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RESUMO

RIBEIRO, Mariana Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2021.
Metodologias de identificacdo e capacidade combinatoéria de linhagens duplo-haploides

de milho. Orientador: Luiz Antbnio dos Santos Dias. Coorientadores: Roberto dos Santos
Trindade e Lauro José Moreira Guimaraes.

A tecnologia de duplo-haploides é utilizada nos programas de melhoramento genético de milho
para obtencdo de linhagens, principal insumo para desenvolvimento de novas cultivares.
Atualmente, a classificacdo de sementes haploides é baseada na analise visual, pelo marcadol
genéticoR1-navajg o qual condiciona a presenca de pigmentacdo purpura no endosperma e a
auséncia de pigmentacédo purpura no embrido. Em campo, plantas haploides e duplo-haploides
podem ser identificadas por seu desenvolvimento lento e pela sua arquitetura, com porte baixo
e folhas eretas e estreitas, em comparagao com plantas diploides. No entanto, sédo importantes
métodos alternativos que auxiliem na identificacdo de haploides e duplo-haploides antes do
transplantio a campo, economizando tempo e recursos. A analise anatdbmica dos estébmatos e a
espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) associada a métodos de calibracdo
multivariados sdo técnicas alternativas para identificacdo de haploides e duplo-haploides de
forma rapida, porém é importante a validacao destas metodologias para ajustes de protocolos e
uso em larga escala. Outra questdo relativa ao uso de linhagens DHs € que devido ao grande
namero de linhagens e pela variabilidade das progénies que podem ser obtidas pela tecnologia
de duplo-haploides em um programa de melhoramento de milho, torna-se essencial a avaliagao
da capacidade combinatdria (CC). A CC estima o potencial de um dado genétipo como genitor
em uma série de combinagdes hibridas, assim como auxilia 0 melhorista na escolha de genitores
com alto potencial genético. A CC é constituida pela capacidade geral de combinacgéo (CGC) e
pela capacidade especifica de combinacédo (CEC). A CGC determina o comportamento médio
de uma linhagem em combinacdes hibridas. E a @& por finalidade identificar
combinac@es hibridas superiores ou inferiores ao valor médio determinado pel®&xEL.

forma, os objetivos deste trabalho foram: 1) Identificar pela anatomia foliar plantulas duplo
haploides e diploides derivadas de gendtipos-fonte de milho, com diferentes gergad¢es (F

S1); 2) Identificar e classificar, pelo método discriminante por quadrados minimos parciais
(PLS-DA) associado ao infravermelho préximo sementes haploides e diploides derivadas de
diferentes gendtipos-fonte, e; 3) avaliar linhagens duplo-haploides como genitoras com base na
capacidade combinatéria e no desempenho agronémico de seus hibridos. Para o estudo da

anatomia foliar, foram avaliadas linhagens DH e falso-positivos (FP) derivadas de nove



gendtipos-fonte de milho tropical, com diferentes geracégsHFe S). Para o estudo da
espectroscopia do infravermelho préximo, foram realizados dois experimentos. No primeiro
experimento foram analisadas sementes de milho haploides e diploides de quatro genadtipos-
fonte. E no segundo experimento foram avaliadas plantas diploides, haploides e duplo-
haploides de 34 gendtipos-fonte. Para avaliagdo da capacidade combinatoria geral e especifica
foi analisado o desempenho agronémico de hibridos simples obtidos de linhagens duplo-
haploides derivados de gendtipos-fonte com diferentes geragd€s, @) em dois niveis de
adubacdo. A area estomatica se mostrou a caracteristica mais eficiente para distincdo entre
linhagens DH e falso-positivos. O MicroNIR portétil, associado ao método PLS-DA,
possibilitou a classificacdo de sementes e plantas haploides, e, plantas duplo-haploides. A
avaliacdo de linhagens duplo-haploides com base no desempenho de seus hibridos permitiu

selecionar genitores DHs com alto potencial como genitoras de cultivares superiores.

Palavras-chaveZea maysMelhoramento genético. Tecnologia de duplo-haploides. Anatomia
foliar. NIR. Produtividade.



ABSTRACT

RIBEIRO, Mariana Rodrigues, D.ScUniversidade Federal de Vicosa, Augug021.
Identification methodologies and combining ability of double-haploid maize lias
Adviser: Luiz Antdnio dos Santos Dias. Co-advisers: Roberto dos Santos Trindade and Lauro
José Moreira Guimaraes.

The double-haploid technology is used in maize breeding programs to obtain lines, the main
input for the development of new cultivars. Currently, the classification of haploid seeds is
based on visual analysis, by the genetic maRdenavajq presence of purple pigmentation in

