94* 0,94* 0,96** 0,54* 0,73* 0,61** -0,45** 0,43** 0,34*
PG - - - - - - - - - 0,66** 0,76** 0,54** -0,56** 0,25 0,15

* e **: significativo em nivel de 5% e 1% de probabilidade pelo teste t, respectivamente. PECP: produtividade de espigas com palha (kg ha'); PESP:
produtividade de espigas sem palha (kg hal); PG: produtividade de grdos (kg ha1); NF: numero de fileiras; DE: diametro de espigas (cm); CE: comprimento
de espigas (cm); FLOR: dias para o florescimento; AP: altura de plantas (cm); AE: altura de espigas (cm).

Fonte: O préprio autor.
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o pess) (c)
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Figura 4 — Diagramas para as redes de correlagbes entre as caracteristicas de
produtividade e demais caracteristicas avaliadas. (a) diagrama para as correlacées
entre a produtividade de espiga com palhas (PECP), produtividade de espiga sem
palhas (PESP) e peso de gréaos (PG); (b), (c) e (d), respectivamente, para correlagbes
entre PECP, PESP e PG com as caracteristicas numero de fileiras (NF); diametro de
espigas (DE); comprimento de espigas (CE); nimero de dias para o florescimento
(FLO); altura de plantas (AP); altura de espigas (AE).

Fonte: O proprio autor.



Tabela 6 — Estimativas de capacidade especifica de combinacdo das populacdes de dez populacdes de milho superdoce utilizadas
no ensaio de dialelo, para diferentes caracteristicas avaliadas no experimento em trés diferentes ambientes, em Londrina - PR.

Sij PECP PESP PG NF DE CE FLOR AP S PECP PESP PG NF DE CE FL AP

SPD2001xPD2002 -1498 -951 -543 -0,8 -0,2 -0,1 -0,5 -6,2 $5D3001xSD3002 757 578 380 -02 01 05 0,2 -31
$PD2001xPD2003 -564 -150 -29 0,2 00 -01 0,0 -39 $5D3001xSD3003 575 285 205 -0,1 0,0 -0,1 -05 42
8pPD2001xSD3001 -1296 -841 -578 03 00 -06 00 -2;3 $5D3001xSD3004 368 242 193 01 00 -0,1 -01 4,0
SPD2001xSD3002 718 409 148 0,2 0,0 0,0 0,4 8,3 85D3001xSD3005 1716 936 3%9 03 0,1 06 0,2 9,8
8pPD2001xSD3003 440 286 253 -04 00 OO0 04 -0,2 85D3001xSD3006 1123 747 462 -02 0,0 0,3 0,1 7.3
8pPD2001xSD3004 298 280 306 02 01 00 -03 1,0 85D3001xSD3007 -1029 -649 -330 -0,3 00 -01 021 -7,3
SPD2001xSD3005 1016 447 259 0,1 01 O06 -0,3 -1,5 85D3002xSD3003 -1114 -662 -372 0,2 -0,1 -O0,7 -0,2 -0,8

8PD2001xSD3006 1196 1145 897 03 01 04 -0,2 41 85D3002x5D3004 -78 222 -274 00 01 04 -01 -25
8pPD2001xSD3007 -311 -624 -712 -0,1 -0,1 -0,3 05 0,6 85D3002xSD3005 -1629 -944 -493 0,1 00 -0,3 -0,2 -25
8PD2002xPD2003 -79 126 145 00 01 0,2 0,8 -09 85D3002xSD3006 534 715 730 04 01 01 0,1 -20
8pPD2002x5D3001 -1670 -1093 -569 0,2 00 -02 0,1 -6,0 85D3002x5D3007 -999 -805 -545 -0,2 -01 02 08 -3,0
8pPD2002xSD3002 1607 925 402 -0,2 -0,1 01 -03 46 85D3003xSD3004 -52 20 99 02 00 -01 -06 -23
8pPD2002xSD3003 -10v -103 -153 -0,1 00 0,2 -05 04 $5D3003xSD3005 865 652 443 -0,1 00 0,1 -0,2 -31
8pPD2002x5D3004 -344  -60 93 02 00 -02 05 0,7 85D3003xSD3006 422 130 -120 -0,2 -0,1 00 04 3,7

SPD2002x5D3005 460 133 34 -01 00 -02 00 21 85D3003xSD3007 -964 -779 -537 0,1 00 03 08 -10
SPD2002x5D3006 488 306 207 O5 01 00 02 -01 85D3004xSD3005 708 870 79%6 -04 00 01 -0,2 19
SpPD2002xSD3007 1142 718 384 03 01 03 -0,2 54 SsD3004xSD3006 -1229 -903 -79%6 -05 -0,1 0,12 0,0 -20

SpPD2003xsD3001 -545 -203 -121 00 -0,1 -03 0,0 -6,7 SsD3004xSD3007 -218 -219 -197 03 00 -03 0,1 -54
8PD2003xSD3002 205 7 25 -04 -01 -03 -05 0,9 85D3005xSD3006 -4068 -2910 -1916 -0,1 -0,2 -1,3 13 -16,3
SpPD2003xsD3003 -65 171 183 03 01 03 04 -08 SsD3005x5D3007 508 562 386 01 00 03 -01 6,0
SpPD2003xSD3004 548 -6 -220 02 -01 01 06 46 SsD3006x5D3007 1575 1383 1101 -0,2 01 01 -15 34
SPD2003xsD3005 334 253 132 01 01 01 -04 36 DP(&j) 948 707 533 03 01 03 05 6.2
SPD2003xSD3006 -41 -613 -565 00 -01 04 -04 18 DP(Si - Si) 1422 1060 800 04 01 05 08 93

