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RESUMO

MORAIS, Pedro Patric Pinho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2016. Eficiéncia no uso de nitrogénio ao longo dos estadios fenolégicos e
utilizagdo de dados publicos na selegcdo gendmica de milho tropical. Orientador:
Aluizio Borém de Oliveira. Coorientadores: Roberto Fritsche Neto e Marcos Deon
Vilela de Resende.

Este estudo foi feito com uma populagao de linhagens de milho tropical, visando
inferir sobre a eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), assim como a aplicagao de
selegcdo gendmica (GS) nesse conjunto. Para a EUN foram avaliadas 64
linhagens, em duas disponibilidades de adubacéao nitrogenada (N) (ideal e baixo
N), para 16 caracteristicas. Estas avaliacbes ocorreram em trés estadios
fenologicos de oito folhas completamente expandidas (V8), florescimento
masculino (VT) e apds a maturagéo fisioldégica (MF). Nas analises dos dados foi
usado equacgdes de modelos mistos via REML/G-BLUP. Foram observados que
ha possibilidade de selegao de linhagens superiores quanto a EUN. Mas, os
componentes da produtividade ndo apresentam comportamento diferenciado em
funcdo da disponibilidade de N. Caracteristicas de raiz, reprodutivos e
fisioloégicas ndo sao atrativas para selegao precoce de genétipos EUN. De forma
semelhante, os estadios V8 e VT nao se mostraram promissores para avaliagao
precoce da EUN, devendo essa ser praticada em funcédo da produtividade de
graos. Por outro lado, constatou-se que a selec¢ao indireta para EUN pode ser
feita via numero de espigas (NE), ou ainda, por meio de indice de selegao
considerando NE e peso de espigas (PE). No estudo de GS, visando a aplicagao
dessa em programas de melhoramento de pequeno porte e, ou entdo, iniciando
suas atividades, foi proposto um panorama hipotético: orgamento limitado e
necessidade de acréscimo de variabilidade genética. Para isso, foram definidos
29 conjuntos de populacdo de treinamento (PT) através de painéis de
diversidade: USP (painel a ser predito), ASSO e NCRPIS (painéis publicos
externos - preditores). Estes conjuntos foram agrupados divididos em quatro
cenarios distintos, quanto a configuracdo usada na formacdo. Nas analises
foram usados 28.260 marcadores SNP para 2748 linhagens, via modelo G-
BLUP, para caracteristicas de altura de planta e de espiga. Os resultados

indicaram que é possivel o uso de informagdes de bancos publicos para



formacéo de PT. Além disso, a estrutura populacional influenciou as capacidades
preditivas da GS, principalmente quando populacdes de treinamento e validagao
(PV) sao divergentes. Nos quatro cenarios propostos, evidenciou-se que
conjuntos demasiadamente pequenos ou grandes nao proporcionam as
melhores capacidades preditiva para GS. Entretanto, PT compostas por 250
individuos, escolhidas de forma otimizada (PTO) a partir de informacdes de
bancos publicos, conduzem a capacidades preditivas satisfatérias (0,32).
Contudo, a adicdo da PV na PTO, é o cenario que conduz as maiores
capacidades preditivas (0,59). Sendo seu uso, sempre que possivel, o

recomendado.



ABSTRACT

MORAIS, Pedro Patric Pinho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2016. Nitrogen Use Efficiency along growing stages and public dataset in
genomic selection for tropical maize. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co-
Advisers: Roberto Fritsche Neto and Marcos Deon Vilela de Resende.

This study was proceeded with a population of tropical maize inbred lines, aiming
to infer about the nitrogen use efficiency (NUE) as well as the application of
genomic selection (GS) in this set. For EUN, 64 inbred lines were evaluated in
two nitrogen (N) fertilizing conditions (optimum and low N), taking into account 16
traits. These evaluations were performed in three phenological stages eight fully
expanded leaves (V8), tasseling stage (VT) and after physiological maturity (MF).
Data analysis was performed using mixed models via REML/G-BLUP. It was
observed that there is a possibility of selecting inbred lines for NUE, and the yield
components do not show differential behavior according with the N condition.
Root, reproductive and physiological traits are not attractive for early selection in
efficient nitrogen use genotypes. Similarly, V8 and VT stages do not appear
promising for early NUE estimation, it has to be done taking into account the yield.
Indirect selection for NUE can be done via number of ear (NE), or with selection
index considering NE and ear weight (PE). For the GS study, aiming to use GS
in small breeding programs and, or, starting its activities, a hypothetical scenario
was proposed: a limited budget and the need for genetic variability. For that, 29
training sets (PT) were developed through diversity panels: USP (panel to be
predicted), ASSO and NCRPIS (external public panels - predictors); they were
clustered into four scenarios with different PT. In the analysis 28.260 SNP
markers for 2748 inbred lines were used, via model G-BLUP for plant height and
ear height. Through the study it was found that it is possible to use information
from public banks for PT formation. The population structure has the capacity of
affecting GS predictive abilities, especially when training set and validation (PV)
hold low genetic relationship. In the four proposed scenarios, it was shown that
too small or large sets do not provide best predictive abilities. But, training sets
with 250 individuals, via use of optimized training set (PTO) from public dataset

banks, is enough for getting estimates up to 0.32. However, adding PV into PTO



is the best scenario, it got predictive ability estimates up to 0.59. It should be used

whenever possible.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Eficiéncia no Uso de Nitrogénio - EUN

Para atender a crescente demanda mundial e brasileira por alimentos e
nutrientes, uma fragdo significativa dos cultivos agricolas terdo que ser
realizados em solos de areas marginais (Giaveno et al., 2007). Os quais,
geralmente, possuem baixa fertilidade natural, associados a pouca aplicagcao de
fertilizantes nitrogenados e a ocorréncia de estresses hidricos. Destes insumos,
o nitrogénio (N) possui grande importancia no metabolismo da planta,
principalmente na sintese de proteinas, como a clorofila, acidos nucleicos e
biomoléculas (ATP, NADH e NADPH). Assim, o N é fundamental no
estabelecimento e manutencdo da produtividade e qualidade dos graos
(Richardson et al., 2009).

Dessa forma, com o intuito de alcancar elevadas produtividades ha
necessidade de aumento do nivel tecnolégico empregado, por meio do uso de
insumos, como corretivos e fertilizantes, o que implica na elevagédo dos custos
de producado e, consequentemente, na dificuldade de adocédo por parte dos
pequenos e médios produtores (Caixeta, 2012). Todavia, ao se realizarem
adubacdes excessivas (além da capacidade de absorcdo da planta),
principalmente de N, resultam na formacao de gases nocivos a atmosfera, como
exemplo os 6xidos nitroso e nitrico, e também na ocorréncia de chuvas acidas.
Entretanto, o principal problema vem decorrente da lixiviagdo do NOs", que
devido a sua grande mobilidade, tende a contaminar os lengois freaticos (Ju et
al., 2009), podendo causar problemas de saude publica pela ingestdo da agua
oriunda de fontes com excesso de NOs™ (Andrade et al., 2009).

Concomitantemente a esses aspectos abordados, nos ultimos anos, o

interesse pela agricultura sustentavel, com menor consumo energético e



ecologicamente correta, tem estimulado os programas de melhoramento de
plantas a desenvolver cultivares que possuam maior eficiéncia no uso de
nutrientes (Maia et al., 2011).

Outro fator de relevancia esta condicionado ao milho de segunda safra,
pois tendo em vista que a soja € a principal cultura de verdo, o produtor tem
preferido semear o milho em sucessdo. Esse sistema de produgédo tem
predominado nos Estados do Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul (Bicudo et al., 2009). Sendo que o crescimento da
segunda safra tem se intensificado, saindo de uma area de 2,88 milhdes de
hectares com producéo de 6,18 milhdes de toneladas na safra 2001/2002 para
9,55 milhdes de hectares e produgao de 54,59 milhdes de toneladas na safra
2014/15 (Conab, 2016). Esses dados indicam um crescimento de 331% na area
plantada e de 883% na producao. Entretanto, é verificado que para as condigcdes
de safrinha, a adubacéo usada € menor que no cultivo de verao devido ao efeito
residual de adubos utilizados na cultura anterior. Outra questdo da baixa
adubacao é em fungao do risco de ocorréncia de baixas precipitacdes, que fazem
com que as plantas ndao aproveitem adequadamente o adubo (Bicudo et al.,
2009). Adicionado a isso, existe a oscilagao dos precos de venda do gréao entre
as safras, no qual muitas vezes pode nao ser atrativo, reduzindo o interesse do
produtor em investir em adubacgdo. Assim, o desenvolvimento de cultivares com
maior Eficiéncia no Uso de Nitrogénio (EUN) é de interesse tanto para a
maximizacao da producao em areas férteis quanto para a exploragao de novas
areas com menores teores de N. Adicionalmente, isso possui a capacidade de
auxilio em alcangar a seguranga alimentar das populagdes rurais de baixa renda
e, ou, de baixa tecnologia de cultivo.

Neste contexto, alguns estudos tém constatado ampla diversidade
genética entre plantas quanto a mecanismos fisiolégicos, morfolégicos e
bioquimicos, quando elas sdo submetidas as condi¢des adversas de fertilidade
do solo (DoVale et al., 2012, Gallais e Hirel, 2004; Le Gouis et al., 2000). Nesse
sentido, o uso de métodos de avaliagao precoce (antes do florescimento) ou de
selegao indireta em condi¢des de estresses abidticos, sdo de grande interesse,
pois aceleram o processo de seleg¢do, descartando de imediato os gendtipos
inferiores e possibilitam concentrar os recursos nos potencialmente superiores

(Fritsche-Neto et al., 2012). Para isso, a utilizagdo dos componentes da EUN e,



ou, de caracteristicas secundarias relacionadas a essa, podem auxiliar na
selecdo e no desenvolvimento de cultivares de milho com maior adaptagéo a
condigbes de baixa disponibilidade de N.

1.2 Selecao Gendémica (GS) e a utilizagao de bancos publicos de informagao
gendémica e fenotipica

Para aperfeigoar a relagdo custo-beneficio, otimizar o tempo e realizar
uma selegao acurada, deve-se lancar mao de metodologias precisas, que
amostrem o genoma e o correlacionem com as caracteristicas. Para isto, podem-
se usar os marcadores moleculares, cuja disponibilidade e baixo custo
possibilitaram o amplo emprego dos mesmos nos programas de melhoramento
(Bernardo e Yu, 2007), excluindo a necessidade de avaliagdes fenotipicas
continuas em linhagens previamente fenotipadas. Dentre esses, destacam-se os
marcadores genéticos moleculares de Polimorfismo de um Unico Nucleotideo
(Single-Nucleotide Polymorphism - SNP). Os SNP se baseiam na deteccao de
polimorfismos resultantes da alteracdo de uma unica base no genoma. De forma
que, sao preferidos em relagdo a outros marcadores genéticos devido a sua
ampla distribuicdo no genoma e facilidade de genotipagem (Resende et al.,
2013), principalmente para o milho, ao qual possui plataforma comercial
especifica para esse fim.

Os esforgos na area de pesquisa com marcadores genéticos em prol do
melhoramento podem ser divididos em duas linhas (Resende et al., 2012): i)
Deteccdo e mapeamento de QTL dentro de familias oriundas de cruzamentos
biparentais, seguido do uso dos marcadores nos programas de melhoramento para
selegao auxiliada por marcadores (MAS); i) Genotipagem com alta densidade de
marcadores no genoma e conseguinte predicdo de valores genéticos genémicos
(GEBV) por meio da Selecao Genbmica, ou entédo para o estudo de Associacao
Genbmica (Genome Wide Association Studies - GWAS). Esse ultimo, permite
fazer correlagao entre o gendtipo e o fendtipo, com o uso de teste de hipdteses
individuais para cada marcador em uma determinada caracteristica de interesse.
Ja o MAS tem se mostrado com maior eficacia para a uso com alelos de grande
efeito e associagao conhecida com determinado marcador (Hofmann et al., 2013;
Zhong et al., 2006). No entanto, pelo seu proprio principio, essa tem falhado
quando aplicada as caracteristicas poligénicas, ou seja, muitos alelos de

pequeno efeito, alocados ao longo de todo o genoma (Bernardo, 2008; Moreau



et al., 2004). Por outro lado, a GS explica proporgdo muito maior da variagao
genética, pois concentra um grande numero de marcadores, 0s quais cobrem
todo o genoma, de forma a capturar os efeitos dos locos de um carater
quantitativo (QTL, de pequenos e grandes efeitos), usando todos na andlise de
predicdo dos GEBVs de determinado gendtipo (Meuwissen et al., 2001). Com
isso, a superioridade da GS em relagdo ao MAS alcancga valores de 18-43%
(Bernardo e Yu, 2007), além de nao necessitar realizar testes de hipoteses
individuais para marcadores, 0 que € comum para a GWAS.

Para a implementacdo da GS, trés populagdes sao necessarias: i)
Populagcédo de treinamento ou estimagédo (PT): individuos sdo genotipados e
fenotipados, equacgdes usando esses dados sao definidas para predizer os
GEBVs; ii) populagéo de validagao (PV): as equacgdes de predigdo dos GEBVs
sao testadas em uma amostra populacional independente menor, que também
sdo genotipadas e fenotipadas. Nesse ponto, as capacidades preditivas e
acuracias do modelo podem ser estimadas; iii) populagdo de selecéo (PS):
necessita apenas de um conjunto de individuos genotipados, as equagdes de
predicao obtidas na populacado de treinamento e posteriormente validadas sao
entdo usadas na predicdo dos GEBVs de possiveis candidatos. Dessas, uma
determinada populacao pode exercer duas fungdes ao mesmo tempo ( PT e PV);
e ou podem exercer fungdes separadas, uma populagao especifica para PT,
outra para PV.

O ganho esperado via GS se da em fungéo de A, = lr;" , em que /=

intensidade de selecdo; r= acuracia seletiva; o, = raiz quadrada da variéncia

genética aditiva; T=tempo necessario para completar um ciclo de melhoramento.
Considerando estimativas realisticas de acuracia seletiva, ciclo de
melhoramento e intensidade seletiva, a GS pode aumentar o ganho genético por
unidade de tempo comparado ao selegao fenotipica, tanto em melhoramento de
plantas como em animal (Heffner et al., 2010, Lorenzana et al., 2009; Schaeffer
et al., 2006). Isso s6 foi possivel devido aos rapidos avangos em tecnologia de
marcadores genéticos e pregcos decrescentes de genotipagem, permitindo ao
melhoristas de plantas e animais uma abundante quantidade de informagdes
genotipicas (Heffner et al., 2009; Jannink et al., 2010).



Um fator importante no processo de GS é em fungdo da composicédo da
PT. A escolha de individuos a serem incluidos na PT, € uma das variaveis mais
dificeis para optimizar-se, mas € crucial para atingir elevadas acuracias (lsidro
et al., 2015). O seu tamanho e relacionamento com a PS sdo elementos
essenciais para determinar a precisao da predi¢cao via GS (Bassi et al., 2016).
Todavia, o grande numero de individuos a serem genotipados e fenotipados,
para compor uma PT confiavel e representativa da PS, demanda tempo e custo
na sua formagao, especialmente devido a fenotipagem. Que tem se tornado o
grande gargalo e fator de restricdo das analises genéticas, sendo ainda um
processo manual, de trabalho intensivo e dispendioso (Cobb et al., 2013).

Entretanto, quando ha restrigdes de tamanho e variabilidade genética na
populagdo de treinamento, ocorre redugdo na capacidade de predicao dos
modelos usados (Estaghvirou et al., 2015). Com isso, € necessario incluir maior
ou adequado numero de individuos na PT, de forma a viabilizar uso da GS em
relacéo a selecao fenotipica. Nesse contexto, quando nao ha possibilidade de
conseguir esse aumento de variabilidade via o proprio programa de
melhoramento, o uso de informacdes genbmicas e fenotipicas provindas de
bancos de dados publicos € uma solucéo a ser explorada. Isto podera aumentar
a viabilidade do emprego da GS em programas de melhoramento menores, com
menor aporte financeiro e, ou em inicio de atividades, e com restricdo de
variabilidade genética para caracteristicas de interesse.

Instituicdes como o International Maize and Wheat Improvement Center
(CIMMYT) e o USDA-ARS North Central Regional Plant Introduction Station
(NCRPIS), possuem juntos mais de 28.000 gendtipos nas suas colegoes. Tal
qual, muitos pesquisadores tém caracterizado genotipicamente e
fenotipicamente subconjuntos dessas linhagens de milho com fins curatoriais, de
avaliagao de diversidade e também para uso em mapeamento associativo (Flint-
Garcia et al., 2005; Yang et al., 2010; Mezmouk et al., 2011). Com isso, muitos
desses dados sao disponiveis e publicados em bancos de informacdes publicos
(ex: Panzea e Gramene), sendo uma excelente fonte de dados gendmicos e
fenotipicos do germoplasma global de milho.