the endosperm and absence of purple pigmentation in the embryo. In the field, haploid and
double-haploid plants can be identified by their slow development and by their architecture,
with low height and erect and narrow leaves, compared to diploid plants. However, alternative
methods that help identify haploids and double-haploids before field transplantation are
important, saving time and resources. Anatomical analysis of stomata and near infrared (NIR)
spectroscopy associated with multivariate calibration methods are alternative techniques for
quickly identifying haploids and double-haploids, but it is important to validate these
methodologies for protocol adjustments and widespread use scale. Another issue related to the
use of DH lines is that due to the large number of lines and the variability of progenies that can
be obtained by the double-haploid technology in a corn breeding program, it is essential to
evaluate the combining ability, which estimates the potential of a given genotype as a parent in
a series of hybrid combinations, as well as assisting the breeder in choosing parents with high
genetic potential. The combinatorial ability is made up of the general combining ability and the
specific combining ability. General combining ability determines the average behavior of a
strain in hybrid combinations. And, the specific combining ability is intended to identify hybrid
combinations greater than or less than the average value determined by the general combining
ability. Thus, the objectives of this work were: 1) To identify, by leaf anatomy, double haploid
and diploid seedlings derived from maize source genotypes, with different generations (F1, F2
and S1); 2) Identify and classify, by the discriminant method by partial least squares (PLS-DA)
associated with the near infrared, haploid and diploid seeds derived from different source
genotypes, and; 3) evaluate double-haploid lines as parents based on the combinatorial ability
and agronomic performance of their hybrids. For the study of leaf anatomy, DH and false-
positive (FP) lines derived from nine tropical corn source genotypes, with different generations

(F1, F2 and S1) were evaluated. For the study of near infrared spectroscopy, two experiments



were carried out. In the first experiment, haploid and diploid maize seeds from four source
genotypes were analyzed. And in the second experiment, diploid, haploid and double-haploid
plants of 34 source genotypes were evaluated. To evaluate the general and specific combining
ability, the agronomic performance of simple hybrids obtained from double-haploid lines
derived from source genotypes with different generations (F1, F2, S1) at two levels of
fertilization was analyzed. The stomatal area proved to be the most efficient feature for
distinguishing between DH and false-positive strains. The portable MicroNIR, associated with
the PLS-DA method, enabled the classification of seeds and haploid plants, and double-haploid
plants. The evaluation of double-haploid lines based on the performance of their hybrids
allowed selecting DH parents with high potential as parents of superior cultivars.

Keywords:Zea maysGenetic improvement. Double-haploid technology. Leaf anatomy. NIR.
Yield.



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL......coeottiteeteeeeeeeeee et te et et e et etestesteeteese s sestestestenaeneeseeeeeeees 13
2. REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt et e et e e e te et e et e ste s e s esestestestestessaneere e 15
3. CAPITULO L.ttt ettt s et bt e bttt n et et et e et e s e e e 16
G 70 I =TS U] 1 [ PO 16
T Y o 11 - T PP PUPU PP PPPR 17
G0 70 [ 110 Yo [ o= To 1RSSR 18
Y = (=T F= U= 1Y = o o [0 PP PESESERR 20
G g I o Tor= | I = - | = PSR 20
3.4.2Material vegetal €M @STUAO .........uuueiiiiiee e 20
3.4.30btenca0 de haplOIdeS.......ccoiiiii i 21
3.4.4. DUPIICAGAO CrOMOSSOIMICA .....iieuiiiiiiiitiiite ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s r e e e e e e aeeeeeeas 22
3.4.5. Identificacédo de haploides por fenotipagem e anatomia foliar...............cccceeeeeeeenennn. 24
3.4.6. ANAIISES ESTALISTICAS ...vvvveeeiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s s abraeeees 25
3.5.RESUItAIOS € DISCUSSA0D.....ccciiiiiieieeiiee ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e s e s e b bbb e s eeeeeeeees 25
G 3 S H @0 od U 1 O US 34
R Y [ r=To [=Tod [ 1T 0] (L PP PTPPRPPPP 34
G C T L= (=] =] [ = T 34
A, CAPITULOD 2.ttt ettt b e e s e e 38
I o= 1 o TSP 38
N 41 1 - T 39
T C N | o1 (oo [F o= To LT TTTTRPP 40
4. 4. Material @ METOUOS .......oeei e ittt e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e eaaaeaaeaeaaeas 42
N I I Tor= I <o - | = WP 42
4.4.2. Identificacdo de haploides por analise de sementes de milho com NIR .................. 42

4.4.3. Identificacdo de plantas haploides, duplo-haploides e diploides via avaliacéo de

amostras de folNas COM NIR ... e e e e e aeees 45
4.5. RESUIAA0OS € DISCUSSAD.......ccuuuiiiieeiiiiiie et e e e e e e e e e e e e et e e e e e eaaaa e s 48
4.5.1. Identificacéo de haploides por Analise de sementes de milho com NIR ................. 48

4.5.2. Identificacéo de plantas haploides, duplo-haploides e diploides via avaliacédo de
amostras de  folhas COM NIR ... e 51
T O] [ 11 1S 0 =P PPUPT 57
O S (] (=] = Tod o L TSRO PPPPPP 57


file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697475
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697475
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697476
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697476
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697477
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697477
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697478
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697478
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697479
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697479
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697480
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697481
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697482
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697483
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697484
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697485
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697486
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697487
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697488
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697489
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697490
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697491
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697492
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697493
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697494
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697495
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697496
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697498
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697499
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697501
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697502

B CAPITULD B e ettt 61

ST I (TS U] 1 Lo PP PP PPPPTRRPPPN 61
I Y o 11 - T PP TP TP 63
Lo 70 [ 11 0T [ To%= Lo 1SRRI 64
5.4. Material € MELOUOS ........uuiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e et e e e e eeeaaaaeaaaaeaassesaannnnnnnes 66
5.4.1. Local, data e material vegetal em eStudO.............coovviiiiiiiiiiiiii e 66
5.4.2. Obtencéo de duplo-haploides via duplicacdo cromosSSOMICA............ccceevveeieeeeeeeeneennne, 67