SPD2003xsD3007 207 414 450 00 01 -05 -05 13 DP(5ij — 8km) 1317 982 741 04 01 05 0,7 86

PECP: produtividade de espigas com palha (kg hat); PESP: produtividade de espigas sem palha (kg hat); PG: produtividade de gréos (kg hat); NF: nimero
de fileiras; DE: didmetro de espigas (cm); CE: comprimento de espigas (cm); FLOR: dias para o florescimento; AP: altura de plantas (cm).
Fonte: O préprio autor.



Tabela 7 — indices de correlacdo gendmica de VanRaden (diagonal superior), Coeficiente de Rogers (diagonal inferior),
correlacdes (r) e coeficiente de determinacdo (R?) para associacdes entre os indices de divergéncia genética e
estimativas de capacidade especifica de combinacédo (CEC) das caracteristicas de produtividade para os hibridos do
dialelo.

PD2001 PD2002 PD2003 SD3007 SD3006 SD3004 SD3005 SD3003 SD3001 SD3002

PD2001 0,003 0,033 0,033 -0,284 -0,150 -0,236 -0,154 0,153 -0,183
PD2002 0,322 -0,033 -0,085 -0,244 -0,170 -0,250 -0,209 -0,007 -0,219
PD2003 0,254 0,331 0,016 -0,223 -0,101 -0,188 -0,135 0,086 -0,142
SD3007 0,269 0,355 0,255 -0,265 -0,108 -0,235 0,016 0,258 -0,146
SD3006 0,403 0,418 0,392 0,413 -0,083 0,411 -0,165 -0,334 -0,143
SD3004 0,359 0,412 0,340 0,355 0,410 -0,077 -0,103 -0,191 -0,069
SD3005 0,379 0,416 0,361 0,387 0,281 0,380 -0,154 -0,273 -0,078
SD3003 0,372 0,407 0,372 0,401 0,413 0,406 0,407 -0,250 0,113
SD3001 0,218 0,312 0,225 0,185 0,410 0,364 0,383 0,385 -0,176
SD3002 0,361 0,403 0,342 0,356 0,399 0,369 0,369 0,338 0,347
Correlacdes entre CEC para produtividade e os indices de divergéncia genética r R?
r(CEC p/ PECP; Correlacdo Gendmica VanRaden) -0,761** 0,57
r(CEC p/ PESP; Correlagcdo Genémica VanRaden) -0,702** 0,49
r(CEC p/ PG; Correlacdo Genbmica VanRaden) -0,632** 0,40
r(CEC p/ PECP; Coeficiente de Rogers) 0,485** 0,23
r(CEC p/ PESP; Coeficiente de Rogers) 0,444** 0,19
r(CEC p/ PG; Coeficiente de Rogers) 0,398** 0,15

**: significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste t, respectivamente. PECP: produtividade de espigas com palha (kg hat); PESP:
produtividade de espigas sem palha (kg hal); PG: produtividade de graos (kg ha?).
Fonte: O préprio autor.
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Figura 5 — Heatmap elaborado a partir dos valores obtidos na matriz de relacéo
gendmica calculada pelo método de VanRadem para as dez popula¢des de milho
superdoce utilizadas no dialelo.
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Figura 6 — Numero de agrupamentos definidos pelo pacote NbCluster para as dez
populacdes de milho superdoce do dialelo.
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Figura 7 — Dendrograma construido pelo método WARD utilizando as distancias
genéticas de Rogers calculadas para as dez populacdes de milho superdoce utilizadas
no ensaio de dialelo.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados € possivel concluir que:

Ha predominancia dos efeitos aditivos com relacdo aos néo aditivos para PECP,
PESP, PG, NF, DE, CE, FLOR, AP e AE;

As combinacdes mais promissoras sdo a SD3004xSD30005 e SD3006XSD3007
para a obtencéo de linhagens e formacao de hibridos;

As populacbes SD3004, SD3005 e SD3006 apresentam as melhores estimativas
de CGC e estdo presentes nas combinacdes hibridas com melhor desempenho
para as caracteristicas de produtividade, com melhores estimativas de CEC nos
diferentes ambientes;

A de produtividade de gréos esta mais fortemente associada a e produtividade de
espiga sem palha, do que com produtividade de espiga com palha;

A maioria dos melhores hibridos do dialelo sdo oriundos de cruzamentos entre
populacdes alocadas em diferentes grupos com base na correlacdo genémica de
VanRaden;

Os grupamentos segundo a correlacdo gendmica de VanRaden sao eficientes para
indicar as combinac¢des hibridas superiores para produtividade com alta taxa de
assertividade;

Existe maior associacéo entre as estimativas da CEC e a correlacdo genbémica de

VanRaden do que entre o coeficiente de Rogers e CEC.
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