No entanto, o melhorista deve ter cautela quanto ao uso de conjuntos de
dados de populagdes externas para a predicao de populagdes internas de um

determinado programa de melhoramento. Isto porque, ambas populagdes



possuem diferentes origens, de forma que a relagado genética entre essas € um

fator importante que tende a gerar disturbio na precisdao da GS (Habier et al.,

2007; Hayes et al., 2009; Albrecht et al., 2011; Clark et al., 2011; Pszczola et al.,

2012), Deste modo, deve ser considerado a existéncia da estruturagéo

populacional nas analises de GS e, ou langar o uso de métodos que possam

optimizar a formagao da PT por meio de bancos de dados publicos, afim de

predizer com eficiéncia a populagao de interesse.
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2. OBJETIVO GERAL

- Inferir sobre a eficiéncia no uso de nitrogénio assim como a utilizagdo de bancos

de dados publicos na selegdo genémica de linhagens de milho tropical.

2.1 Objetivos Especificos

Capitulo 1:

- Analisar o comportamento e relagdes entre caracteristicas dos componentes
de produtividade, florescimento, sistema radicular e fisioldgicas em linhagens de
milho tropical submetidas a disponibilidades contrastantes de nitrogénio;

- Verificar a possibilidade de selegdo precoce e indireta de linhagens de milho
tropical para EUN;

Capitulo 2:

- Testar a viabilidade do uso das informag¢des gendmicas e fenotipicas de bancos
de dados publicos para predigao de linhagens de milho tropical;

- ldentificar se a estrutura populacional, o uso de populagcdes de treinamento
otimizadas e a quantidade de informacé&o oriundas de bancos de dados publicos

influenciam na capacidade preditiva de linhagens de milho tropical.
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3. CAPITULO 1

Eficiéncia no Uso de Nitrogénio em linhagens de milho tropical:
uma analise para caracteristicas de producgao, reprodutivos, fisiolégicas e

radiculares
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3.1 Resumo

Parte significativa dos cultivos de milho ocorrem em condigcdes
edafoclimaticas que restringem o pleno desenvolvimento da cultura. No Brasil,
isto se deve, principalmente, ao fato de que boa parte do cultivo migrou para a
chamada “safrinha” e para areas de Cerrado. Assim, torna-se importante o
desenvolvimento de cultivares com maior eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN)
e adaptados a essas condi¢des de cultivo. Para isto, € necessario identificar
caracteristicas que possuam alta relagcdo com EUN, afim de auxiliar e maximizar
a acuracia do processo de selecdo. Com isto, este trabalho teve por objetivo: /)
analisar o comportamento e relagdes entre caracteristicas dos componentes de
produtividade, florescimento, sistema radicular e fisiolégicas em linhagens de
milho tropical submetidas a disponibilidades contrastantes de nitrogénio; ii)
verificar a possibilidade de selegcdo precoce e indireta de linhagens de milho
tropical para EUN. Para isso, foram avaliadas 64 linhagens de milho tropical em
duas disponibilidades de adubagao nitrogenada (N) (ideal e baixo N), para 16
caracteristicas, dentre essas a EUN. Estas avaliagbes ocorreram em trés
estadios fenologicos oito folhas completamente expandidas (V8), florescimento
masculino (VT) e apos a maturagéo fisiologica (MF). Na analise dos dados foram
usados equacgdes de modelos mistos via REML/G-BLUP. Foi observado que ha
possibilidade de selegcao de linhagens superiores quanto a EUN, e que os
componentes da produtividade ndo apresentam comportamento diferenciado em
funcdo da disponibilidade de N. Caracteristicas de raiz, reprodutivos e
fisioldégicas ndo sao atrativas para selegao precoce de genétipos EUN. De forma
semelhante, os estadios V8 e VT nao se mostraram promissores para a
avaliacao precoce da EUN, devendo essa ser praticada em funcdo da
produtividade de graos. Por outro lado, ao final do ciclo, a selegao indireta para
EUN pode ser feita via numero de espigas (NE), ou ainda, com o uso de indice
de selecéo considerando NE e peso de espigas (PE).
Palavras-chave: estresse abiotico, selecao indireta, G-BLUP, selecao precoce.
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3.2 Abstract

A significant portion of maize crops occurs in soil and climatic conditions
that limit growing conditions. In Brazil, this is due mainly to the fact that most of
the cultivation area has migrated to the second session “safrinha” and to brazilian
Cerrado. Thus, it becomes important to develop cultivars efficient in nitrogen
(NUE) and adapted to these growing conditions. For this, it is necessary to
identify traits that have relationship with NUE, in order to assist and maximize the
accuracy of the selection process. This study aimed to: i) analyze the behavior
and relationships between traits for yield components, flowering, root and
physiological system in tropical inbred lines under contrasting nitrogen
availability; ii) examine the possibility of indirect and early selection for NUE in
tropical inbred lines. To that, 64 inbred lines were evaluated in two nitrogen (N)
fertilizing conditions (optimum and low N), taking into account 16 traits, among
these the NUE. These evaluations were performed in three phenological stages
eight fully expanded leaves (V8), tasseling stage (VT) and after physiological
maturity (MF). Data analysis was performed using mixed models via REML/G-
BLUP. Results showed that there is a possibility of selecting inbred lines for NUE,
and the yield components do not show differential behavior according with the N
condition. Root, yield and physiological traits are not attractive for early selection
in efficient nitrogen use genotypes . Similarly, V8 and VT stages do not appear
promising for early NUE estimation, it has to be done taking into account the yield.
On the other hand, in the end of the crop cycle, the indirect selection for NUE can
be done via number of ear (NE), or with selection index considering NE and ear
weight (PE).

Keywords: abiotic stress, indirect selection, G-BLUP, early selection.
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3.3 Introdugao

O milho de segunda safra no Brasil, “safrinha”, teve seu crescimento
intensificado na ultima década (Conab, 2015). Parte desses resultados deve-se
a expansdo da cultura no Cerrado. Todavia, os solos dessa regiéo,
principalmente os Latossolos, apresentam baixa disponibilidade de nitrogénio
(N), em fungado dos seus baixos teores de matéria organica (Silva et al., 2005).
Além disso, o cultivo de segunda safra é caracterizado, de modo geral, pelo baixo
investimento dos produtores em adubagao (Bicudo et al., 2009).

Neste cenario, com o intuito de alcancgar elevadas produtividades ha a
necessidade do aumento do uso de insumos, como corretivos e fertilizantes,
dentre esses o0 N; o que implica na elevagao dos custos de produgao e,
consequentemente, na dificuldade de adogao por parte dos pequenos e medios
produtores. No entanto, por meio do melhoramento genético € possivel
desenvolver cultivares de milho mais eficientes no uso de nitrogénio, ou seja,
genotipos que produzem mais ou a mesma quantidade de graos, porém, com
menor demanda por N (Caixeta et al., 2015).

Para o estudo da eficiéncia nutricional em plantas, existem varias
definicdes e metodologias descritas. Dentre essas, Moll et al. (1982) definiram a
eficiéncia no uso de N (EUN) como a relagao entre a produtividade de graos € a
quantidade de N disponibilizado para a planta (N no solo mais o fornecido com
a adubacao). Porém, o desenvolvimento da planta ao longo do ciclo € uma
questao oportuna a ser verificada quanto a EUN. Quando ha a emissao de uma
nova folha, parte dos carboidratos sao direcionados para o desenvolvimento
desse novo 6rgao (Vessey et al., 1990). Paralelamente, ha diminuicao na taxa
de translocacdo desses compostos para o sistema radicular, diminuindo a
disponibilidade de energia nas raizes, o que reduz a taxa de absorgdo de
nitrogénio. Com isso, cria-se o interesse de identificar o estadio ideal para
inferéncias quanto a EUN, vislumbrando a possibilidade de estima-la em
estadios iniciais da cultura e permitindo a selegao precoce.

Além das caracteristicas agrondmicas que fazem parte dos componentes
da produtividade, pesquisas tém constatado ampla diversidade genética entre
plantas quanto a mecanismos fisioldgicos e morfolégicos da raiz e de parte
aérea, quando elas sao submetidas as condi¢cdes adversas de fertilidade do solo

(DoVale et al., 2012). Dentre essas, a eficiéncia fotossintética do fotossistema |l
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(PSII), devido ao fato de que por meio do PSIlI ha possibilidade de se obter a
eficiéncia no uso da radiacdo fotoquimica e a assimilacdo de carbono pelas
plantas, auxiliando no diagnéstico da integridade do aparato fotossintético em
fungdo de estresses ambientais (Melo et al., 2010; Tester e Bacic, 2005).
Adicionalmente, a exploragdo de um maior desenvolvimento do sistema radicular
possui potencial para ser usado na selecao indireta da EUN. Essa caracteristica
€ altamente responsiva a disponibilidade de nutrientes e sua distribui¢do no solo
(Linkohr et al., 2002). Nao menos importante, as caracteristicas reprodutivas, tal
como o Intervalo de florescimento masculino-feminino (IFMF), que é o intervalo
entre a antese e a exposigao dos estilos-estigmas, tém correlagdo negativa com
produtividade em fungéo de estresse hidrico (Teixeira et al., 2010). Nao obstante,
a relacdo dessa caracteristica com ambientes em restricdo de N pode ter
comportamento semelhante (Jacobs e Pearson, 1991), e influenciar
negativamente os componentes da produtividade.

De modo geral, a escolha dessas caracteristicas visa a viabilizagao do
uso de métodos de avaliagao precoce ou de selecio indireta para EUN, pois
aceleram o processo de selegdo, descartando de imediato os gendtipos
inferiores e possibilitam concentrar os recursos nos potencialmente superiores
(Fritsche-Neto et al., 2012).

3.4 Objetivos

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivos: i) analisar o
comportamento e relagdes entre caracteristicas dos componentes de
produtividade, florescimento, sistema radicular e fisiolégicas em linhagens de
milho tropical submetidas a disponibilidades contrastantes de nitrogénio; ii)
verificar a possibilidade de selegcao precoce e indireta de linhagens de milho

tropical para EUN.

3.5 Material e métodos
3.5.1 Experimentos a campo

Foram conduzidos seis experimentos usando 64 linhagens endogamicas
de milho tropical (S7-S9), oriundas da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e

com comprovada variabilidade para EUN (DoVale et al., 2012). O delineamento
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experimental empregado foi o de latice simples (8 x 8), com duas repeticdes,
seguindo o mesmo sorteio experimental nas safrinhas de 2014 e 2015. Duas
disponibilidades de N (ideal e baixo N) foram aplicadas. Para “N ideal” a dose
considerada padréao as necessidades da cultura para uma produtividade de até
no maximo 5,8 t.ha™' (Embrapa, 2007). Com isto, para IN foram aplicados 100
kg.ha' de N (12 kg.ha™' no plantio e restante em cobertura em V4 e V6 ); e em
BN foram aplicados 35 kg.ha' de N (12 kg.ha' no plantio e restante em
cobertura em V4 e V6). A adubacéo de plantio foi constituida de 300 kg ha™' do
formulado NPK 4-14-8, ja a adubagao de cobertura foi feito com uréia na linha.
O estabelecimento do BN estad em funcido da dose de adubacédo em que ha, em
média, a reducao de 50% da produtividade de graos (Fritsche-Neto e Borém,
2012).

Os ambientes considerados nesse estudo foram determinados em funcéao
da combinacao safra x local, formando assim trés ambientes. Sendo esses a
area experimental Departamento de Genética da ESALQ-USP, (22°42'23"S,
47°38'14"W, 546 m, Nitossolo Vermelho Eutroférrico tipico) na safrinha 2015, e
a Estacdo Experimental de Anhumas na cidade de Anhembi-SP (22°84'30"S;
48°02'20"W, 450 m, Latossolo Amarelo Distrofico) nas safrinhas de 2014 e 2015.

As parcelas foram constituidas de uma linha com 4 m de comprimento
(safrinha 2014) e de 5 m (safrinha 2015), essa diferenga ocorreu devido a
necessidade de maior numero de plantas para avaliacdo de caracteristicas
radiculares; em ambos os casos utilizou-se espacamento de 0,85 m entre linhas
e 0,20 m entre plantas, totalizando 20 e 25 plantas por linha respectivamente. O
manejo e os tratos culturais foram realizados de acordo com os procedimentos

recomendados para a cultura do milho (Borém et al., 2015).

3.5.2 Caracteristicas avaliadas

Para as inferéncias quanto a EUN em diferentes fases do ciclo das
linhagens, foram amostradas plantas nos estadios fenoldgicos de oito folhas
completamente expandidas (V8) e florescimento masculino (VT). As amostras,
composta da parte aérea de duas plantas de cada parcela experimental foram
separadas do sistema radicular e acondicionadas em sacos de papel.
Posteriormente, foi feita a secagem em estufa de circulagao forgada de ar a 60°
C por 120 horas, até atingir massa constante. Nesta ocasido, foi mensurado, em

gramas, a massa seca da parte aérea (MPS). A ultima estimacédo de EUN foi
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feita apdés a maturagao fisiolégica (MF), quando mensurada a produgéo
individual de cada linhagem. Para obter a EUN nas fases listadas, foi usado a
metodologia de Moll et al. (1982):

EUNvs=—MESV8 qy punyr = _MPSVT oy punp-— PG (3
N(aplicado) N (aplicado) N (aplicado)

em que, EUNVS: eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio V8; EUNVT:
eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio VT; EUNP: eficiéncia no uso de
nitrogénio na produc¢ao; MPSV8: massa da parte aérea seca em V8, mensurado
em gramas (g); MPSVT: massa da parte aérea seca em VT, mensurado em
gramas (g); PG: produtividade grdaos, mensurado em kg.parcela’ de N
(aplicado): quantidade de nitrogénio fornecido as plantas da parcela, definido em
gramas (g) por meio de aplicagbes no plantio e cobertura.

As avaliacbes das caracteristicas radiculares foram obtidas no estadio V8
pela amostragem de duas plantas por parcela. Foram avaliados os
comprimentos de raizes laterais (CRLat) e axiais (CRAXxi), mensurados em
centimetros (cm); Volume de raizes laterais (VRLat) e axiais (VRAXi),
mensurados em centimetros cubicos (cm?3). Para avaliagdo das caracteristicas
citadas foi utilizado o software WinRHIZO Arabidopsis acoplado a um scanner
LA2400, com definicdo de 2400 dpi. As dez classes de didmetro de raizes
fornecidas pelo software foram agrupadas em apenas duas, conforme
metodologia proposta por Trachsel et al. (2009). Assim, para CRLat e VRLat,
foram considerados os fragmentos com diametro menor ou igual a 0,5 mm, e
para CRAxi e VRAXi, os fragmentos com didmetro maior que 0,5 mm. Essas
caracteristicas foram avaliadas somente na safrinha de 2015.

As caracteristicas fisioldgica e reprodutiva avaliadas foram a eficiéncia
fotossintética do fotossistema Il (EFPSII) e o intervalo florescimento masculino-
feminino (IFMF). A EFPSII foi estimada por meio do fluorébmetro portatil compacto
para medicao de fotossintese JUNIOR-PAN. As informacgdes coletadas para
essa caracteristica foram feitas entre as 9 e 12h da manha, em uma folha por
planta (terceira a partir do extrato superior) em duas plantas aleatérias dentro da
parcela. Seguindo a metodologia descrita por DaMatta et al. (1997), antes da
coleta de dados as folhas permaneceram no escuro durante 30 minutos. Para
isso foram empregados grampos com areas cilindricas opacas que mantém a

area a ser mensurada sob completa auséncia de luz. Apos os centros de reagdes
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estarem completamente abertos, foram determinados a fluorescéncia inicial (FO),
fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv), Fv = Fm-FO, e
posteriormente EFPSIl. Da mesma forma que as caracteristicas radiculares,
EFPSII foi inferido apenas na safrinha 2015.