54.3. Cruzamentos dialélicos entre DHs e testadores de diferentes grupos heteréticos....69

5.4.4. Avaliacdo do dialelo em diferentes niveis de adubagao..............cccccveeiiiiiiieneennnnee, 71
5.4.5. ANAIISES ESTALISHICAS. .. uuuuririiiiiiiiiiii i et e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e 72
5.5. RESUIATI0S € DISCUSSEO.......ceeiiiiiiiiiiiiiiiiittttttee ettt et e e e e e e e e e e e e s s s s s s s s s aabbb bbb b bt e et e ereaaaaaaaeaaaaeens 74
5.5.1. Desempenho agronémico de hibridos de milho derivados de linhagens duplo-
[aF=T 0] (o]0 {23 PO PP PPPPPPT PPN 74
5.5.2. Capacidade combinatoria de linhagens dh em cruzamento com testadores de trés
OIUPOS NELEIOLICOS ... .uiii i e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e s e e s e e e e aaaaaaeaaes 84
I T O] T 11 1P PPPPRRP 90
A S U= (= =1 L] = T U 90

ANEXOS


file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697503
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697504
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697505
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697506
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697507
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697508
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697508
file:///C:/Users/Marina%20Line/Downloads/TESE%20BBT%20v3%20correçao%20Isabel%5eJ%20Malu%20e%20Rodrigo%20(Recuperação%20Automática).docx%23_Toc77697510

13

1. INTRODUCAO GERAL

A tecnologia de duplo-haploides (DHs) é uma ferramenta auxiliar nos programas de
melhoramento de milho para obtencao de linhagens totalmente homozigotas em trés geracoes,
reduzindo o tempo para desenvolvimento de cultivares (Chaikam et al. 2019). Esta técnica é
utilizada por empresas de sementes em todo o mundo, e cultivares de milho derivados de
linhagens duplo-haploides tém sido obtidos e langados ao redor do globo (Beyene et al. 2017
Chaikam et al. 20109

Nos programas de melhoramento genético, linhagens duplo-haploides propiciam maior
ganho genético devido a reducdo do tempo para se atingir a maxima endogamia e o0 aumento da
variancia genética entre familias que a técnica proporciona (Chaikam et al. 2019). Uma maior
variancia genética € um parametro importante para aumentar a magnitude da estimativa de
herdabilidade e a resposta a selecdo com base em caracteristicas agronémicasB@disis e
2007; Mayor e Bernardo 2009; Chaikam et al. 2019).

O processo de obtencéao de linhagens duplo-haploides envolve: i) a inducao de haploidia;
i) a identificacdo de haploides; iii) duplicacdo cromossdémica nos hapléides selecionados; iv)
autofecundacdo das plantas duplo-haploides para estabilizacdo e aumentar o numero de
sementes (Chaikam et al. 2019).

A taxa de inducdo de haploides in vivo é de aproximadamente 10% (Chaikam et al.
2019). A selecdo de sementes haploides € baseada em analise visual, com base no marcado
genéticoR1-navajo(R1-nj), que codifica a pigmentacéo purpura no endosperma e embrido das
sementes (Chase, 1952; Nanda e Chase, 1966). No entanto, a expressadrdengpnde
variar entre diferentes genotipos, o que pode reduzir a precisdo deste metodo (Cui et al. 2019).
E comum, apds o transplantio de mudas, a identificacdo de falsos-positivos com base em
caracteristicas morfolégicas, uma vez que plantas DHs possuem crescimento mais lento, porte
reduzido e folhas eretas e mais estreitas, em comparac¢do com plantas diploides (Chase, 1952;
Prigge e Melchinger, 2012; Wu et al. 2014; Trindade et al. 2018).

Entretanto, esta selecéo tardia de plantas haploides e eliminacdo de falsos-positivos
demanda tempo, recursos e espaco, uma vez que genotipos que nao seguirdo no processo d
obtencéo de DHs sdo colocados em campo, o0 que implica em maiores custos financeiros. Este
fato torna necessario estudar alternativas para identificacdo de haploides em sementes ou no
estagio de plantulas, evitando o transplantio de falsos positivos, otimizando assim 0 processo
de obtencdo de DHSs, dentro da hipotese de que é possivel a sele¢do precoce de haploides en
milho ainda no estadio de plantula.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-019-03433-x#ref-CR5
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-019-03433-x#ref-CR45
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-019-03433-x#ref-CR85
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Existem metodologias alternativas para identificacdo de haploides e DHs em estadios
iniciais de desenvolvimento. Por exemplo, a anélise anatémica foliar € uma metodologia que
apresenta resultados rapidos e reducdo de custos, sendo o tamanho estomatico variado entre
plantulas haploides e diploides (Choe et al. 2duza et al. 2018). A espectroscopia no
infravermelho proximo (Near Infrared, em inglédliR) associada a métodos de calibracao
multivariada, permite o desenvolvimento de metodologias qualitativas e quantitativas de forma
rapida, ndo destrutiva e sem a utilizacdo de reagentes (Jones et al. 2012, Cui et al. 2019), e
também pode ser utilizada para auxiliar na identificacdo de sementes e plantulas haploides e
duplo-haploides.