EFPSII, = Eild (4)
Fm

O IFMF foi estimado em dias, em funcdo das datas em que 50% das
plantas da parcela estavam em estadios de antese (DA) e posteriormente em
funcao da exposicao dos estilos-estigmas (DF):

IFMF = DF.,, — DA, (5)
As caracteristicas relativas aos componentes de produgao, numero de
espigas por parcela (NE), comprimento de espiga, (CE), em centimetros (cm);
didmetro de espigas (DE), em centimetros (cm); peso de espiga (PE), em
gramas(g), numero de fileiras por espiga (NFE) e numero de gréos por fileira
(NGF) foram inferidos pela amostragem de cinco plantas por parcela.
Produtividade (PROD), em quilogramas por hectare (kg.ha™'), foi obtida pela
extrapolagéo dos resultados de produtividade por parcela (13% umidade).
3.5.3 Analises estatistico-genéticas

Para a obtencdo dos componentes de variancia e dos valores genéticos
individuais, os dados foram submetidos as analises por meio da Maxima
Verossimilhanca Restrita (REML) e pelo Melhor Preditor Genético Linear N&o-
Viesado, considerando a matriz genémica de parentesco (GBLUP) (Hayes et al.
2009). Na analise conjunta foi considerado o seguinte modelo:

y=Jb+Zg+Wu+Vi+So+Te+Cf+Hp+¢ (6)

em que, y é o vetor de observacbes fenotipicas nas linhagens para as
caracteristicas avaliadas; b € o vetor do efeito do bloco dentro da repeticéo,
considerado como fixo; g: vetor do efeito de gendtipo (linhagens), considerado
como aleatorio, em que g ~ N (0, G), sendo G = Koz?, sendo K a matriz de
parentesco gendmico (Hayes et al., 2009) e 0.2 a variancia genética; u: vetor do
efeito da disponibilidade de N, considerado como fixo; /. vetor do efeito do
ambiente, considerado como fixo; o: vetor do efeito da interacao disponibilidade
de N x ambiente, considerado como fixo; e: vetor do efeito da interagao gendtipo

x disponibilidade de N, considerado como aleatério, em que e ~ N (0, E), sendo
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E = los?; f: vetor do efeito da interagdo gendtipo x ambiente, considerado como
aleatorio, onde f~ N (0, F), sendo F = lo?; p: vetor do efeito da interagdo genétipo
x disponibilidade de N x ambiente, considerado como aleatorio, em que p ~ N (O,
P), sendo P = lop?; €: vetor de residuos, onde €~ N (0, £), em que &=lo2. | é
a matriz identidade e J, Z, W, V, S, T, C, H sdo matrizes de incidéncia que
relacionam os efeitos dos vetores independentes de cada matriz ao vetor
dependente y.

Para a construgdo da matriz de parentesco (K), as 64 linhagens foram
genotipadas via plataforma lllumina GoldenGate (Fan et al., 2003), contendo 768
marcadores SNPs. Procedimento este realizado pela Pioneer Hi-Bred
International Int. (Johnston, IA). Foram feitas analises de qualidade no conjunto
de marcadores, sendo eliminadas as linhagens com dados perdidos acima de
20% (Dao et al., 2014), Call Rate = 0,85 e MAF < 0,05. De forma que, ao final
do controle de qualidade, permaneceram 539 marcadores e 62 linhagens. Para
a construgao da matriz de parentesco genémico entre as linhagens foi usado o
método de VanRaden (2008).

Para as analises individuais, ou seja, dentro de cada nivel nutricional,
foram considerados sub modelos da equacéo (6). Entretanto, foram descartadas
as fontes de variagcao das disponibilidades de N e as suas interagcdes simples e
tripla com gendtipo e ambiente.

Para os testes dos efeitos aleatérios foi empregado o Likelihood Ratio Test
(LRT):

LRT =2.[logL, —logL ] ~ ;(Z_,_I (7)

emaque, H,:0> =0 € H,:5° #0; logL,: estimativa Likelihood do modelo sem o
efeito aleatodrio de interesse; log L, : estimativa Likelihood do modelo com o efeito

aleatdrio de interesse.

Para os testes dos efeitos fixos foi utilizado o teste de Wald:
W = B ~
DP(p3)

emque, H,:$=0e H,:f+0; p: estimativa Likelihood para o efeito fixo de

(8)

interesse; DP(/3): desvio padréo de 3.
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Com o objetivo de obter a relagdo entre as respostas das linhagens de
milho sob disponibilidade de BN e IN, foi considerado o desempenho de cada
linhagem na mesma caracteristica em ambas as disponibilidades de N. Para

isso, foi utilizado o indice de Correlagdo de Spearman:

_6p.d’ ©)

=1
p n(n® —1)

sendo, 4’ : a diferenca entre os ranques de cada linhagem nas duas

disponibilidade de N; »: numero de pares de valores considerados.
A herdabilidade no sentido amplo foi estimada para cada caracteristica

nas duas disponibilidades de N:

(10)

em que, a§ : variancia genotipica aj: variancia fenotipica.

Foi também estimada a matriz de coeficientes de correlacéo linear de
Pearson (r) entre as caracteristicas estudadas e as diferentes fases de
estimacdo da EUN (V8, VT e com base na produtividade), em fungdo das
disponibilidades de N (BN e IN). Posteriormente a matriz de correlagao fenotipica
foi dividida em dois grupos, o primeiro em fungdo apenas das caracteristicas
envolvidas com os componentes da produtividade, e o segundo em fungao das
caracteristicas de raizes, fisiologicas e reprodutivos. Para cada grupo foi
procedido o diagnostico da multicolinearidade baseado em Montgomery e Peck
(1992), ao qual leva em consideracédo o Numero de Condi¢cdes da matriz de

correlagao. Portanto:

A
NC max
A ()

‘min
em que, ﬂmax: maior autovalor da matriz de correlagdo; A4 _. : menor autovalor da

matriz de correlagdo. Dessa forma, temos que NC <100 : multicolinearidade
fraca; 100< NC >1000 : multicolinearidade moderada a forte; NC >1000 :
multicolinearidade severa. Em seguida, as correlagdes dentro dos agrupamentos
(variaveis explicativas) e EUNV8, EUNVT e EUNP (variaveis dependentes)
foram desdobradas em efeitos diretos e indiretos por meio da analise de trilha
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(Wright, 1921), estabelecendo assim as relacées de causa e efeito entre as

caracteristicas de interesse (Cruz e Carneiro, 2006):

Yo, = Py, ¥ Pyr,Tvr vr, t -+ Pyntvr v,

Yovr, = Py, i, T P, T+ Py, (12)

Yovr, = Py, vi, ¥ Pyr,Yvr, v, T+ Py,

em que, ¥D : variavel dependente; vz : variavel independente (1 — n).

O coeficiente de determinacgao foi calculado seguindo a expressao:

2 _ 2 2 2
R =p 'y +p 7y et Dy +2Py Py Vo, 2Dy Py B (13)

n-1 n

O efeito da variavel residual sobre a variavel dependente foi estimado por:

P =(1-#)" (14)

As analises conjunta e individuais dos modelos foram realizadas por meio
do pacote ASReml (Gilmour et al., 2009) no software R (R Core Team, 2013).
Para a obtencéo dos coeficientes de trilha foi usado o software GENES (Cruz,
2006). As analises graficas em fungao das interacdes entre os fatores gendtipos,
ambientes e disponibilidades de nitrogénio foram feitas via software GGEbiplot
(Yan e Tinker, 2005).

3.6 Resultados e discussao
3.6.1 Andlises conjunta, individual e pardmetros genéticos

Para proceder inferéncias por meio da analise conjunta verificou-se,
primeiramente, a diferenca entre a magnitude dos residuos das analises
individuais. Sendo que as diferengas entre o0 maior € o menor valor residual para
as dosagens de N, bem como os ambientes estudados, ficaram dentro da
margem aceitavel. Segundo Pimentel-Gomes (1990), essa relacdo entre os
residuos quando menor que sete permite a viabilidade da analise conjunta.

Os valores dos coeficientes de variagdo (CV%) apresentaram maiores
diferengas entre as disponibilidades BN e IN apenas para EUNVT (Tabela 1).
Para caracteristicas com esse perfil, estudos com tratamentos em déficit de
nutrientes, mostram que é normal observar CV’s mais elevados, pois sob
estresse as médias geralmente sdo menores e os quadrados médios e os

desvios padrdao sao maiores (Soares et al., 2011). Entretanto, no geral, as
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estimativas de CV% foram altas. Uma das principais razdes para isso se deve a
grande variabilidade dos dados em torno da média em fungao da agéo do fator
ambiente, o qual oscilou consideravelmente as estimativas da maioria das
caracteristicas. Isso € avalizado pela significancia dos fatores ambiente (A) e
nitrogénio x ambiente (NxA) (Tabela 1).

Conforme o exposto anterior, um dos principais pontos a ser considerado
nesta questao € que as estimativas das médias dos niveis de N para EUNP, NE,
CE, DE, PE, NFE, NGF, EUNVT e CRAXi, na populagao estudada, interagem
com ambiente devido ao ordenamento ou magnitude das estimativas (Figura 1).
Indicando que conforme os ambientes considerados, esses podem trazer
instabilidade dentro do préprio nivel; fato que poderia ser explicado quando ha
falta de correlagao entre os ambientes. Essa questdo € de grande interesse no
melhoramento de plantas, pois quando se possui grande quantidade de
ambientes, é primordial o agrupamento dos mais correlacionados, ao qual € um
facilitador para a recomendacao de cultivares. Logo, a performance agricola
dessas cultivares tende a ser préxima em ambientes similares do que em
divergentes.

Por meio da analise conjunta foi observado que houve diferengas
significativas entre o comportamento das linhagens para as caracteristicas
EUNP, EUNV8, EUNVT, NFE, CRLat, CRAXxi, VRAxi e EFPSII em fungéo das
disponibilidades de N (Tabela 1). Assim, pode se inferir que as doses
contrastantes de N aplicadas foram suficientes. Para corroborar essas
afirmacdes, as médias de EUNP e de caracteristicas de raiz, dentro de cada
nivel de N, obtiveram maiores estimativas quando submetidas ao déficit do
nutriente. Neste, o incremento foi de 6,3%, 6,8%, 6,9% e 175% para CRAXi,
VRAXi, CRLat e EUNP, respectivamente. Estudos indicam que, a extensao e
natureza da variagao genética do sistema radicular, possuem grande implicagcao
na obtengao e absorcdo de agua e nutrientes para o aumento de produtividade
sob estresse hidrico ou baixa fertiidade do solo (Toaldo et al., 2013),
principalmente em fungéo do N (Worku et al. 2007; Dawson et al., 2008). Isto
porque, o crescimento espacial do sistema radicular determina a habilidade da
planta em explorar recursos que estdo mal distribuidos, sendo
proporcionalmente positivo a relagdo do comprimento e area radicular com o

volume ocupado e explorado do solo (Rich e Watt, 2013).
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Tabela 1 - Teste de Wald para os efeitos fixos do intercepto, repeticdo (R), bloco dentro de repeticao, disponibilidade de nitrogénio (N), ambientes (A),

disponibilidade de nitrogénio x ambientes (NxA). Estimativas da média (x ) e coeficiente de variagdo (CV%) em linhagens de milho tropical em duas

disponibilidades de nitrogénio

Caracteristicas’

FV GL EUNP NE CE DE PE NFE NGF PROD IEMFE
Intercepto 1 1485,39™ 3332,50™  28010,30™ 41173,00™ 6119,20™ 3588,20™ 17870,90™ 2427,75™ 655,64
Repeticéo (R) 1 12,30™ 1,50ns 7,30™ 7,00° 38,30™ 0,10ms 1,90ns 21,69™ 5,82
Bloco/R 14 9,46" 21,00 14,50n 10,00" 19,40ns 9,00Ms 21,70ms 16,76 23,73
Nitrogénio (N) 1 539,17 1,10ns 1,40ns 1,00 0,20ms 8,00 3,40ns 0,50 0,11ns
Ambiente (A) 2 420,17 52,60™ 68,40 206,00™ 165,00™ 15,00™ 121,90™ 908,57 1,62ns
NxA 2 132,08™ 8,50 23,10™ 43,00™ 11,50™ 7,00 9,00 2,26 0,64ns
X BN 0,11 17,69 11,58 3,81 60,46 13,20 20,91 2060,13 1,80
IN 0,04 18,01 11,68 3,83 60,73 13,42 21,22 2037,47 1,83
CV% BN 56,92 37,62 14,69 11,63 28,87 12,31 17,96 68,07 92,86
IN 60,59 38,05 15,31 13,00 30,95 11,94 18,57 67,39 89,55
FV GL CRLat CRAXi VRLat VRAXi EFPSII EUNV8 EUNVT
Intercepto 1 3501,30™ 4240,40™ 2859,04™ 3165,60™  37178,00™ 5077,90™ 5852,10™
Repetigdo (R) 1 4,50 5,20 4,24 0,20ns 7,00” 7,80 1,500
Bloco/R 14 17,20m 12,40ns 10,65" 12,70 26,00 14,00 23,30
Nitrogénio (N) 1 5,00 6,10" 2,83 4,80 129,00™ 1282,10™ 1678,50™
Ambiente (A) 1 63,10™ 37,80™ 61,417 77,40 5,00 305,20 26,30
NxA 1 1,10ms 3,80° 1,19ns 2,00 1,00ms 126,10 18,00
X BN 878,28 645,08 0,43 42,43 0,66 0,01 0,07
IN 821,15 606,69 0,41 39,70 0,74 0,03 0,22
CV% BN 41,37 32,55 43,46 40,33 12,50 35,06 30,74
IN 43,28 34,36 42,21 41,91 9,81 37,41 22,59

ns= njo significativo, *** = 0,001, **=0,01, *=0,05; ' Caracteristicas: eficiéncia no uso de nitrogénio na produgéo (EUNP), nimero de espigas (NE), comprimento de espiga
(CE), diametro de espigas (DE), peso de espigas (PE), numero de fileiras por espiga (NFE), nimero de graos por fileira (NGF), produtividade (PROD), intervalo de florescimento
masculino-feminino (IFMF), comprimento de raiz lateral (CRLat), comprimento de raiz axial (CRAXxi), volume de raiz lateral (VRLat), volume de raiz Axial (VRAXi), eficiéncia
fotossintética do fotossistema Il (EFPSII), eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio V8 (EUNV8) e eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio VT (EUNVT)



24

- - - - s - -
Anhembi 14 Anhembi 15 Piracicaba 15 Anhembi 14 Anhembi 15 Piracicaba 15 ° ‘Anhicmbi 14 Anhembi 15 Piracicaba 15

- - - « B - =
Anhembi 14 Anhembi 15 Piracicaba 15 Anhembi 14 Anhembi 15 Piracicaba 15

E e 2 : . %) :

: . o oo > : 0 y

= - = F  — i il -
Anhembi 14 Anhembi 15 Piracicaba 15 Anhembi 15 Piracicaba 15 Anhembi 15 Piracicaba 15

e BN
-Q= IN

Figura 1 - Médias das disponibilidades de nitrogénio (baixo - BN e ideal - IN) nos ambientes
Anhembi 2014, Anhembi 2015 e Piracicaba 2015 para as caracteristicas eficiéncia no uso de
nitrogénio na produgdo — EUNP (A), numero de espigas - NE (B), comprimento de espiga - CE
(C), didmetro de espiga - DE (D), peso de espiga - PE (E), numero de fileiras por espiga - NFE
(F), nimero de gréaos por fileira — NGF (G), eficiéncia de uso de nitrogénio em estadios VT -
EUNVT (H) e comprimento de raiz axial - CRAXxi (1)

Diferentemente EFPSII, EUNV8 e EUNVT apresentaram maiores
estimativas (0,74, 0,03 e 0,22) respectivamente (Tabela 1), quando submetidas
a adubacdes mais elevadas. Sendo 12,2%, 300% e 314,3% os incrementos,
quando comparadas com as mesmas caracteristicas em BN. Para as demais
caracteristicas, as linhagens nao apresentaram diferengas significativas de
comportamento em funcéo de N, principalmente PROD. Resultados observados
por Soares et al. (2011), Barbieri et al. (2008) e Presterl et al. (2003) indicam que
NE, PE e PROD sofrem redugao quando avaliadas em ambientes deficitarios em
N, sendo esta reducéo de 24 a 37%. Isto ocorre devido ao N possuir grande

importancia no metabolismo da planta, principalmente na sintese de proteinas,
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como a clorofila, os acidos nucleicos e biomoléculas como o ATP, NADH e
NADPH, sendo fundamental no estabelecimento da produtividade (Richardson
et al., 2009). No entanto, a resposta paralela entre BN e IN para PROD, leva a
hipétese de que o estresse nao foi suficiente para gerar diferengcas entre as
disponibilidade de N. Isso pode ser devido ao N residual no solo provindo de
adubacgdes anteriores nas areas experimentais e também devido a sucessao
com leguminosas. Exemplo disso € o valor de N residual na area experimental
de Piracicaba, que varia de 36-42 kg.ha' de N (Tabela Suplementar 1),
possuindo potencial de mascarar as dosagens utilizadas.

As linhagens ndo apresentaram diferencas significativas para IFMF sob
as diferentes condigdes de N, ndo havendo portanto nenhum efeito negativo
(atraso, ma formagao ou asincronia) no desenvolvimento e crescimento das
inflorescéncias masculinas e femininas. Tal fato possibilita obter condi¢des
necessarias para o desenvolvimento dos grédos nas duas condigbes de
adubacao, sendo isso visivel em um dos componentes da produtividade, NGF,
que nao apresentou diferencga significativa entre BN e IN, assim como n&o houve
auséncia de falhas no apice das espigas avaliadas.