Apébs a obtencéo de linhagens duplo-haploides, da mesma forma que na metodologia
tradicional para obtencdo de linhagens, é essencial a avaliacdo das Ipess®s como
genitoras de cultivares superiores. Neste contexto, torna-se essencial a avaliagdo da capacidade
combinatéria das linhagens no programa de melhoramento de milho (Wang et al. 2020;
Riedelsheimer et al. 2012; Guimaraes et al. POA#hda existem poucos trabalhos que
comparam o desempenho de linhagens duplo-haploides com linhagens obtidas pelo método
convencional, principalmente considerando o efeito do gendétipo-fonte (Bordes et al., 2006;
2007; Krchov and Bernardo, 2015; Khakwani et al., 2018). Dessa forma, uma hipétese que se
desenha é a que existe diferencas entre o desempenho de linhagens duplo-haploides em relacat
as linhagens convencionais em termos de potencial de uso como parentais de cultivares
superiores.

Para a selecao de linhagens superiores, uma das metodologias mais utilizadas tem sido
a andlise dialélica (Griffing, 1956). O uso do dialelo parcial permite a avaliagdo de um grande
namero de linhagens em cruzamentos, estimando a capacidade geral de combinacdo dos
progenitores e a capacidade especifica de combinacdo das combinagdes hibridas e a estimacéac
de parametros genéticos que auxiliam os melhoristas a adotarem estratégias de sele¢éo (Cruz e
al. 2005; Maioli et al. 2020).

Os objetivos do presente trabalho foram: i) a avaliacdo de metodologias alternativas para
identificacdo de haploides derivadas de gendtipos-fonte de milho base tropical, com diferentes
geracbegF1, > e S), como a analise da anatomia foliar, e 0 uso do método discriminante por
guadrados minimos parciais (PLS-DA) em conjunto com a técnica no infravermelho proximo
i) comparar o desempenho agronémico de linhagensifsagens convencionais, e avaliar

acapacidade combinatéria das linhagens duplo-haploides em dois niveis de fertilidade.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-019-03433-x#ref-CR32
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3.CAPITULO 1

AREA DE ESTOMATOS E DENSIDADE ESTOMATICA SAO CARACTERISTICAS
FIDEDIGNAS PARA IDENTIFICACAO DE DUPLO-HAPLOIDES EM MILHO?

3.1.Resumo

A despeito de ser o método mais utilizado para selecdo de haploides em milho, a analise visual,
baseada na expressédo do gRdeavajqg € sujeita a imprecisées. O estudo de metodologias
alternativas para distingdo de duplo-haploides (DH) de falso-positivos (FP) é fundamental. O
presente trabalho avaliou a eficiéncia do uso de caracteristicas de anatomia foliar na distin¢gao
de plantas DH derivadas de gendtipos-fonte de origem tropical em diferentes ggfagees

e S) de genotipos FP. Foram avaliadas linhagens DH e FP derivadas de nove genotipos-fonte
de milho tropical, com diferentes geracd€s, F e S), obtidas a partir de cruzamentos
biparentais entre linhagens-elite. Para a identificagcdo de DH via anatomia foliar, em cada um
dos nove grupos, foram selecionados seis genétipos no estadio V6, sendo quatro plantas DH e
duas FP em cada grupo. Para andlise estatistica foram considerados os dados de area e densida
de estomatos, considerando um modelo inteiramente casualizado com nove tratamentos,
referentes ao nimero de grupos de linhagens DHs avaliadas. Em seguida, o efeito de cada grupo
foi desdobrado em geracgbes, (. € S), tipo de gendtipo (DH obP) e na interacéo entre estes

dois efeitos (geracdes x tipo). Nao houve efeito de geracbes na area de estbmatos-Be DH e
mas a densidade de estbmatos apresentou variacao na gerdcaek estomatica se mostrou
eficiente para distingdo de DH e FP, enquanto a densidade estomatica, embora apresente
menores médias em diploides que em DH, ndo apresentou diferencas significativas entre DHs

e FPs para uso na sele¢céo de haploides putativos.

Palavras-chav&Zea maysanatomia foliar, tecnologia de duplo haploides.
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3.2.Abstract

Despite being the most used method for haploid selection in maize, visual analysis, based on
the expression of th&l-navajo gene, is subject to inaccuracies. The study of alternative
methodologies for distinguishing double-haploid (DH) from false-positive (FP) is fundamental.
The present work evaluated the efficiency of the use of leaf anatomy traits in distinguishing DH
plants derived from tropical source genotypes in different generations (F1, F2 and S1) of FP
genotypes. Lines DH and FP derived from nine source genotypes of tropical corn, with different
generations (F1, F2 and S1), obtained from biparental crosses between elite lines, were
evaluated. For the identification of DH via leaf anatomy, in each of the nine groups, six
genotypes were selected at stage V6, four DH plants and two FP plants in each group. For
statistical analysis, stomata area and density data were considered, considering a completely
randomized model with nine treatments, referring to the number of groups of DH lines
evaluated. Then, the effect of each group was broken down into generations (F1, F2 and S1),
genotype type (DH or FP) and the interaction between these two effects (generations x type).
There was no effect of generations on the area of DH and FP stomata, but the density of stomata
varied in the F1 generation. The stomatal area proved to be efficient for distinguishing DH and
FP, while the stomatal density, although presenting lower means in diploids than in DH, did not
show significant differences between DHs and FPs for use in the selection of putative haploids.