A caracteristica EFPSII apresentou maiores estimativas de média quando
avaliada em IN. Porém, a maior eficiéncia nao resultou em maior produtividade
ou em acréscimos em MPS, justificado, quando analisado o baixo efeito direto
de PROD com EUNV8 e EUNVT (Tabela 3). As maiores estimativas de MPS em
IN sdo o reflexo das doses aplicadas, que permitiram maior crescimento
vegetativo. Isso pode ser constatado por meio dos elevados valores de EUNV8
e EUNVT em IN, ao qual sao totalmente dependentes de MSP mensuradas em
estadio V8 e VT. A partir disso, do aumento do volume vegetativo, pode se inferir
que a translocacao de nutrientes, do colmo e das folhas para a espiga, que
normalmente ocorre a partir do estadio R2 (grédo bolha d’agua) ndo resulta
necessariamente no aumento da capacidade de incrementar o PE e
consequentemente a PROD em IN. Condizente a essa posicao, estudos prévios
indicam que a translocacdo de nutrientes, principalmente do N, possuem os
mesmos padrdes tanto para BN como para doses mais elevadas, ou entao
maiores taxas de translocacgéo para BN (Gallais e Coque, 2005).

Através da analise conjunta para os efeitos aleatérios do modelo
estatistico-genético, os resultados indicaram diferencas significativas entre as
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linhagens avaliadas, para praticamente todas as caracteristicas, com exceg¢ao
de EFPSII (Tabela 2). Resultado esse que demonstra a existéncia de
variabilidade genética na populagao, o que se presume possibilidades de ganho
genético por meio de selegcdo. Esse fato, quando analisado para EUN, trara
ganhos também para os hibridos gerados a partir dessas linhagens, pois os
efeitos aditivos nessa caracteristicas sdo de maior importancia em relagdo ao
nao aditivos (DoVale et al., 2012). Os efeitos significativos de interagdo genotipo
x nitrogénio (GxN) para EUNP, IFMF, EUNVT demonstraram que determinadas
linhagens respondem de forma diferenciada quando submetidas a BN e IN.
Esses resultados, de certa forma ja eram esperados, pois as EUN s&o indices
que se baseiam na relagdo entre produg¢ao de graos ou matéria seca, submetidos
por um denominador especifico para cada condi¢gao de N. Assim, devido a ndo
significancia de PROD para o fator nitrogénio (N) em conjunto com maiores
estimativas de MSP em IN, resultam em respostas contrastantes para genotipo
x disponibilidade de N (GxN). Ja para IFMF, a magnitude dessa interagdo néo
propiciou nenhum efeito que pudesse restringir a produtividade final. Para as
demais caracteristicas ndo foram obtidos valores significativos, possibilitando
que o conjunto de linhagens possa ser avaliado em um unico ambiente de forma
que as inferéncias tomadas para um ambiente sera o mesmo para o outro
(DoVale e Fristche-Neto, 2013).

Com o mesmo padrao de comportamento, o qual modificou as médias do
fator N, os ambientes utilizados também imprimiram efeito consideravel nas
respostas das linhagens, evidenciando o efeito da GxA (Tabela 2). llustrando
esse comportamento, os graficos via GGEbiplot (Figura 2), indicam grande
dispersado das linhagens para EUNP, PE, NGF e PROD em fungao dos trés
ambientes; NE e CE possuem dispersoes intermediarias. Para DE, NFE e CRAXi,
as linhagens tendem a apresentar menor diferenga de comportamento ao longo
dos ambientes avaliados, ou seja, sdo mais estaveis. A estabilidade € visualizada
em relacao ao centro do grafico. Logo, quanto maior for a distancia em relacao
a esse ponto, menor é a estabilidade (Gabriel, 1971).
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Tabela 2 - Teste de maxima verossimilhanca (LTR) para os efeitos aleatdérios de gendtipo (G),
gendtipos x disponibilidade de nitrogénio (GxN), gendtipos x ambiente (GxA), gendtipos x
disponibilidade de nitrogénio x ambientes (GxNxA). Estimativas do residuo, herdabilidades (h?)
e correlagdo de Spearman entre genétipo em fungéo das disponibilidades de nitrogénio (rinxn)
em linhagens de milho tropical

ns= n3o significativo, *** = 0,001, **=0,01, *=0,05; 'eficiéncia no uso de nitrogénio na produgéo (EUNP),

Caracteristicas’

FV EUNP NE CE DE
Gendtipo (G) 16,20™ 60,81™ 93,57 74,2
GxN 13,38™ 0,00"s 0,00ns 0,00ns
GxA 18,36™ 43,65™ 6,01" 447
GxNxA 21,41™ 0,64"s 5,41 0,00ns
Residuo 4,3.104 16,42 1,08 6,2.102
h2 BN 0,70 0,66 0,73 0,68
IN 0,67 0,71 0,69 0,73

FINXLN - 0,87 0,82 0,86 0,89
PE NFE NGF PROD

Gendtipo 70,05™ 93,92 92,93™ 38,5
GxN 0,65ns 0,00ms 0,00ns 0,00ns
GxA 102,34™ 20,27 24,75™ 95,6
GxNxA 0,00ns 1,83ns 0,02ns 0,00ns
Residuo 70,36 0,85 5,07 219929,70
h2 BN 0,79 0,78 0,76 0,68
IN 0,69 0,81 0,69 0,65

FINXLN - 0,90 0,89 0,87 0,87
IFMF CRLat CRAXi VRLat

Gendtipo 4527 51,92™ 23.79™ 4519™
GxN 8,87 0,00ms 0,00ns 0,00ns
GxA 0,05ns 0,06"s 2,89 0,61ns
GxNxA 0,00ns 0,00ms 0,00ns 0,10ns
Residuo 1,51 75971,67 28747.95 0,02
h2 BN 0,62 0,45 0,36 0,47
IN 0,69 0,51 0,28 0,49

FINXLN - 0,62 0,81 0,71 0,78
VRAXi EFPSII EUNV8 EUNVT

Gendtipo 20,34™ 0,00ms 4,89 5,07
GxN 0,00ns 0,10ms 0,00ns 3,93
GxA 0,70ns 0,21ns 0,90ns 0,00ns
GxNxA 0,12ns 0,01ns 0,00ns 0,25ns
Residuo 184,08 5,6.103 5,2.10°5 1,0.10-3
h2 BN 0,46 0,11 0,31 0,08
IN 0,14 0,00 0,12 0,37

FINXLN - 0,71 0,15 0,59 0,36

numero de espigas (NE), comprimento de espiga (CE), didmetro de espigas (DE), peso de espigas (PE),
numero de fileiras por espiga (NFE), nimero de gréos por fileira (NGF), produtividade (PROD), intervalo de
florescimento masculino-feminino (IFMF), comprimento de raiz lateral (CRLat), comprimento de raiz axial
(CRAXi), volume de raiz lateral (VRLat), volume de raiz Axial (VRAXi), eficiéncia fotossintética do
fotossistema Il (EFPSII), eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio V8 (EUNV8) e eficiéncia no uso de
nitrogénio em estadio VT (EUNVT)
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Figura 2 - Analise GGEbiplot da interacdo gendtipo x ambiente para 62 linhagens avaliadas em
fungdo dos ambientes Anhembi/2014, Anhembi/2015 e Piracicaba/2015 para as caracteristicas
eficiéncia no uso de nitrogénio na producdo - EUNP (A), numero de espigas - NE (B),
comprimento de espiga - CE (C), didmetro de espiga - DE (D), peso de espiga - PE (E), nimero
de fileiras por espiga - NFE (F), numero de graos por fileira - NGF (G), produtividade - PROD (H).

Comprimento de raiz axial - CRAXxi (I) esta em funcao de Anhembi/2015 e Piracicaba/2015

Ja para a interacao de linhagens, nitrogénio e ambiente (GxNxA), apenas
a caracteristica EUNP e CE apresentaram valores significativos (Tabela 2). As
linhagens quando analisadas graficamente para essas mesmas caracteristicas
(Figura 3), indicam grande variabilidade na dispersao dos pontos em EUNP e
menor dispersdo em CE. Presterl et al. (2003) relatam que as variancias para as
interagdes dos gendtipos com locais e anos sdo geralmente maiores em relagéo

as variancias entre genotipos e disponibilidades de N.
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Figura 3 - Analise GGEbiplot para genétipo x disponibilidade de nitrogénio x ambiente com 62
linhagens avaliadas em funcdo dos ambientes Anhembi/2014, Anhembi/2015 e Piracicaba/2015
em duas disponibilidades de nitrogénio, baixo (BN) e ideal (IN), para as caracteristicas eficiéncia

no uso de nitrogénio na produgéo - EUNP (A) e comprimento de espiga - CE (B)

Fica assim evidente, quando analisamos os efeitos fixos e aleatorios
envolvidos com os ambientes, que ha necessidade da exploracdo desses
mesmos ambientes em mais de uma safra a fim de estimar o efeito que pode
ocorrer e a resposta dos fatores estudados a essa mudanca. Além disso, quando
existe a interacao entre esses, ha possibilidades da classificagado e indicacdo das
linhagens EUN em BN e IN para ambientes especificos. As herdabilidades
estimadas para a maioria das caracteristicas estudadas sao de intermediarias a
altas, indicando relativo equilibrio entre as condi¢cées de BN e IN; com diferenca
menor que 10 unidades entre ambos, com excecao de VRAXxi, EFPSII, EUNV8 e
EUNVT. Todavia, em estudos com estresse por N, conforme Coque e Gallais
(2006), a variabilidade genética é reduzida e conseguinte a herdabilidade, de
forma que os gendtipos tendem a apresentar desempenhos semelhantes. Nao
obstante, as estimativas préximas de herdabilidades entre BN e IN aqui
mostradas, sédo em fungao das respostas paralelas entre as linhagens nas duas
condigdes de N, ndo restringindo a expressao da variabilidade genética em BN.

Por meio do indice de Correlagao de Spearman (Tabela 2), observou-se
que as estimativas para a grande maioria das caracteristicas consideradas foram
de média a alta magnitude nas duas disponibilidades de N, reiterando alguns
resultados semelhantes ja reportados por Bertin e Gallais (2000) e Presterl et al.
(2003). Segundo DoVale e Fristche-Neto (2013), tal condicédo reflete a
consisténcia da superioridade das gendtipos, pois, linhagens que tem
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desempenho superior em IN tendem a responder da forma semelhante em BN.
Por outro lado, EFPSII e EUNVT, nas quais a ranxen apresentou as menores
estimativas, as linhagens tendem a nao ser previsiveis para estas caracteristicas

em funcdo da mudancga na disponibilidade de N.

3.6.2 Relagéo fenotipica entre caracteristicas

O uso de correlagdes simples entre as caracteristicas envolvidas com
EUN traz grande contribuicdo para os melhoristas, pois permitem direcionar e
prever comportamento de determinada caracteristica pela selecao de outra.
Entretanto, esse procedimento n&o distingue efeitos diretos e indiretos
envolvidos nas estimativas de correlagédo. Logo, por meio da analise de trilha, ha
a possibilidade de se obter o desdobramento das estimativas de correlacdo em
efeitos diretos e indiretos, permitindo ao mesmo tempo inferir de forma mais clara
a importancia de um conjunto de caracteristicas secundarias sobre uma
determinada caracteristica principal (Dewey e Lu, 1959; Silva et al., 2009).

Assim, para implementacdao da analise de trilha, foi feita a analise de
multicolinearidade; tal qual os NC para o agrupamento de caracteristicas
relacionada com os componentes da produtividade, em BN e IN, ficaram no limite
entre fraco e moderado. Com base nos resultados, foi necessario a exclusdo da
caracteristica PROD para as analises com EUNP, pois esse indice é derivado
exclusivamente de PROD, obtendo correlagdo quase que perfeita entre os
mesmos. Para o agrupamento de caracteristicas reprodutivas, fisiolégicas e de
raizes, os NC observados foram considerados fracos para ambas
disponibilidades de N.

A primeira constatagdo para os componentes da produtividade é que os
coeficientes explicaram satisfatoriamente as variagdes em EUNP em BN, com
R?=0,93 e efeito residual de 0,25 e em IN com R?=0,87 e efeito residual de 0,36
(Tabela 3). O mesmo nao aconteceu para EUNV8 e EUNVT nas duas
disponibilidades de N. Para essas duas caracteristicas (variaveis dependentes)
nao foram evidenciados efeitos direto e nem indireto nas demais caracteristicas
(variaveis explicativas) que possam superar as estimativas residuais. Isto indica
a ineficiéncia das mesmas em determinar as variagbes em EUNV8 e EUNVT.
Com isto, o principal resultado ¢ a inviabilidade de selegao indireta para EUNV8
e EUNVT. Além disso, ganhos em PROD via EUNV8 e EUNVT néo tendem a
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ser promissores, devido as baixas herdabilidades e efeitos diretos intermediarios

ou quase nulos dessas caracteristicas com PROD.

Tabela 3 - Estimativas dos efeitos diretos e indiretos em fungao das disponibilidades de nitrogénio

(baixo- BN e ideal - IN) para os componentes de produgdo em funcdo das caracteristicas

eficiéncia no uso de nitrogénio na producao (EUNP), eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio

V8 (EUNV8) e eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio VT (EUNVT) em linhagens de milho

tropical
BN IN

Caract." Efeitos EUNP EUNV8 EUNVT | Caract. Efeitos EUNP  EUNV8 EUNVT

NE NE

Direto 0,77 0,07 0,10 Direto 0,77 0,11 -0,34

Indireto Indireto
CE 0,01 0,01 0,03 CE 0,00 0,00 -0,03
DE 0,00 -0,01 0,00 DE 0,02 0,05 0,06
PE -0,08 0,02 0,02 PE -0,05 0,00 0,02
NFE 0,00 0,00 0,02 NFE 0,00 -0,01 0,01
NGF -0,02 0,02 -0,01 NGF -0,02 -0,02 0,30
PROD - 0,03 -0,06 PROD - 0,04 0,16
Total 0,68 0,14 0,10 Total 0,72 0,17 0,18

CE CE

Direto 0,07 0,05 0,21 Direto -0,02 -0,03 -0,14

Indireto Indireto
NE 0,13 0,01 0,01 NE 0,17 0,02 -0,07
DE 0,02 0,18 0,11 DE 0,07 0,20 0,22
PE 0,33 -0,07 -0,06 PE 0,24 0,01 -0,09
NFE 0,00 0,00 0,01 NFE 0,00 0,00 0,01
NGF -0,03 0,03 -0,01 NGF -0,02 -0,02 0,31
PROD - 0,02 -0,05 PROD - 0,02 0,11
Total 0,52 0,22 0,22 Total 0,44 0,20 0,35

DE DE

Direto 0,07 0,53 0,32 Direto 0,13 0,38 0,41

Indireto Indireto
NE -0,02 0,00 0,00 NE 0,12 0,02 -0,05
CE 0,02 0,01 0,07 CE -0,01 -0,02 -0,07
PE 0,46 -0,10 -0,09 PE 0,32 0,01 -0,11
NFE 0,00 -0,01 -0,07 NFE 0,01 0,05 -0,04
NGF -0,01 0,01 -0,01 NGF -0,01 -0,01 0,20
PROD - 0,02 -0,05 PROD - 0,03 0,13
Total 0,52 0,46 0,17 Total 0,56 0,46 0,47

PE PE

Direto 0,62 -0,14 -0,13 Direto 0,54 0,02 -0,19

Indireto Indireto
NE -0,10 -0,01 -0,01 NE -0,08 -0,01 0,03
CE 0,03 0,02 0,11 CE -0,01 -0,01 -0,06
DE 0,05 0,39 0,24 DE 0,08 0,23 0,25
NFE 0,00 0,00 -0,04 NFE 0,01 0,04 -0,03
NGF -0,02 0,02 -0,01 NGF -0,02 -0,02 0,21
PROD - 0,02 -0,05 PROD - 0,03 0,12
Total 0,58 0,30 0,11 Total 0,52 0,28 0,33

NFE NFE

Direto 0,00 -0,03 -0,20 Direto 0,03 0,17 -0,14

Indireto Indireto
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(Continuacéo)

BN IN

Caract." Efeitos EUNP EUNV8 EUNVT | Caract. Efeitos EUNP EUNV8 EUNVT
NE -0,08 0,00 -0,01 NE -0,06 -0,01 0,02
CE 0,00 0,00 -0,01 CE 0,00 0,00 0,00
DE 0,03 0,20 0,12 DE 0,04 0,11 0,12
PE 0,11 -0,03 -0,02 PE 0,14 0,01 -0,05
NGF 0,00 0,00 0,00 NGF -0,01 -0,01 0,09
PROD - 0,00 0,00 PROD - 0,01 0,03
Total 0,04 0,14 -0,12 Total 0,14 0,28 0,07

NGF NGF

Direto -0,04 0,05 -0,03 Direto -0,04 -0,04 0,52

Indireto Indireto
NE 0,34 0,03 0,04 NE 0,44 0,06 -0,19
CE 0,04 0,03 0,13 CE -0,01 -0,02 -0,08
DE 0,02 0,13 0,08 DE 0,05 0,15 0,16
PE 0,25 -0,05 -0,05 PE 0,21 0,01 -0,08
NFE 0,00 0,00 0,00 NFE 0,01 0,03 -0,02
PROD - 0,02 -0,05 PROD - 0,04 0,15
Total 0,61 0,21 0,12 Total 0,66 0,23 0,46

PROD PROD

Direto - 0,04 -0,08 Direto - 0,06 0,22

Indireto Indireto
NE - 0,05 0,07 NE - 0,08 -0,24
CE - 0,03 0,11 CE - -0,02 -0,06
DE - 0,27 0,17 DE - 0,22 0,23
PE - -0,08 -0,08 PE - 0,01 -0,10
NFE - 0,00 0,00 NFE - 0,02 -0,02
NGF - 0,03 -0,02 NGF - -0,02 0,36
Total - 0,33 0,17 Total - 0,35 0,39
R2 0,93 0,24 0,11 R2 0,87 0,25 0,33
Pe 0.25 0,87 0,95 Pe 0,36 0,86 0,81

R?: coeficiente de determinacéo; Pe: efeito da variavel residual; ' Caracteristicas: comprimento de espiga
(CE), didmetro de espiga (DE), peso de espiga (PE), numero de fileiras por espiga (NFE), numero de gréaos
por fileira (NGF) e produtividade (PROD)

Para a EUNP, as estimativas de grande parte das variaveis explicativas
superam o efeito residual, tanto em BN como em IN. As duas disponibilidades
avaliadas apresentam comportamento semelhante diante da analise de trilha, de
forma que NE e PE sao as que mais contribuiram na determinacdo de EUNP,
propiciando o uso da selecédo indireta (Tabela 3). Essas mesmas caracteristicas
também possuem grande importancia no CE, DE e NGF. Por outro lado, as
estimativas de efeito direto de NFE e NGF foram, em geral, baixas ou negativas,
de forma que essas caracteristicas ndo sao boas opg¢des para selegao indireta
para EUNP, tanto em BN como em IN. Além disso, essas sao caracteristicas
dispendiosas em tempo e custo para avaliagcdo quando comparadas em relagao
as avaliagdes de NE, PE e até mesmo para caracteristica principal (EUN).
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Em fungao dos resultados, a selecao indireta para EUNP via NE tende a
ser mais vantajosa em relagéo a PE, devido as suas maiores estimativas (efeito
direto e total) em BN e IN pela analise de trilha. Neste sentido, Moll et al. (1982)
em seu trabalho mostraram justamente que NE é uma caracteristica de
relevancia para EUN, com estimativas de correlagéo acima dos 70%. No entanto,
para selecao via NE, deve ser levado em consideracdo a prolificidade das
linhagens, indice de acamamento e quebra de colmo, ao quais podem alterar
significativamente o niumero o estande, numero de espigas uteis na parcela e
consequentemente a produtividade (Kang et al., 1999). Complementarmente,
deve ser levado em consideragao que NE e PE por meio do coeficiente de trilha
possuem sentidos contrarios, logo, a selegcado para NE tende a diminuir o PE e
vice-versa.

Entretanto, essa relagao negativa entre NE e PE é que pode dificultar o
uso de indices de selegdo, mas nao o impossibilitam. Segundo Rangel et al.
(2011), os indices de selegdo permitem obter ganhos simultaneos mesmo para
caracteristicas com efeitos adversos, havendo também estudos que atestam o
sucesso do emprego dos indices de sele¢ao sob essas condi¢des (Freitas et al.,
2009; Freitas et al., 2013).

Para as analises considerando as caracteristicas de raizes, reprodutivas
e fisioldgicas, os coeficientes de trilha ndo explicaram satisfatoriamente as
variagcbes em EUNP, EUNV8 e EUNVT (Tabela 4). Outro resultado interessante
€ que apesar dos incrementos em BN para algumas caracteristicas radiculares,
e por estas se apresentarem como opcao viavel para a selecdo em EUN, devido
a capacidade de absor¢ao de agua e nutrientes (Lynch, 2013; Lambers et al.,
2006) e exploragao de camadas mais profundas e compactadas no perfil do solo
(Peng et al., 2012; Waisel e Eshel, 2002), as mesmas nao possuem efeito direto
ou total superior a estimativa residual da analise, em nenhuma das
disponibilidades de N (Tabela 4).
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Tabela 4 - Estimativas dos efeitos diretos e indiretos em fung&o das disponibilidades de nitrogénio

(baixo- BN e ideal - IN) para os componentes de raiz, fisiolégico e reprodutivo em fungéo das

caracteristicas eficiéncia no uso de nitrogénio na produgado (EUNP), eficiéncia no uso de

nitrogénio em estadio V8 (EUNV8) e eficiéncia no uso de nitrogénio em estadio VT (EUNVT) em

linhagens de milho tropical

BN IN
Caract.! Efeitos EUNP EUNV8 EUNVT | Caract. Efeitos EUNP EUNV8 EUNVT
CRLat CRLat
Direto -0,33 0,18 0,52 Direto -0,56 0,30 0,52
Indireto Indireto
CRAxi -0,19 0,00 0,10 CRAxi -0,28 -0,23 0,06
VRLat 0,39 -0,21 -0,52 VRLat 0,82 -0,10 -0,59
VRAXi 0,14 0,34 0,09 VRAXi 0,10 0,36 0,18
EFPSII 0,00 0,00 0,00 EFPSII 0,01 0,00 0,00
IFMF 0,00 0,00 0,00 IFMF 0,00 0,00 0,00
Total 0,01 0,31 0,19 Total 0,09 0,33 0,17
CRAXi CRAXi
Direto 0,26 0,00 0,14 Direto -0,40 -0,31 0,09
Indireto Indireto
CRLat -0,24 0,14 0,39 CRLat -0,40 0,21 0,37
VRLat 0,37 -0,20 -0,48 VRLat 0,76  -0,10 -0,55
VRAXi 0,20 0,47 0,12 VRAXi 0,14 0,48 0,25
EFPSII -0,01 0,00 -0,01 EFPSII 0,02 0,00 0,00
IFMF -0,01 0,00 -0,01 IFMF 0,01 -0,02 0,00
Total 0,57 0,41 0,15 Total 0,13 0,26 0,16
VRLat VRLat
Direto 0,43 -0,23 -0,56 Direto 0,88 -0,12 -0,64
Indireto Indireto
CRLat -0,30 0,17 0,48 CRLat -0,52 0,28 0,48
CRAxi -0,22 0,00 0,12 CRAxi -0,34 -0,27 0,07
VRAXi 0,16 0,38 0,10 VRAXi 0,12 0,40 0,21
EFPSII 0,00 0,00 0,00 EFPSII 0,01 0,00 0,00
IFMF -0,01 0,00 -0,01 IFMF 0,00 -0,01 0,00
Total 0,06 0,32 0,13 Total 0,15 0,28 0,12
VRAXi VRAXi
Direto 0,28 0,68 0,18 Direto 0,20 0,68 0,35
Indireto Indireto
CRLat -0,16 0,09 0,27 CRLat -0,29 0,16 0,27
CRAxi -0,18 0,00 0,09 CRAxi -0,28 -0,22 0,06
VRLat 0,24 -0,13 -0,32 VRLat 0,52 -0,07 -0,37
EFPSII -0,02 0,00 -0,02 EFPSII 0,03 0,00 0,00
IFMF 0,00 0,00 0,00 IFMF 0,00 0,00 0,00
Total 0,16 0,64 0,20 Total 0,18 0,55 0,31
EFPSII EFPSII
Direto 0,11 -0,01 0,09 Direto 0,13 0,00 0,00
Indireto Indireto
CRLat 0,01 0,00 -0,02 CRLat -0,06 0,03 0,06
CRAXi 0,02 0,00 -0,01 CRAxi -0,07 -0,05 0,01
VRLat -0,01 0,00 0,01 VRLat 0,09 -0,01 -0,06
VRAxi -0,06 -0,14 -0,04 VRAXi 0,04 0,14 0,07
IFMF -0,01 0,00 -0,01 IFMF 0,00 0,00 0,00
Total -0,06 -0,15 0,02 Total 0,13 0,11 0,08
IFMF IFMF
Direto -0,07 0,00 -0,04 Direto 0,02 -0,12 0,00
Indireto Indireto
CRLat -0,03 0,02 0,05 CRLat -0,02 0,01 0,02
CRAxi -0,04 0,00 0,02 CRAxi -0,07 -0,06 0,01
VRLat 0,06 0,01 -0,08 VRLat 0,10 -0,01 -0,07
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(Continuacéao)

BN IN
Caract. Efeitos EUNP EUNV8 EUNVT | Caract. Efeitos EUNP EUNV8 EUNVT
VRAxi 0,00 0,01 0,00 VRAxi 0,00 -0,01 0,00
EFPSII 0,02 0,00 0,01 EFPSIl 0,00 0,00 0,00
Total -0,06  -0,02 -0,04 Total 0,03 -0,19 -0,04
R? 0,06 0,42 0,09 R? 0,08 0,39 0,14
Pe 0,96 0,76 0,95 Pe 0,95 0,78 0,93

R?: coeficiente de determinagao; Pe: efeito da variavel residual; ' Caracteristicas: comprimento de raiz lateral
(CRLat), comprimento de raiz axial (CRAXi), volume de raiz lateral (VRLat), volume de raiz axial (VRAXi),
eficiéncia fotossintética do fotossistema Il (EFPSII) e intervalo de florescimento masculino-feminino (IFMF)

De modo semelhante, Abdel-Ghani et al. (2013) trabalhando com
linhagens em BN e IN concluiram que caracteristicas de sistema radicular n&o
se correlacionam com produtividade. Além disso, outros estudos relatam que
essa correlacado tende até mesmo ser negativa (Garnett et al., 2009), devido ao
fato que o crescimento vigoroso do sistema radicular tem o custo de competir
pelo carbono a ser destinado para a parte aérea, o qual seria destinado a
produgao de graos.

Neste contexto, ressalta-se que a caracteristica secundaria ideal é aquela
que seja correlacionada geneticamente com a caracteristica principal (EUN),
apresente alta herdabilidade e variabilidade genética, seja facil e rapida de
avaliar, estavel durante o periodo de medicado e que possa ser observada antes
do florescimento (O’Neill et al., 2006).

3.7 Conclusoées

- Existe a possibilidade de sele¢cao de linhagens EUN para ambiente com
restricdo de N e também obter resultados satisfatérios para ambientes em
condicdes ideais de N.

- As caracteristicas de produtividade ndo possuem comportamento diferencial
frente as variagdes de disponibilidades de N.

- Caracteristicas de raiz, reprodutivas ou fisiolégicas ndo séo atrativas para
selegao precoce de gendtipos EUN.

- Os estadios V8 e VT nao se mostram promissores para avaliagao precoce da
EUN, devendo essa ser praticada em funcéo da produtividade de graos.

- E recomendavel o uso de indice de selegao incluindo NE e PE, afim de obter

ganhos em prolificidade, produtividade e consequentemente em EUN.
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4. CAPITULO 2

Uso de bancos publicos para predigao gendémica de linhagens de milho

tropical
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4.1 Resumo

A selegcdo genémica (GS) tem-se mostrado capaz de incrementar os
ganhos de seleg¢ao por unidade de tempo, sendo também um processo dindmico
e com custos decrescentes. Todavia, o custo para formacéo inicial da populagao
de treinamento (PT) ainda é alto. Isso pode tornar a GS inacessivel para
programas de pequeno porte com limitado orgamento e caréncia de grande
variabilidade genética. Para superar essa etapa, o uso de informagdes de bancos
publicos de dados pode ser uma das solugdes. Nesse contexto, foi proposto um
panorama hipotético: uso de orgamento limitado e necessidade de acréscimo de
variabilidade genética. Com isso, para implementar a GS, os objetivos foram: /)
testar a viabilidade do uso das informag¢des gendmicas e fenotipicas de bancos
de dados publicos para predigao de linhagens de milho tropical; /i) identificar se
a estrutura populacional, o uso de populagdes de treinamento otimizadas (PTO)
€ a quantidade de informacao oriundas de bancos de dados publicos influenciam
na capacidade preditiva de linhagens de milho tropical. Para isso, foram definidos
29 conjuntos de populacédo de treinamento atraveés de painéis de diversidade:
USP (painel a ser predito), ASSO e NCRPIS (painéis publicos externos -
preditores); divididos em quatro cenarios com diferentes configuragdes de PT.
Foi utilizado nas analises 28.260 marcadores SNP em 2748 linhagens. Essas
foram preditas via modelo G-BLUP para caracteristicas de altura de planta e de
espiga. Por meio desse estudo verificou-se que é possivel o uso de informacgdes
de bancos publicos para formagao de PT. E que a estrutura populacional tem
capacidade de modificar significativamente as capacidades preditivas da GS,
principalmente quando PT e de validagdao (PV) tem baixo relacionamento
genético. Nos quatro cenarios propostos, evidenciou-se que conjuntos
demasiadamente pequenos ou grandes nao proporcionam as melhores
capacidades preditivas para GS. No entanto, conjuntos de PTO compostos por
250 individuos, oriundos de bancos publicos, sdo suficientes para obter
estimativas satisfatérias (0,32). Contudo, a adigdo de individuos da populagao
de validagédo nas PTO é o melhor cenario encontrado, obtendo estimativas de
capacidade preditivas de até 0,59. Sendo esse procedimento, sempre que
possivel, 0 mais recomendado.
Palavras-chave: capacidade preditiva, estrutura de populagdo, optimizacédo de
populacao de treinamento, painéis de diversidade, G-BLUP.
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4.2 Abstract

Genomic selection (GS) has shown to be able to step up selection gains
per unit time, also it has being a dynamic and decreasing cost process. However,
the initial cost of training set (PT) establishment may still be high, taking into
account large number of individuals genotyped and phenotyped, and also large
number of markers. That can make GS inaccessible for small programs with
limited budget and lack of genetic variability; to overcome it, the use of information
from public databases might be one of the solutions. Therefore, a hypothetical
scenario was proposed in which there is a limited budget and the need for genetic
variability. Thus, the aims of this study were: i) test the feasibility of genomic and
phenotypic information from public databases for predicting tropical maize inbred
lines; ii) identify how the population structure, the use of optimized training set
(PTO) and the amount of information coming from these databases influence the
predictive ability of tropical maize inbred lines. For that, 29 training sets were
developed through diversity panels: USP (panel to be predicted), ASSO and
NCRPIS (external public panels - predictors); divided into four scenarios with
different settings of training sets. In the analysis 28.260 SNP markers for 2748
inbred lines were used, via model G-BLUP for plant height and ear height.
Through this study it was found that it is possible to use information from public
banks for PT formation. The population structure has the capacity for modifying
GS predictive abilities significantly, especially when training set and validation
(PV) hold low genetic relationship. In the four proposed scenarios, it was shown
that too small or large sets do not provide best predictive abilities. But, PTO with
250 individuals, from public dataset banks, is enough to reach estimates up to
0.32. However, the addition of PV information into PTO is the best scenario, it got
predictive ability estimates up to 0.59. It should be used whenever possible.
Keywords: predictive ability, population structure, optimized training set,

diversity panels, G-BLUP.
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4.3 Introdugao

Proposta no inicio do século 21 por Meuwissen et al. (2001), a selegao
gendmica (GS) surgiu como um método estatistico para melhorar a predigdo de
caracteristicas quantitativas. Tal método utiliza informagdes de marcadores
espalhados ao longo de todo o genoma da espécie em estudo para predizer o
desempenho dos materiais em questdo. A GS tem a capacidade de aumentar a
taxa de ganho de selegao por unidade de tempo e as acuracias dos modelos de
predicdo (Meuwissen et al., 2001; Wong e Bernardo, 2008). Para isso, a GS
baseia-se em duas fases, a de treinamento e a de seleg¢ao (Jonas e De Koning,
2013). Na fase de treinamento s&o estimados os efeitos dos marcadores. Assim,
sao utilizadas duas populagdes nas quais os individuos sédo fenotipados e
genotipados, a populagao de treinamento (PT) e a de validacao (PV). Na primeira
sao feitas as estimativas dos efeitos dos marcadores através de modelos de
predigdo, ja na segunda estes efeitos sdo testados com o intuito de se verificar
as acuracias das equacgdes de predi¢des utilizadas (Newell e Jannink, 2014). Na
fase de selecdo, sao feitas as predigbes dos valores genéticos gendmicos
(GEBVs) dos materiais, a partir dos efeitos estimados dos marcadores na fase
de treinamento (Meuwissen et al., 2001). Nessa populacéo, é feita apenas a
genotipagem dos individuos.