Keywords:Zea maysleaf anatomy, double haploids technology.
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3.3.Introducéo

O milho € o principal cereal cultivado no Brasil, constituindo, juntamente com a soja 0s
dois principais produtos agricolas nacionais (CONAB, 2020). Segundo levantamento da
CONAB, a producéo brasileira do milho em 2019/20 foi de cerca de 100 milhGes de toneladas.
O pais € o terceiro maior produtor mundial e o segundo maior exportador do cereal. A producéo
mundial atingiu aproximadamente 1 bilh&o de toneladas em 2017/2018. A grande producao de
milho no Brasil decorre de sua importancia na alimentagdo humana e animal, e como insumo
na inddstria, o que favorece o aumento da sua producédo e area plantada.

Para atender a demanda da cadeia produtiva, os programas de melhoramento genético
necessitam reduzir o tempo para a selecdo e desenvolvimento de gendétipos de milho mais
produtivos, resistente a estresses e com manejo facilitado, o que implica na aplicacao de novas
estratégias, como a engenharia genética, ferramentas de predicdo gendmica e o uso da
tecnologia de duplo-haploides (DH) (Xu et al. 2017, Chaikam et al. 2019).

A tecnologia de DH visa a reducdo de tempo na obtencado de linhagens homozigotas.
Esta técnica reduz em um ano e meio (trés geracdes) a obtencao de linhagens homozigoéticas e
adicionalmente, resulta em grande variabilidade entre as progénies obtidas, tornando a sele¢éo
entre familias mais eficaz. As vantagens da tecnologia de linhagens DH tém levado empresas
de sementes a emprega-la em larga escala para a reducao de tempo e custos no langamento ©
cultivares (Liu et al. 2016). Com isso, a tecnologia de DH tem se tornado alvo de pesquisa em
empresas e universidades (Couto et al. 2013, Marcondes, 2018).

A andlise visual € o primeiro parametro utilizado na identificacdo de embribes
haploides. Os embrides haploides possuem metade dos cromossomos (n=10) da espécie de
milho. As plantas haploides ap6s a duplicacdo cromossomica geram plantas duplo-haploides.
A andlise baseia-se no marcador fenotipico expresso pel®R@eravajo(R1-nj), que codifica
a pigmentacdo do endosperma e embrido das sementes de milho com antocianina (Nanda e
Chase 1966). Este sistema permite a selecdo de sementes que dardo origem a possiveis
haploides, pela selecéo dos embribes que apresentam coloragéo branca, possuindo genes apens
do gendtipo-fonte (Prasanna et al. 2012).

A despeito de sua eficiéncia para selecéo inicial de haploides em milho, a analise visual
de sementes também é sujeita a imprecisdes no processo de identificacdo. A imprecisdo na
identificacdo de sementes haploides se deve ao marfRadyprque pode ser completamente

inibido ou segregar nos grdos do milho no cruzamento de inducdo de haploidia, devido a
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existéncia de alelos que interferem na rota de sintese da antocianina em plantas de milho,
podendo ocorrer com maior frequéncia em populacdes de origem tropical (Chaikam et al. 2015).

Diante do exposto, torna-se necessario a avaliacdo de caracteristicas que permitam
identificacdo posterior e descarte de falsos-positivos (FP), ou seja, de plantas cuja semente foi
erroneamente identificada como haploide por erros na selecédo ou inibicdo da formacéao de
antocianina no embrido, e haploides putativos, que seriam os verdadeiros individuos haploides,
corretamente identificados, o que proporciona reducéo dos gastos com insumo, mao de obra e
espaco (Choe et al. 2012, Souza et al. 2018).

Varias caracteristicas tém sido analisadas para selecdo de haploides em milho, como: a
coloracédo de raizes seminais (Prassand. €042, Chaikam et al. 2016), teor de 6leo no
embrido (Melchinger et al. 2014), peso de sementes (Smelser et al. 2015), o vigor das plantulas
(Ribeiro et al. 2018), comprimento de parte aérea e raiz (Chaikam et al. 2017), citometria de
fluxo (Couto et al. 2013, Han et al. 2016, Ribeiro et al. 2018), e a analise anatdsiica do
estbmatos (Choe et al. 2012, Souza et al. 2018). Estes métodos possibilitam confirmar a
haploidia de plantas nos estagios de sementes ou plantulas e eliminar plantas diploides que néo
foram excluidas pelos parametros anteriores.

A analise anatdmica de estdmatos para identificar plantas haploides € uma metodologia
eficaz, podendo ser realizada nas fases iniciais de desenvolvimento da planta, apresentando
resultados rapidos e baixo cugBpuza et al. 2018). A afericdo do comprimento das células-
guarda dos estbmatos € uma metodologia usada para discriminacédo de ploidia, pois tem sido
correlacionada ao conteido de DNA em varias espécies, uma vez que a alteracao do nivel de
ploidia em plantas resulta em alteracdes no tamanho e anatomia de seus 6rgaos, e em nivel de
célula, as quais podem ser identificadas via microscopia.