Um fator importante no processo de GS é em fungdo da composicao da
PT. A escolha de individuos a serem incluidos na PT, € uma das variaveis mais
dificeis para optimizar-se, mas € crucial para atingir elevadas acuracias (lsidro
et al., 2015). O seu tamanho, e seu relacionamento com a PS sao elementos
essenciais para determinar a precisdo da predi¢cao via GS (Bassi et al., 2016).
Todavia, o grande numero de individuos a serem genotipados e fenotipados,
para compor uma PT confiavel e representativa da PS, demanda tempo e custo
na sua formagao, especialmente devido a fenotipagem. Esse tem sido o grande
gargalo e fator de restricdo das analises genéticas, sendo ainda um processo
manual, de trabalho intensivo e dispendioso (Cobb et al., 2013).

Entretanto, quando ha restricbes de tamanho e variabilidade genética na
populacdo de treinamento, ocorre reducdo na capacidade de predicdao dos
modelos usados (Estaghvirou et al., 2015). Com isso, € necessario incluir maior
ou adequado numero de individuos na PT, de forma a viabilizar uso da GS em
relacdo a selecao fenotipica. Nesse contexto, quando nao ha possibilidade de
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conseguir esse aumento de variabilidade via o préprio programa de
melhoramento, o uso de informagdes gendmicas e fenotipicas provindas de
bancos de dados publicos € uma solugéo a ser explorada. Isto podera aumentar
a viabilidade do emprego da GS em programas de melhoramento menores, com
menor aporte financeiro e, ou em inicio de atividades, e com restricao de
variabilidade genética para caracteristicas de interesse.

Assim, pensando na aplicabilidade da GS em programas de melhoramento
publico ou privado de pequeno porte e, ou entdo, iniciando suas atividades,
criamos um panorama hipotético em que € comum justamente o uso de
orgcamentos limitados e necessidade de incremento em variabilidade genética
para formar populacédo base da GS. Neste cenario, a aplicacdo da GS se da via
o uso de PT maiores e com boa variabilidade genética provindas de bancos
publicos de informagdes genbmicas e fenotipicas de milho. Gerando as
predicdes dos individuos, ja previamente genotipados, no programa de
interesse.

Grandes painéis de diversidade de cunho publico, os quais representam
uma ampla amostragem de linhagens e grupos heteréticos da cultura do milho,
podem ser acessados livremente. Como exemplo o Nested Association Mapping
(NAM) (McMullen et al., 2009; Hung et al., 2012), Maize 282 Association Panel
(Flint-Garcia et al., 2005) e a colecdo da USDA Ames - North Central Regional
Plant Introduction Station (NCRPIS) (Romay et al., 2013).

Contudo, se a PT e a populacéo a ser testada e validada (PV) apresentam
diferentes origens, a relacdo genética entre essas € um fator importante que
afeta a precisdo da GS (Habier et al., 2007; Hayes et al., 2009; Albrecht et al.,
2011; Clark et al., 2011; Pszczola et al., 2012). Adicionalmente, fatores como a
herdabilidade da caracteristica (Heffner et al., 2009) e o tamanho da populagao
de treinamento (Jannink et al., 2010), também s&o capazes de modificar a
acuracia da GS.

Por outro lado, recentemente, com o desenvolvimento de algoritmos que
auxiliam na escolha de individuos para a formacdo de populagdes de
treinamento otimizadas (PTO) tem atraido atengdo do melhoramento animal e
de plantas (Rincent et al., 2012). Isso por que o aumento da capacidade preditiva
dos modelos testados € um ponto chave para alocar eficientemente os recursos
de um programa de melhoramento e ter o melhor balango entre variabilidade
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genética, custo e acuracia. Além disso, esse procedimento tem apresentado
bons resultados quanto ao aumento da acuracia na GS em estudos recentes
(Isidro et al., 2015, Akdemir et al., 2015), o que a torna interessante sua aplicagéo

no panorama aqui proposto.

4.4 Objetivos

Partindo do que foi exposto, os objetivos desse estudo foram: j) testar a
viabilidade do uso das informagdes gendmicas e fenotipicas de bancos de dados
publicos para predigao de linhagens de milho tropical; /i) identificar se a estrutura
populacional, o uso de populagdes de treinamento otimizadas e a quantidade de
informacao oriundas de bancos de dados publicos influenciam na capacidade

preditiva de linhagens de milho tropical.

4.5 Material e métodos

4.5.1 Conjunto genotipico e experimentos a campo

Neste estudo foram utilizados trés painéis compostos por linhagens de
milho: /) Universidade de Sao Paulo (USP), ao qual possui o conjunto de
linhagens de interesse a serem preditas; ii) Nested Association Mapping (NAM)
em conjunto com o Maize 282 Association Panel. Sendo denominado para esse
estudo como painel Associativo (ASSO); iii) Department of Agriculture -
Agricultural Research Service (USDA-ARS) North Central Regional Plant
Introduction Station (NCRPIS).

O conjunto de linhagens pertencente a USP foi formado por 64 linhagens
tropicais, conduzidas em experimentos delineados em latice simples (8 x 8), com
duas repeticdes, seguindo o mesmo sorteio experimental nas safrinhas de 2014
e 2015. Esses foram alocados na area experimental do Departamento de
Genética (22°42'23"S, 47°38'14"W, 546 m, Nitossolo Vermelho Eutroférrico
tipico) na safrinha 2015, Piracicaba-SP, Brasil. E na Estagdo Experimental de
Anhumas na cidade de Anhembi-SP, Brasil (22°84'30"S; 48°02'20"W, 450 m,
Latossolo Amarelo Distréfico), nas safrinhas de 2014 e 2015. As parcelas foram
constituidas de uma linha com 4 m de comprimento (safrinha 2014) e de 5 m
(safrinha 2015), essa diferenga ocorreu devido a necessidade de maior numero

de plantas para avaliagao de caracteristicas radiculares (ndo sendo objeto dessa
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pesquisa); em ambos os casos utilizou-se espagamento de 0,85 m entre linhas
e 0,20 m entre plantas, totalizando 20 e 25 plantas por linha respectivamente. O
manejo e os tratos culturais foram realizados de acordo com os procedimentos
recomendados para a cultura do milho (Borém et al., 2015).

Os conjuntos NAM, Maize 282 Association Panel foram avaliados em 10
ambientes no Estados Unidos (USA), sob sistema convencional de cultivo. Os
ambientes foram: Aurora - NY, Clayton - NC, Columbia - MO e Urbana - IL, nas
safras de 2006 e 2007; em Aurora - NY na safra de 2008; e na safra de 2009 em
Columbia - MO.

O conjunto NCRPIS foi avaliado em 2010 em parcelas de uma unica linha
em trés ambientes nos USA: Aurora - NY; Clayton - NC e Columbia - MO. Em
Aurora as linhagens foram plantadas em parcelas de 12 plantas na Muskgrave
Research Station. Ja em Clayton o experimento foi instalado na Central Crops
Research Statione e em Columbia na South Farm, com 15 plantas por parcela.
Nesses experimentos, o conjunto NCRPIS foi estratificado em nove grupos de
maturacdo, e as linhagens foram aleatoriamente designadas em blocos
incompletos de 19 linhagens, tendo como testemunhas as linhagens B73, IL14H,
KI11, P39, SA24 e TX303.

4.5.2 Caracteristicas avaliadas

Nos trés painéis as caracteristicas avaliadas foram a altura de planta (AP)
e altura de espiga (AE). AP foi medida em centimetros em relacdo a distancia a
partir da linha do solo até a base da folha bandeira apds estagio de pendoamento
(VT); AE foi mensurada em centimetros a partir do solo até o né primario da

espiga, no mesmo estagio de avaliagao de AP.

4.5.3 Valores genéticos preditos (BLUP)

Os BLUPs oriundos dos experimentos acima citados para os conjuntos
NAM, Maize 282 e NCRPIS foram obtidos por Peiffer et al. (2014) (disponivel em
www.panzea.org).

Para a obtencéo dos componentes de variancia e dos BLUPs das linhagens
USP, os dados foram submetidos a analise de Maxima Verossimilhanga Restrita
(REML) e pelo Melhor Preditor Genético Linear Nao-Viesado (BLUP), conforme
0 seguinte modelo:

y=Jb+Zg+Vs+Tf +¢ (1)


http://www.panzea.org/
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em que, Yy €& o vetor de observacdes fenotipicas das linhagens para as
caracteristicas avaliadas; b é o vetor do efeito do bloco dentro da repeticéo,
considerado como fixo; g é vetor do efeito de gendtipo (linhagens), considerado
como aleatério, em que g ~ N (0, G), sendo G = log? e g42a variancia genética;
s € o vetor do efeito de ambiente, considerado como fixo; f é o vetor do efeito da
interacdo gendtipo x ambiente, considerado como aleatério, onde f ~ N (0, F),
sendo F = lof; € é o vetor de erros, onde ¢~ N (0, €), sendo €= lo:2. | € a matriz
identidade e J, Z, V, T sdo matrizes de incidéncia que relacionam os efeitos dos
vetores independentes de cada matriz ao vetor dependente y.

Para os testes de significancia dos efeitos aleatorios dos gendtipos foi

empregado o teste de razdo de verossimilhanga (Likelihood Test Ratio - LTR):

LTR =2.[logL, —log L, ]~ ;(fﬂl (2)
emaque, H,:0> =0 € H,:5° #0; logL,: estimativa Likelihood do modelo sem o
efeito aleatorio de interesse; log L, : estimativa Likelihood do modelo com o efeito

aleatdrio de interesse.
As analises das equagdes de modelos mistos foram realizadas por meio
do pacote ASReml (Gilmour et al., 2009), no software R (R Core Team, 2013).
A herdabilidade no sentido amplo foi estimada para cada caracteristica

por:

[USH ]

o=
~ @)

~ o

em que, o, : variancia genética; o;: variancia fenotipica.

4.5.4 Genotipagem e controle de qualidade

Para cada uma das amostras do painel USP foi efetuada a extracdo do
DNA gendmico. Posteriormente as linhagens foram genotipadas utilizando a
plataforma Affymetrix® Axiom® Maize Genotyping Array (Unterseer et al.,
2014) com aproximadamente 616 mil marcadores do tipo de Polimorfismo de um
Unico Nucleotideo (Single-nucleotide Polymorphism - SNP). As informacdes de
genotipagem para os painéis ASSO e NCRPIS foram obtidas por meio de
Genotyping by Sequencing (GBS) - ZeaGBSv2.7 (Glaubitz et al., 2014). Nesse

conjunto de dados, estao contidos, incluindo os dois painéis citados, 17.280 mil
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linhagens publicas, genotipadas com 955.690 SNPs (disponivel em
www.panzea.org em versao parcialmente imputada em arquivo HDF5).

O controle de qualidade para o conjunto de linhagens levou em
consideragdo a eliminagcdo de gendtipos com dados perdidos e/ou
heteregosidade = 0,10, afim de manter linhagens com grande quantidade de
informagdo gendmica e homozigotas. Para realizar o controle de qualidade dos
marcadores, foi empregado Call Rate 20,90, que consiste em eliminar SNPs com
grande quantidade de valores perdidos e a Minor Allele Frequency (MAF< 0,05),
que esta relacionada com o polimorfismo dos loci marcadores na populagéo..
Desse modo, esse processo de controle de qualidade dos dados genémicos
resultou ao final em um total de 63 linhagens selecionadas e 409 mil SNPs no
Painel USP; e no conjunto de dados GBS, o processo resultou em e 12.149
linhagens para 359 mil marcadores

ApoOs a limpeza dos dados foram feitos dois processos de pareamento: /)
de informagdes do conjunto de marcadores obtidos via GBS e via Affymetrix,
considerando para isso informagdes do numero de referéncia do cromossomo e
de posicdo fisica exata do marcador (bp); /i) do conjunto de linhagens
genotipadas via GBS com as linhagens do conjunto de dados de Peiffer et al.
(2014) (NCRPIS = 2815, NAM = 4982, Maize 282 = 282). Como consequéncia,
foram encontrados 28.260 SNPs em comum entre os dois conjuntos de
genotipagem e 2685 linhagens pareadas. Dessas, 2237 linhagens pertencentes
ao Painel NCRPIS, 448 ao ASSO (NAM=166, Maize 282= 282). Com isso, 0
conjunto de dados final quando adicionado as 63 linhagens do painel USP ficou
em 2748 individuos, genotipados para os mesmos 28.260 marcadores SNP.

Todo o processo foi realizado utilizando TASSEL Quality Control (Bradbury

et al., 2007) e o software R via scripts proprios.

4.5.5 Parentesco entre linhagens e estrutura populacional

A matriz de relagao genética foi estimada utilizando o modelo descrito por
VanRaden (2008). Em seguida foi procedido a andlise de agrupamento via
Componentes Principais - PCA, definindo a priori k=5. Essa definicdo segue os
dados publicados por Romay et al. (2013), em que traz a definicdo dos
agrupamentos das linhagens em NCRPIS, sendo assim adotado como critério
para estruturagao populacional do conjunto genotipico total aqui estudado. Para

ambas as andlises foram considerados o arranjo de 28.260 SNP e 2748
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linhagens. Dessa forma, definiu-se os agrupamentos ftropical, popcorn, non-
stiffstalk, stiffstalk e sweetcorn. Porém, o agrupamento popcorn foi retirado para
evitar sua entrada na formacao das populagdes de treinamento e nas analises
de predigao, pois este possui caracteristicas agrondmicas e aptidao agricola
(Franzoni et al., 2012) que diferem dos almejados em milho para produg¢ao de
graos.
4.5.6 Populagéo de treinamento (PT) e de validagéo (PV)

Foram definidos 29 conjuntos de populagdo de treinamento (CPT)

divididos em 4 cenarios (Tabela 1).

Tabela 1: Conjuntos de populagéo de treinamento (PT) e validagao (PV) e seus respectivos
tamanhos, Nt e Ny, utilizados para os cenarios CPT1, CPT2, CPT3 e CPT4

Conjunto PT Nt PV Ny
10 53

CPT1 USsP 20 USP 43
30 33

NCRPIS + ASSO + USP 2465 32

NCRPIS + ASSO 2434 32

CPT2 NCRPIS 2046 USP 32
ASSO 388 32

NCRPIS (agrupamento USP) 512 32

ASSO (agrupamento USP) 136 32

PTO1 - PTR1 50 32

PTO2 - PTR2 250 32

CPT3 PTO3 - PTR3 500 USP 32
PTO4 - PTR4 1000 32

PTO5 - PTRS 1500 32

PTO6 - PTR6 81 32

PTO7 - PTR7 281 32

CPT4 PTO8 - PTR8 531 USP 32
PTO9 - PTR9 1031 32

PTO10 - PTR10 1531 32

USP: painel da Universidade de S&o Paulo; NCRPIS: painel US Department of Agriculture—Agricultural
Research Service (USDA-ARS) North Central Regional Plant Introduction Station; ASSO: painel
Associagao; PTO: populacao de treinamento otimizada; PTR: populacdo de treinamento aleatdria

e CPT1 — Considerou apenas o painel USP para a formagcdao da PT. Esse
cenario visa inferir o comportamento da capacidade preditiva quando analisada
dentro do proprio painel sem adicdo de gendtipos ou painéis de diversidade
externos. Assim, a PT foi determinada em funcdo de trés conjuntos de
treinamento (k=3), cada um considerando diferentes propor¢gdes de PT e PV
dentro do painel USP. Logo, no primeiro, segundo e terceiro conjunto, a PT
possui 10, 20, 30 individuos alocados, respectivamente; e a PV possui 53, 43 e