Na espécieClematis heracleifoliaglbotdo de ouro), a duplicagdo cromossdémica com
solucéo de colchicina gerou individuos com maior comprimento e largura de estébmatos (Wu et
al. 2013). Na duplicacdo cromossomiia vitro de Ovulos né&o fertilizados na espécie
Chrysanthemum sifcrisantemo), foi observado haploides duplicados maior comprimento de
estbmatos quando comparados com individuos haploides (Wang et al. 2014). E, o cruzamento
da linhagem de trigo macho-estéfitilicum sp) com genétipo de milho indutor de haploidia
geraram plantas haploides com folhas de maior comprimento das células guarda em relacéo as
plantas controle diploides (Zhang et al. 2014).

Na cultura do milho foi estudado o potencial de utilizar o comprimento da célula de
guarda dos estdmatos como medida para a detecgao precoce de plantas duplo-haploides e falsos

positivos (Choe et al. 2012; Souza et al. 2018). Choe et al. (2012) relataram que o comprimento
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de estdmatos de plantas duplo-haploides foi menor do que plantas diploides. Estes resultados
corroboram com os estudos de Souza et al. (2018): menor comprimento de estdmatos foi
encontrado em plantas haploides, seguido por plantas duplo-haploides. E, maior comprimento
de estdbmatos em plantas diploides.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia do uso de caracteristicas
relacionadas a anatomia foliar na distingdo de plantas DH derivadas de gendétipos-fonte de
milho em diferentes geragoés, R e S), de falsos-positivos, visando aumentar a eficiéncia

de selecdo e obtencéo de linhagens duplo-haploides.

3.4.Material e Métodos

3.4.1. Local e data

O experimento foi executado em areas experimentais, casa de vegetacao, laboratério, e
campo experimental localizados na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais,
entre dezembro de 2017 e julho de 2019. A cidade de Sete Lagoas encontra-se localizada na
latitude: 19° 28' 4" Sul, longitude: 44° 14' 52" Oeste e 751 metros deealtitud

3.4.2.Material vegetal em estudo

No experimento de selecao de haploides de milho com base na atantomia foliar, foram
avaliadas linhagens duplo haploides e falso-positivos derivados de nove gendtipos-fonte de
milho, obtidas a partir de cruzamentos biparentais entre linhagens-elite do programa de
melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo, sendo cinco (5) gendtipos-fonte do grupo
heterético Flint e quatro (4) do grupo Dent. Os cruzamentésr&m realizados apenas entre
linhagens do mesmo grupo heterético. Posteriormente, os gendtipos-forfteram
autofecundados de 3 a 5 plantas resultando na geragan sequéncia, as plantas da geracao
F., foram autofecundadas para obter a geraga®& fim, para cada genadtipo-fonte,(F. e
S,) foi realizada a indugéo de haploidia em lote isolado. Entretanto n&o foram obtidos haploides
de todas as geracoes, devido a perdas de campo, resultando em 16 linhagens duplo haploides
(Tabela 1).
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Tabela 1 Linhagens duplo haploides avaliadas no experimento de sele¢éo de haplc
milho com base na atantomia foliar conforme origem, gel@&gab,, S1) e grupo heterotice

do gendtipo-fonte

N° de gendtipos-fonte  Linhagens Geracgbes Grupo Heterotico
1 G2 Fi, S Flint
2 G3 St Flint
3 G4 F, S Flint
4 G5 F2, S Flint
5 G6 F, R Flint
6 G7 F1 Dent
7 G8 Fi, 2, S Dent
8 G9 Fi, S Dent
9 G12 St Dent

3.4.3.0btencéo de haploides

O campo de inducéo de haploidia foi implantado em dezembro de 2017 por semeadura
das nove genotipos-fonte em fileiras individuais intercaladas pelo hibrido indutor de haploidia
gimnogenético (TAIL P TAIL P2), na proporgédo 1:Osindutores TAIL R e TAIL P.foram
desenvolvidos pelo Centro Internacional de Melhoramento do Milho e FrigtMMYT
(Prassana et al. 2012) e séao licenciados para uso pela Embrapa Milho e Sorgo por meio de
contrato.

As médias climéticas do campo de inducéo de haploidia neste periodo foram de 500 mm
de pluviosidade, 25,9°C de temperatura, com média de maximas em torno de 33°C e 75% de
Umidade relativa do ar. A inducéo de haploidia foi efetuada em campo, com isolamento de
1000 m de outros plantios de milho em seu entorno. O plantio se deu de forma mecanizada, no
espacamento de 4,20 m x 0,70 m com aplicacdo de 350 kg/ha da formulacdo 8-28-16 (N-P-K)
no momento do plantio. O campo de indugé&o recebeu irrigagcéo para manutengao das demandas
hidricas da cultura e foram efetuados os demais tratos culturais recomendados para a cultura do
milho (Pereira Filho e Borghi 20)@onforme o desenvolvimento da cultura.

Por ocasido do pendédo encartuchado, houve o despendoamento de todas as plantas dos
gendtipos-fonte de forma a permitir que apenas o pélen derivado dos indutores de haploidia
estivesse no campo. A colheita do campo se deu em abril de 2018, de forma manual, em que as

espigas de cada genotipo-fonte colhida foram inseridas em sacolas identificadas com etiquetas
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relativas a sua origem e grupo heteraotico.

Apds o cruzamento dos gendtipos-fonte de diferentes geragpés & S com o
hibridos indutores de haploidia (TAIL RITAIL P2), efetuou-se a selecdo de sementes por
meio do marcadoR1-navajo (R1-nj). Neste sistema, as sementes de cada espiga que
apresentavam pigmentag¢do puarpura no endosperma e auséncia da pigmentacdo no embrido
foram selecionadas como sementes haploides, sendo descartadas as sementes diploides (cor
pigmentacao purpura no endosperma e embrido) e sementes com auséncia de pigmentacao. A
selecéo de haploides, ou seja, de plantas de milho com a metade dos cromossomos conhecidos
para a espécie, as quais apresentam sementes com presenca de pigmentacdo purpura n
endosperma e auséncia de pigmentacao purpura no embrido, se deu entre abril e agosto de 2018
sendo selecionadas cinco gendtipos-fonte Flint e quatro do grupo Dent para duplicacéo

cromossOmica.

3.4.4. Duplicacdo cromossémica

Apos identificacdo de possiveis haploides, procedeu-se a duplicacdo cromossémica para
obtencéo de linhagens duplo haploides. Para tanto, de cada gendétipo-fonte e gereg@o (F
S;) foram contadas 50 sementes para duplicacdo. Desta forma, os tratamentos para duplicacao
cromossdmica foram constituidos de cinco haploides derivados de gendtipos-fonte Flint e
quatro haploides derivados de gendétipos-fonte Dent. Cada haploide de milho era representado
por 50 sementes de cada geracddfe S, resultando em nove grupos em um total de 1350
plantas para tratamento. A duplicacdo cromossdmica se deu em janeiro de 2019, adotando-se o
protocolo preconizado por Couto et al. (2013), com modificagdes. As sementes haploides foram
semeadas em bandejas plasticas contendo vermiculita a 3cm de profundidade. Estas bandejas
foram mantidas em casa de vegetacdo climatizada, com temperatura em torno de 25°C e
umidade relativa do ar em torno de 60%. ApOs transplantio, a irrigacdo das plantulas foi
efetuada em dias alternados, de forma a manter a umidade do substrato na melhor condi¢ao
possivel, até a duplocagdo cromossdmica.

Apés 15 dias da semeadura, as plantulas passaram pelo processo de duplicacdo
cromossOmica no laboratério de tecnologia de duplo haploides da Embrapa Milho e Sorgo.
Inicialmente, as plantulas foram cuidadosamente retiradas das bandejas, passando por lavagem
das raizes em agua corrente. Em seguida, foram agrupadas em macos de 25 plantulas,
identificadas conforme seu gendtipo-fonte de origem, cada maco foi inserido em béqueres de
800 ml com agua, para evitar o murchamento. Para duplica¢cdo cromossdmica foram preparados

10 litros de solugcéo composta pelos reagentes: colchicina 1% (m/v), dimetilsulféxido 1% (v/v)
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e Tween20 1% (v/v), na propor¢cdo (1:1:1). ApGs preparo, 185 mL dessa solucdo foram
colocados em béqueres de 600 mL, envolvidos por papel de aluminio, para evitar a
fotodegradacao da colchicina. Estes béqueres foram transferidos para capela de exaustéo, e en
cada béquer foi inserido um maco de 25 plantulas devidamente identificado. As plantulas foram
mantidas em tratamento por 6 horas, na auséncia de luz e em temperatura ambiente, visando-Se
promover a duplicagdo cromossdmica via absorgao radicular.

Apos seis horas de tratamento em solucdo de colchicina, os macos de plantulas foram
retirados da solucéo e alocados em peneiras cubicas, e transferidas para tanque de lavagem viz
aspersao por 30 minutos. Posteriormente, as plantulas duplo haploides foram transplantadas
para bandejas plasticas contendo substrato comercial, e transportadas para casa de vegetaca
climatizada, sendo mantidas por 20 dias para recuperacdo do tratamento com colchicina e
aclimatacao pré-transplantio. Apés dois dias do transplantio para o substrato comercial foram
realizadas adubagé&o foliar com 3 mL/L de micronutrientes e 3 g/L de 19-19-19 (N-P-K). A
aplicacdo foi a cada sete dias para atender as exigéncias nutricionais das plantulas, até o
transplantio definitivo das plantas.

No transplantio definitivo das plantulas duplo haploides para vasos, as plantulas foram
cuidadosamente retiradas das bandejas com substratos e transplantadas manualmente para vasc
de 20 L com solo adubado utilizando uma dosagem equivalente a 2000 kg/ha de 4-28-16 (N-P-
K) + Zn. Foram transplantadas trés plantulas por vaso identificado por tratamento, no dia
05/02/2019, sendo os vasos mantidos em casa de vegetacao climatizada. O manejo posterior ac
plantio foi efetuado conforme as exigéncias da cultura (Amaral Filho et al. 2005), sendo duas
adubac0Oes de cobertura, com 30 g de sulfato de amoénia (20% de nitrogénio e 22% de enxofre)
no estadio V5 e 16 g de uréia (45% de nitrogénio) em V8. Apoés o transplantio definitivo, a
irrigacéo nos vasos foi efetuada em dias alternados, de forma a manter a Umidade do substrato

em condi¢Bes Otimas para as plantas.
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3.4.5. Identificacéo de haploides por fenotipagem e anatomia foliar

Para a identificacdo de duplo haploides via anatomia foliar foram selecionados seis
gendtipos no estadio V6 (quatro plantas duplo haploides e dois falso-positivos) em cada um dos
nove grupos de genotipos-fonte (Tabela 1). A diferenciacdo entre duplo haploides e falso-
positivos foi realizada com base nas caracteristicas morfoagronémicas (porte, angulo foliar,
coloracao de caule e folhas eretas ).