33 individuos a serem validados. A designagao das linhagens incluidas na PT foi
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definido  aleatoriamente, incorporando posteriormente as linhagens
remanescentes na PV.
e CPT2 - Foi usado os painéis USP, NCRPIS e ASSO para a formagao de PT e
utilizou-se informacao de estrutura populacional para isso. Nesse cenario e nos
demais descritos adiantes, foi considerado uma situagado comumente encontrada
no melhoramento de plantas, em que o ambiente usado na fenotipagem do
conjunto de treinamento difere daqueles usados pelo conjunto de validagao.
Além disso, as linhagens a serem preditas possuem baixo parentesco com o
conjunto de treinamento (Windhausen et al., 2012), assim como a existéncia de
estrutura populacional. Para isso, foram criados seis diferentes conjuntos de PT
considerando: i) painel individual (NCRPIS ou ASSO); ii) jungdo de painéis
(NCRPIS + ASSO + USP ou NCRPIS + ASSO); iii) selegcdo de linhagens
pertencentes aos painéis NCRPIS ou ASSO que foram alocadas para o mesmo
agrupamento das linhagens USP via PCA, de modo que essas linhagens
selecionadas tenham maior relagdo genética com o painel USP (PV).
Especificamente, em um dos conjuntos formados em que ha participagao
do painel USP na formacédo da PT (NCRPIS + ASSO + USP). As linhagens
remanescentes desse painel, que ndo foram usadas no conjunto de validagao,
foram entdo realocadas para compor a PT. Como exemplo, a PV em CPT2 é
composto por 32 linhagens, tomadas aleatoriamente no painel USP, as demais
linhagens (31) foram ent&o incorporadas a PT juntamente com as linhagens dos
painéis NCRPIS e ASSO.
e CPT3 — Para a determinacao PT nesse cenario aplicou-se o método de
optimizacédo de populacao de treinamento (PTO) proposto por Akdemir et al.
(2015), com tamanho de populagao predefinidos. Nesse metodologia a selegcao
de linhagens exige-se apenas informacgdes genotipica sobre os individuos
presentes em um conjunto de candidatos (NCRPIS + ASSO) e no conjunto a ser
testado (USP). Posteriormente, com base nessas informagdes, um algoritmo
genético faz uma aproximagao da variancia do erro (PEV) a partir do uso de
componentes principais via matriz de marcadores, e seleciona determinadas
linhagens que formardao a PTO. Foram determinados nesse cenario cinco
conjuntos com diferentes tamanhos de PTO (50, 250, 500, 1000 e 1500). O
algoritmo para formagao da PTO foi implementado via pacote STPGA (Akdemir,
2014) no software R.
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Para poder inferir e comparar sobre a eficacia da metodologia proposta,
foi definido um segundo conjunto de treinamento determinado aleatoriamente
(PTR), e com o mesmo tamanho dos conjuntos nas PTO. Assim, as PTR com
50, 250, 500, 1000 e 1500 individuos foram formadas via amostragem aleatéria
dentro do conjunto de candidatos, sem critério de proporcionalidade. Ja a PV em
CPT3 foi composta por 32 linhagens tomadas aleatoriamente do painel USP.

e CPT4 — Nesse cenario acrescentou-se ao CPT3 a informacao adicional do
painel USP para formagao da PT. A inclusdo de linhagens USP na PT visou
simular uma condi¢gdo na qual o programa de melhoramento fenotipa parte das
linhagens do conjunto total (previamente genotipados) e as inclui aos dados
externos para predicdo das demais linhagens. Portanto, foram formados aqui 10
conjuntos de tamanhos diferentes de PT, sendo uma via PTO e outra via PTR.
Nesses foi adicionado as linhagens remanescentes do painel USP (N=31), que
nao foram designadas como PV.

4.5.7 Predigdo genémica

Em todos os cenarios acima, o desempenho das linhagens do painel USP

para AP e AE foi predito via GBLUP (Hayes et al., 2009):

yv=Xu+Zg+¢ 4)
em que y é o vetor de valores genotipicos obtidos via REML/BLUP, «» é o vetor
de efeito fixo (média da populagéo), g é vetor de efeito aleatério dos valores
gendmicos e ¢ € o vetor de residuos. A variancia dos efeitos aleatérios de g é

var (g) =Ka§, sendo que K é a matriz de relagbes gendmicas (parentesco) e

a§ representa a variagdo genética. A variancia de residuos é dada por

var (&) =1o..Z € uma matriz de incidéncia que relacionam os efeitos do vetor

independente ao vetor dependente y, X € uma matriz coluna nx7 e | a matriz
identidade. Para analise do modelo GBLUP, foi utilizado o pacote rrBLUP
(Endelman, 2011) do R.

A capacidade preditiva (r, ) foi obtida por meio do coeficiente de

correlagao de Pearson (r) entre valor genético predito e os GEBV na populagao
de validagao de interesse. Para cada um dos diferentes cenarios testados, foram

feitas 50 repeti¢coes, gerando assim 50 valores de capacidade preditivas. Esses,
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posteriormente, foram transformados em variaveis, submetidos a analise de
variancia conforme o modelo a seguir:

Vv, =u+T +g, (5) y; =u+T+Ti(N)+&, (6)
emaque, j=1,...,r;i=1,....k; yj=Jj-ésima observacao do nivel i do fator tratamento;
u = média geral ; Ti = efeito de tratamento (populacdo de treinamento); N=

numero de individuos dentro da PT¢, = residuo. O modelo via equagéo (5) €

referente aos cenarios CPT1 e CPT2. Ja a equacao (6) designa aos cenarios
CPT3 e CPT4. A partir desses dados também foram estimados os desvios
padrdes (o ) e as médias comparadas pelo teste Tukey com « = 0,05. Todos os

procedimentos foram feitos via software R.

4.6 Resultados e discussao

4.6.1 Componentes de variancia e herdabilidades

Via teste LTR (Tabela 2), foi verificado que as linhagens do painel USP
possuem variabilidade, o que indica a possibilidade de ganho com a selegao
para as caracteristicas avaliadas. As herdabilidades foram consideradas de
moderadas a altas, (0,60 a 0,94), para os trés painéis (USP, ASSO e NCRPIS).
Esses resultados sao interessantes, pois sabe-se que a capacidade preditiva e
a acuracia sao influenciadas pela herdabilidade, existindo uma tendéncia
claramente positiva entre essas, com resposta significativa na selegdo de
caracteristicas com alta herdabilidade (Moranty et al., 2015; Cavalcanti et al.,
2012).

Tabela 2 - Teste de maxima verossimilhanca (LTR) para os efeito aleatério de linhagem e

herdabilidades para as caracteristicas altura de planta (AP) e altura de espiga (AE)

FV Caracteristicas
- AP AE
USP Linhagem 126,84 78,74
USP 0,71 0,60
ASSO 1 h2 0,93 0,94
NCRPIS 0,87 0,86

'herdabilidades obtidas em Peiffer et al. (2014); USP: painel da Universidade de S&o Paulo; ASSO: Maize
282 Association Panel em conjunto com Nested Association Mapping; NCRPIS: painel US Department of
Agriculture—Agricultural Research Service (USDA—-ARS) North Central Regional Plant Introduction Station
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4.6.2 Estrutura populacional

A analise PCA revelou estrutura compativel com os dados acessados e
pareados provindos de Romay et al. (2013). Assim, a analise de agrupamento
se comporta de forma que todos os conjuntos podem ser separados nos dois
primeiros eixos de componentes principais (PC), apresentando estimativas de
4,9% e 3,3% da variancia genética, respectivamente (Figura 1). Tais resultados

sdo condizentes com estudos prévios para a cultura do milho (Guo et al., 2014).

Agrupamento
* Tropical

PC2

Figura 1 - Estruturacdo populacional via Analise de Componentes Principais (PCA), com k=5
agrupamentos, utilizando 28.260 marcadores SNP e 2748 linhagens de milho. Cada circulo

sélido representa uma linhagem

Considerando os painéis USP, ASSO e NCRPIS, o numero de linhagens
alocadas nos agrupamentos obtidos seguiu a seguinte distribuicdo: i) Tropical:
USP=63, ASSO=136 e NCRPIS=512; Popcorn: ASSO=60 e NCRPIS=91; Non-
stiffstalk: ASSO=207 e NCRPIS=1272; Stiffstalk: ASSO=15 e NCRPIS=150;
Sweetcorn: ASSO=30 e NCRPIS=112. Como descrito anteriormente, as 151
linhagens pertencentes o agrupamento popcorn nao entraram na formacao das
populacgdes de treinamento nos diferentes cenarios propostos.

4.6.3 Meétodos de formagdo da populacdo de treinamento e capacidades

preditivas
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4.6.3.1 CPT1

Para esse primeiro cenario, as capacidades preditivas alcangaram valores
de 0,16 a 0,20 para AP e de 0,02 a 0,05 para AE (Tabela 3). Portanto, apesar
desse painel apresentar variabilidade genética entre as linhagens para as
caracteristicas consideradas, o numero de individuos incluidos na PT indica ser
um fator limitante em termos de uso para GS. Assim, predicdes dentro de
conjuntos muito pequenos limitam a capacidade preditiva do modelo, ndo
alterando, de forma significativa, suas estimativas mesmo em fungdo do
aumento do tamanho da populagdo de treinamento (Nt). Adicionalmente, foi
verificado que o coeficiente de parentesco médio (rxy), via matriz de parentesco
gendmico, foi de 0,19 (Figura Suplementar 1) nesse painel, o que é relativamente
alto, pois € proximo ao parentesco médio de meio-irmaos. Com isto, nota-se a

necessidade de inclusdo de maior variabilidade genética para efetivacdo da GS.

Tabela 3 - Média e desvio-padréo ( o ) da capacidade preditiva ( 7

o) ) das predi¢cdes gendmicas

obtidas em CPT1 para diferentes tamanhos de populagéo de treinamento (Nt) e validagao (Nv)

nas caracteristicas de altura de planta (AP) e altura de espiga (AE)

Caracteristicas Nt Ny T0) 1 o8
10 53 0.16 @ +0.20
AP 20 43 0.202 +0.13
30 33 0.222 +0.15
10 53 0.022 +0.11
AE 20 43 0.03 2 +0.09
30 33 0.052 +0.10

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

4.6.3.2 CPT2

A partir desse cenario, no qual sido utilizados painéis diferentes para
formacéo da PT e PV, as capacidades preditivas obtidas indicam que a adicéo
de linhagens USP dentro das PT resulta em incrementos nessa estimativa, para
ambas as caracteristicas avaliadas. No entanto, esse aumento para altura de
planta n&o foi significativo (Tabela 4). Outro fator observado é que, de forma
geral, os painéis NCRPIS e ASSO predizem igualmente as linhagens do painel
USP, independente se estdo ou ndo combinados. A excec¢ao foi ASSO para AP,
que proporcionou uma capacidade preditiva média inferior a 0,1. Analisando a
inferéncia anterior e tomando em consideracdo a diferenga no tamanho da

populacdo de treinamento entre os painéis, NCRPIS = 2046 e ASS0O=388,
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percebe-se que mesmo com um menor tamanho de populagao de treinamento,
o painel ASSO é capaz de predizer semelhantemente ao NCRPIS. Isto indicaria
maior grau de relacionamento das linhagens do painel ASSO com as linhagens
do painel USP. Todavia, os dois painéis possuem ryy, de 0,02 e 0,017 para
NCRPIS e ASSO, respectivamente, em relacdo ao painel USP, o que é muito
baixo em termos de parentesco genético.

Um terceiro ponto verificado € a clara formagdo e separacdo do
agrupamento tropical dentro dos painéis NCRPIS e ASSO (Figura 2 - A1 e B1).
Separando-se esse agrupamento e relacionando-o com o painel USP (Figura 2
- A2 e B2; Figura Suplementar 2), se obtém valores de rxy maiores que aqueles
observados quando se considerou todos os individuos dentro de cada painel,
sendo 0,071 para NCRPIS e 0,08 em ASSO, e com valores maximos de 0,263 e
0,184 para cada painel, respectivamente. Nesse contexto, o grupo tropical do
painel ASSO propicia maiores capacidades preditivas quando utilizado como
conjunto de treinamento do que o painel ASSO completo (Tabela 4). Tal
resultado nao foi observado para o painel NCRPIS. Neste caso, observou-se a
tendéncia de queda da capacidade preditiva quando foi empregado o grupo

tropical como populagao de treinamento.

Tabela 4 - Média e desvio-padrao ( o ) da capacidade preditiva ( r(o’g)) das predigbes

gendmicas obtidas em CPT2 para diferentes tamanhos de populacdo de treinamento (Nt) e de
acordo com os painéis USP, NCRPIS e ASSO para as caracteristicas de altura de planta (AP) e

altura de espiga (AE)

Caracteristicas Painel usado na PT Nt o) 1 o
USP + NCRPIS + ASSO 2465 0.29a +0.13
NCRPIS + ASSO 2434 0.202 +0.13
AP NCRPIS 2046 0.242 +0.11
ASSO 388 0.08° +0.17
NCRPIS (tropical) 512 0.212 +0.11
ASSO (tropical) 136 0.202 10.13
USP + NCRPIS + ASSO 2465 0442 +0.11
NCRPIS + ASSO 2434 0.15 cd +0.11
AE NCRPIS 2046 0.18¢ +0.10
ASSO 388 0.11cd +0.15
NCRPIS (tropical) 512 0.094d +0.09
ASSO (tropical) 136 0.30° +0.11

Populagado de Validagéo (PV): 32 linhagens (Painel USP) determinadas aleatoriamente; ' Médias seguidas
pela mesma letra, na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
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Figura 2 - Heat map da matriz de parentesco (K), utilizando 28.260 marcadores SNP, para relagdo direta entre os painéis USP e NCRISP (A1), USP e ASSO
(B1), USP e NCRISP dentro do agrupamento tropical (A2) e USP e ASSO dentro do agrupamento tropical (B2)
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Ja é estabelecido que a estrutura da populacdo € um fator critico, que
tende a afetar as predicbes na GS (Guo et al., 2014). Portanto, € necessario
leva-la em consideragdo na formacéo da PT ou na definigdo dos modelos para
evitar estimativas irrealista e espurias de capacidades preditivas e acuracias
(Riedelsheimer et al., 2013; Wray et al., 2013). Ratificando os resultados aqui
encontrados, Albrecht et al. (2011) e Guo et al. (2014) observaram que conjuntos
de PT e PV formados a partir de um mesmo agrupamento ajudam a melhorar a
capacidade preditiva na PV. Por outro lado, quando PT e PV divergem ou quando
0s genotipos sdo oriundos de diferentes cruzamentos ou familias, as
capacidades preditivas e acuracias dos modelos de selecdo genémica tendem a

reduzir.

4.6.3.3 CPT3

Os resultados obtidos em CPT3 indicam que maiores valores de
capacidade preditiva podem ser obtidos para altura de plantas, quando se utiliza
populagdes de treinamento otimizadas (PTO) com Nt de 250, 500 ou 1000
individuos. Nestes casos, os valores observados variaram de 0,31 a 0,32 (Tabela
5), ndo havendo diferengas significativas entre os valores obtidos. Para altura de
espiga, maiores estimativas de capacidade preditiva também podem ser vistas
em PTO com Nt= 250 individuos (Tabela 5).

Tabela 5 - Média e desvio-padréo ( o ) de capacidade preditiva, ooy das predi¢des genbmicas

obtidas em CPT3 para diferentes tamanhos de populagéo de treinamento otimizadas (Nt.) obtidas

via painel NCRPIS e ASSO para as caracteristicas de altura de planta (AP) e altura de espiga

(AE)
Caracteristicas Nt r. 1 o
(7.8)
- - PTO PTR PTO PTR
50 0,17 b8 0,14 b.B +0,14 +0,16
250 0,322aA 0,17 b.B +0,10 +0,19
AP 500 0,312aA 0,18 0.8 +0,19 +0,19
1000 0,31aA 0,22 b.AB +0,10 +0,18
1500 0,18 0.8 0,20 b.AB +0,15 +0,11
50 0,15 a.BC 0,06 2 AB +0,14 +0,19
250 0,32a.A 0,07 b.-AB +0,11 +0,16
AE 500 0,22 28 0,12 b.AB +0,11 +0,18
1000 0,06 . Cb 0,16 A +0,12 +0,16
1500 0,03a0D 0,12 2. AB +0,12 +0,11

Populagéo de Validagéo (PV): 32 linhagens (Painel USP) determinadas aleatoriamente; ' Médias seguidas
pela mesma letra, minuscula na linha e maiuscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%;
PTO: populagéo de treinamento otimizada; PTR: populagéo de treinamento aleatéria
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Assim, é verificado que pode-se empregar PTO constituida por 250
individuos, sem risco de penalizar a estimativa da capacidade preditiva, desde
que a escolha destes seja feita pela metodologia aqui testada. Como prova da
eficiéncia do método, os resultados indicaram que nos conjuntos de PTR a
capacidade preditiva aumentou conforme a adi¢cao de individuos na populacao
de treinamento. No entanto, esse aumento nao possui efeito pratico e estatistico.
Isto porque a variacdo observada foi insuficiente para gerar diferengas entre as
capacidades preditivas (Tabela 5). Além disso, os valores observados foram
inferiores aqueles obtidos quando utilizado PTO constituida por 250 individuos.
Justamente, a melhor comparagao entre PTR e PTO podem ser resumidas
quando analisadas as diferencas das capacidades preditivas com Nt = 250.
Nesse conjunto a PTO apresentou estimativas de 46,8 a 457% superiores a PTR
para AP e AE, respectivamente (Tabela 5).

A superioridade da PTO se deve ao método de optimizacgao utilizado. Esse
€ baseado em derivagdo de métodos computacionais, que encontram-se
disponiveis em Akdemir et al. (2015). Esse método faz uma aproximagéo
eficiente da predigdo da variancia do erro (PEV), com base nos componentes
principais via marcadores nas linhagens candidatas e testadas. A estimagéo da
PEV é feita no conjunto de teste (Painel USP) em vez de ser feita no conjunto de
candidatos (NCRPIS + ASSO). Consequentemente, a sele¢ao de linhagens para
o conjunto optimizado se da em fungao daquelas que minimizam a PEV no painel
USP. Essa tendéncia pode ser observada claramente para conjuntos menores,
Nt= 50 e 250, ao qual a selegéo de linhagens para PTO é retirada, na sua grande

maioria, justamente do agrupamento fropical (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturagdo populacional das linhagens selecionadas para compor a
populagédo de treinamento optimizado (PTO) conforme o seu tamanho (Nt) em relagéo ao cenario
CPT3

De forma contraria, a medida que o tamanho do conjunto selecionado
aumenta, sao inclusas na populagdo de treinamento linhagens divergentes e
sem parentesco algum com o painel USP (Figura 3). Assim, a partir de um
determinado ponto ha um decréscimo da capacidade preditiva, Nt=1500 e 500,
para AP e AE, respectivamente (Tabela 5). Isso demonstra que a estrutura da
populacdo desempenha importante papel na optimizacdo das populagdes de
treinamento, pois quando o efeito populacional € menor, as PTOs sédo capazes
de predizer de maneira mais acurada as linhagens do painel USP; e sob forte
estruturagao populacional, as PTO sdo menos acuradas. Nao obstante, valores
muito baixos, Nt=50, também limitam as predigbes, pois n&o incluem
variabilidade genética suficiente. Assim, ndo deve-se levar em consideragao
apenas o tamanho efetivo da populacédo, mas também o grau de relacionamento

desta com a populagao a ser predita.
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4.6.3.4 CPT4

A adigdo de linhagens pertencentes ao painel USP nos conjuntos de PTO
e PTR, proporcionou 0 aumento nas estimativas da capacidade preditiva para
todos os Nttestados (Tabela 6). O aumento médio em relagédo ao CPT3 foi de
31,2% para PTO e 52,5% para PTR em AP. Ja para AE esses valores foram de
71,8% em PTO e 396% em PTR. Ambos os tipos de populacéo de treinamento
testados (PTO e PTR) forneceram estimativas de capacidades preditivas
satisfatorias, de forma que com conjuntos de Nt com 81 ou 281 individuos, ja é
adicionado variabilidade genética suficiente para se alcancar patamares de 0,59
de capacidade preditiva (Tabela 6), no modelo testado e para a populacéo de
interesse. Porém, como mostrado anteriormente, conjuntos muito pequenos nao
sao efetivos nas predicdes. De forma que, se trabalhado com PV maiores do que
aqui testadas (32> Ny < 63), o tamanho de Ntira diminuir (50 > Nt< 81; 250 > Nt
< 281). Podendo ter como resultado mais provavel a reducédo da capacidade
preditiva para Nt proximos de 50 individuos. No entanto, o uso de Nt proximos a
250 individuos tendera manter os patamares das estimativas de capacidades
elevadas, pois mostra ser em outros cenarios o tamanho de conjunto mais

robusto.

Tabela 6 - Média e desvio-padréo ( o ) de capacidade preditiva, ooy das predi¢des genbmicas

obtidas em CPT4 para diferentes tamanhos de populagéo de treinamento otimizadas (Nt) obtidas

via painel USP, NCRPIS e ASSO para as caracteristicas de altura de planta (AP) e altura de

espiga (AE)
Caracteristicas Nt r. 1 o
(,8)
- - PTO PTR PTO PTR
81 0,43 aA 0,412aA 0,10 +0,13
281 0,44 a A 0,402aA +0,08 +0,13
AP 531 0,412aA 0,37 aA 10,09 0,14
1031 0,402 A 0,392aA 10,09 0,11
1531 0,33a8B 0,332a8B +0,10 10,11
81 0,57 aA 0,58 aA +0,09 +0,09
281 0,59 aA 0,55aA +0,10 +0,13
AE 531 0,51a8 0,53 a AB +0,14 +0,13
1031 0,42>C 0,53 a AB +0,15 0,12
1531 0,42°¢ 0,48 @8 +0,14 +0,11

Populagao de Validagéo (PV): 32 linhagens (Painel USP) determinadas aleatoriamente; ' Médias seguidas
pela mesma letra, mindscula na linha e maiuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%;
PTO: populagao de treinamento otimizada; PTR: populagéo de treinamento aleatéria
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Outro ponto que é valido inferir € sobre a igualdade de condicdes entre
PTO e PTR. Nesses, a formagcdo do conjunto via PTR depende de uma
amostragem aleatéria das linhagens. Com isto, podem ser selecionadas
linhagens pertencentes a uma unica subpopulacéo e altamente aparentadas, o
que resultaria em perda da diversidade no programa de melhoramento genético
(Isidro et al., 2015), assim como na capacidade preditiva dos modelos de GS.
Por outro lado, a PTO segue um padrao na selegcdo dos individuos que irao
compb-la, pelo qual é controlado o parentesco e variabilidade genética dos
materiais selecionados (Figura 3). A otimizagdo apenas dentro de um conjunto
aparentado ndo melhora a correlacdo dos GEBVs com as linhagens néo
fenotipadas, porém, a associacao dessas informagdes com a informagao de
distdncia genética, pode levar a selecdo de uma amostra estavel e
geneticamente representativa de linhagens a serem fenotipadas (Schmidt et al.,
2016), otimizando assim o processo de formacéo da populagao de treinamento.

Estudos prévios, desenvolvidos por Windhausen et al. (2012), indicam
que quando 50% dos gendtipos no conjunto de validagdo s&o incluidos no
conjunto de treinamento, a capacidade preditiva aumenta para todas as
caracteristicas. Sendo os maiores aumentos para caracteristicas de alta
herdabilidade. Ademais, os resultados obtidos via CPT3 e CPT4 indicam que a
capacidade preditiva pode ser melhorada se as linhagens que compdem o
conjunto de treinamento forem corretamente selecionadas por meio de
metodologias eficientes, como a proposta por Akdemir et al. (2015), viabilizando
resultados satisfatérios principalmente via conjuntos menores de individuos.
Simulagdes também sugerem que, em alguns casos, pequenos conjuntos de
treinamento podem ser tdo precisos quanto aqueles de maior proporg¢ao (Habier
et al., 2009). Fato esse que tem sido confirmado em populacbes de
melhoramento reais (Isidro et al., 2015; Wong e Bernardo, 2008) e nesse estudo.
Em geral, PT maiores seriam indicadas para caracteristicas controladas por um
grande numero de genes de pequeno efeito e com grande influéncia do ambiente
na expressao do fendtipo (Goddard e Hayes, 2009), como por exemplo a
produtividade de grdos. Porém, neste trabalho, as caracteristicas utilizadas
possuem identificados um pouco mais de 40 genes de grande efeito que atuam
no seu controle genético (Multani et al., 2003), e nas quais o ambiente tem menor
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efeito na expresséao fenotipica (Peiffer et al., 2014), o que na pratica pode esta
permitindo o uso de populacdes de treinamento menores.

Os desvios padrdes (o ) possuem estimativas muito proximas na maioria
dos cenarios, com excegao de CPT3 (Tabela 5), que apresenta maiores desvios
para PTR. Pontualmente, o conhecimento dos desvios padrées das médias das
capacidades preditivas é importante em conjuntos de treinamento pequenos,
onde alguns individuos com alelos raros e/ou com blocos de haplétipos podem
ter uma influéncia maior e, portanto, podem contribuir mais para o aumento da
capacidade preditiva (Schmidt et al., 2016). No entanto, menores desvios
caracterizam maior estabilidade da capacidade preditiva o que eleva a

confiabilidade no uso de terminado conjunto de treinamento.

4.6.4 Aplicagdo no melhoramento de plantas e perspectivas

Levando em consideragao a tematica central do problema aqui proposto,
no qual os recursos empregados sao limitados e existe a possibilidades de uso
de informacao genotipica em toda a populacdo do programa, a utilizacdo de
painéis externos para predicdo de populagdes menores sdo animadoras. Tal
procedimento foi recentemente explorado com sucesso por Jarquin et al. (2016)
na cultura da soja, alcangando capacidades preditivas de até 0,92 para dleo e
proteina e 0,79 para produtividade. Esse resultado e os divulgados aqui por esse
estudo, orientam e permitem que os melhoristas acessem bancos publicos de
dados genbémicos e fenotipicos, podendo usa-los no seu programa de GS. Nao
necessitando grande numero de gendtipos na PT formada, quando empregado
optimizagao de populagado. Para isso, € necessario garantir um grande conjunto
de dados iniciais, com ampla variabilidade genética, para que o processo de
optimizacao da PT possa ser efetivo.

Além disso, € recomendavel o uso combinado de informagdes externas e
de parte das linhagens do programa na formacao da PT; o que proporcionara
em estagios futuros a selecdo dos melhores individuos, reduzindo a quantidade
de material a serem levados nos experimentos de campo, minimizando custo e
maximizando ganho com a sele¢do. Contudo, isso é valido para caracteristicas
com alta herdabilidade; sendo necessario estudos adicionais para caracteristicas
com menores herdabilidades. Ressalta-se que outros fatores nao foram testados
no presente trabalho, como os modelos estatisticos empregados (Heslot et al.,

2012), o numero e tipo de marcadores (Chen e Sullivan, 2003; Poland e Rife,
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2012) e o desequilibrio de ligacdo (Habier et al., 2007). Esses fatores sao
capazes de influenciar a capacidade preditiva e acuracias da GS e devem ser
objetos de estudo dentro do panorama proposto.

Seguindo uma simulagdo de como aplicar esse procedimento em um
programa de melhoramento. Sugerimos um quadro onde € desejavel trabalhar
com uma PT de 500 linhagens para predigao de linhagens Duplo Haploides (DH).
Nesse contexto, pode-se definir uma PV com Nv=50 (10% da PT) e PS
constituidas de pelos menos 1000 individuos, gerados anualmente pelo
programa de melhoramento. A estratégia nesse procedimento se da via
genotipagem e fenotipagem de apenas uma parte da populagéo interna, a cada
ciclo ou a cada ano, e uso dos demais dados provindos de bancos publicos. Ao
passo que ao longo dos anos haja uma substituicdo das linhagens externas pelas
internas do programa. Com isso, o capital monetario necessario para compor
uma PT é minimizado ao longo dos anos. Essa estratégia pode ser resumida da
seguinte forma: 1° ano: i) genotipagem de 96 individuos e fenotipagem dos
mesmos; if) dos 96 individuos, 50 formardo a PV, os demais integrardo a PT
juntamente com linhagens de bancos de dados pubicos, ou seja, 46 linhagens
internas e 454 externas (PTO com base na PS); iii) procede-se a validagao e a
predicdo dos GEBVs da PS. 2° ano: i) procede-se genotipagem e fenotiagem de
96 novos individuos; ii) define-se a PV formada apenas com base nas linhagens
internas. Assim, das 192 linhagens internas alocadas nessa fase (96 do 1° ano
+ 96 do 2° ano), 50 integram a PV e 142 a PT, necessitando adicionais 358
linhagens externas selecionadas via procedimentos de otimizagao; iii) procede-
se a validagao e a predicdao dos GEBVs na nova PS. Esse procedimento é
repetido até o 5° ano, em que praticamente toda a PT sera substituida por
linhagens internas do programa, considerando introdu¢cdo de dados de 96
linhagens anualmente. E como mostrado aqui, esse procedimento tem o
potencial de manter adequada capacidade preditiva do modelo preditivo.

Uma das vantagens da abordagem acima é a possibilidade de um melhor
planejamento técnico operacional e financeiro, pois esse periodo pode ser anual,
bi-anual ou entdo conforme os recursos disponiveis ao longo do tempo. Tao logo,
a substituicdo das linhagens publicas pelas internas respeita a limitagao técnica
e econdmica de cada programa de melhoramento. Em fungéo dessa abordagem,

financeira, o valor empregado para gerar uma PT com 500 individuos utilizando
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uma array de trés mil marcadores do tipo SNP, ao qual o custo total
(amostra+servigo) ficam em U$39. A fenotipagem dessa mesma populagdo esta
em torno de U$20/parcela (dado cedido por Sementes Biomatrix®). Por meio
desses valores, o custo da genotipagem e fenotipagem (considerando apenas
um ambiente e duas repeticbes) é de U$19.500,00 e U$20.000,
respectivamente, totalizando assim U$39.500,00. Ao passo que se utilizado o
procedimento aqui descrito ha a possibilidade de fazer pequenos investimentos
a cada ano, amortizando o valor total ao longo do tempo, necessitando
investimento de U$7.584,00 a cada nova genotipagem e fenotipagem de 96
individuos.

Outro fato, € que apesar do ambiente ter menor efeito sobre AP e AE,
comparando com a produtividade por exemplo. Ainda assim é necessario ser
testado a capacidade preditiva de modelos de selegdo genémica, seguindo o
panorama aqui aplicado, utilizando ambientes relacionados para PT e PV. Pois,
ha evidencias de que essa decresce levemente quando PT e PV divergem nos
ambientes testados (Windhausen et al., 2012). Por isso, é proposto e incentivado
a ideia de criagdo de bancos publicos de dados de milho na América do Sul,
principalmente no Brasil, podendo ser fomentado por dados de programas de
melhoramento de universidades, instituicbes publicas e programas privados
parceiros. Tal agao, possibilitaria 0 progresso mutuo e diminuigado dos custos
para a implementagcdo de programas de selecdo gendmica, principalmente
daqueles programas de melhoramento recém formados e que contam com baixa

variabilidade genética em seu germoplasma.

4.7 Conclusodes

- O uso de bancos publicos de informagdes gendmicas e fenotipicas € viavel,
quanto a capacidade preditiva, como fonte de criagdo de populagdes de
treinamento para implementagcdo da selegdo gendmica em programas de
melhoramento com recursos limitados.

- Ao utilizar esses bancos de informacgdes, a estrutura populacional intrinseca as
populagdes de treinamento e validagao interferem nas capacidades preditivas.
Com isso, é recomendado o uso de metodologia de optimizacédo de populagao

de treinamento e a adicdo de informacdo da populacdo de validacdo. Desta
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forma, conjuntos pequenos de individuos (Nt=250) s&o suficientes para obtencao

de capacidades preditivas satisfatorias de selecdo genémica.
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5. TABELAS E FIGURAS SUPLEMENTARES

Tabela Suplementar 1: Analise de solo das areas experimentais na cidade de Piracicaba-SP
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Determinacdes Unidades Amostras’
- - - 1 2 3 4 5
Ph CaCl2 CaCl2 0,01mol/L - 4,7 53 5,1 4,9 53
P Resina trocadora de ions mg/dm3 39 46 57 53 47
K Resina trocadora de ions  mmolc/dm3 1,8 3,8 5 5,0 3,5
Ca Resina trocadora de ions  mmolc/dm3 24 43 27 18 28
Mg Resina trocadora de ions  mmolc/dm3 8 22 9 6 9
Cl Resina trocadora de ions  mmolc/dm3 2 2 2 2 2
H+Al Aluminio trocavel KCL 1mol/L  mmolc/dm?3 31 22 28 38 25
SB Acidez Potencial - SMP  mmolc/dm3 33,8 68,8 41 29,5 40,5
CTC - mmolc/dm® 648 90,8 69 67,5 655
\% - % 52 76 59 44 62
m - % 6 3 5 6 5
M.O. - g/dm3 18 19 18 21 21

'Data da emiss&o:18/09/2014
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Figura Suplementar 1 - Heat map da matriz de parentesco gendmico, genotipadas com 28.260 marcadores SNP, entre 63 linhagens de milho tropical
do painel USP



74

30- Painel
5 » NCRPIS
- # ASSO
) * USP
a ®
L)

20—
10-

?]0 2|0 1|0 (Il 1IO ZIO

PC14,9%

Figura suplementar 2 - Estruturacdo populacional via Andlise de Componentes Principais (PCA)
para o agrupamento tropical, genotipadas com 28.260 marcadores SNP e com 711 linhagens de

milho oriundas dos painéis USP, ASSO e NCRPIS. Cada circulo solido representa um genotipo
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6. CONCLUSAO GERAL

Os estudos procedidos na populagdo avaliada de linhagens de milho
tropical indicam a possibilidade de selegao para eficiéncia no uso de nitrogénio.
Tal como é possivel também predizer essa populagado usando informacdes de
bancos publicos de dados gendmicos e fenotipicos para caracteristicas de alta
herdabilidade, obtendo satisfatérias capacidades preditivas via selegao

gendmica.