Apés autofecundacédo das plantas por ocasido do florescimento, entre 55 a 70 dias apoés
o plantio, e colheita de haploides putativos, confirmou-se a selecdo preliminar dos duplo
haploides amostrados por caracteristicas morfoagronémicas: niumero de sementes/espiga e
coloracdo das sementes. Desta forma, espigas com uma ou poucas sementes de coloragac
amarela confirmam tratar-se de uma planta duplo haploide, enquanto espigas com alta granacéo
e presenca de sementes com coloracdo branca e/ou presenca de antocianina retratam falso
positivos.

De cada planta coletou-se amostra da quinta folha expandida (contando de baixo para
cima), resultando em um total de 162 amostras, considerando os nove grupos de linhagens
duplo-haploides.

Para padronizacdo da coleta de amostras nas plantas selecionadas, na quinta folha de
cada planta, mediu-se 3 cm no sentido da base a extremidade, retirando-se uma amostra
retangular de 1 cm de folha, cortada no sentido transversal da parte mediana do limbo. Estas
foram acondicionadas em tubos identificados contendo etanol 70%. Em seguida, os tubos foram
transportados até o Laboratério de Biologia Molecular para a remocéo total da clorofila da folha
e obtencao das estimativas de tamanho e densidade dos estdmatos. Essa remocéo foi facilitade
por quatro trocas de etanol 70%, a intervalos de 24 horas, feitas durante trés dias.

Para capturar a imagem dos estdomatos foi retirada uma sub-amostra retangular da
amostra foliar, apds remocéao da clorofila, utilizando-se bisturi para corte do tecido no sentido
da extremidade a nervura central. Em seguida, para evitar o ressecamento da sub-amostra,
adicionou-se alcool 70% na lamina de vidro, cobrindo-se a amostra com laminula. As analises
das laminas ao microscopio foram efetuadas sem o uso de corantes.

A visualizacdo dos estbmatos foi efetuada com o uso de microscépio eletrénico
estereoscopico modelo ZEISS Axio Zoom V16 na magnificagdo méaxima (112x), com camera
acoplada, na area padrdo 0.459%mtmo modo campo claro, utilizando-se a regi&o proxima a
nervura central, na parte abaxial da folha na lente, e transmitindo-se a imagem para computador,

para medigéo.
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Para obter o tamanho dos estomatos foi adicionada uma escala de tamanho fixo do
equipamento para afericdo, sendo mensuradas a distancia vertical (altura) e horizontal (largura)
das extremidades das células guarda de cada estdbmato, totalizando, 10 estdmatos/imagem, par:
cada um dos seis genotipos selecionados (quatro plantas duplo haploides e dois falso-positivos)
Posteriormente, foi estimada a area de cada estdmatos mediante aplicagdo da formula A = a x
b x 1, em que: a = raio menor; b = raio maior; © = valor de Pi referente a 3,1416. Na mesma
area em gue foram medidos os estdmatos, efetuou-se a avaliacdo da densidade de estdématos pc
meio de contagem manual, em uma area padrdo da imagem de 02459 mm

Estas informacdes foram cruzadas com os dados de densidade e area de estdmatos
obtidos nas avalia¢des, conforme protocolo preconizado por Souza et al. (2018), para definir

pontos de corte para identificacdo de duplo haploides putativos e falsos-positivos.

3.4.6. Andlises estatisticas

Para andlise estatistica foram considerados os dados de area e densidade de estdmatos
A andlise dos dados de area de estdmatos foi processada por analise de variancia, considerand
um modelo inteiramente casualizado com nove tratamentos, referente ao nimero de grupos de
linhagens duplo-haploides derivadas de diferentes genotipos-fonte. Em seguida, o efeito de
grupos de linhagens DHSs foi desdobrado em gerac@eb.(E S), tipo de gendtipo (DH ou
falso-positivo) e na interacao entre estes dois efeitos (geracdes x tipo). As médias obtidas foram
avaliadas via teste de Scott-Knott a 5%. Por fim, as médias de area e densidade de estdmatos
foram comparadas entre DHs e FPs por meio do teste T para duas médias a 5%. Todas as

andlises foram efetuadas com auxilicsdftwareSISVAR (Ferreira, 2019).

3.5.Resultados e Discussao

Para area de estdbmatos houve efeito de grupos (Tabela 2), indicando diferenca de
comportamento dos gendtipos avaliados em relacdo a esta caracteristica. Efetuou-se também o
desdobramento dos graus de liberdade de grupos para geracdes, em que 0s genotipos-fonte
foram convertidas em DHs {H~ e S), para o tipo de gendtipo obtido (DH putativo ou falso-
positivos) e para a interagcao entre estes dois fatores.

N&o houve diferenca significativa para area de estématos entre os grupos em funcéo da
geracdo (E F e S) em que os gendtipos DHs foram obtidos, denotando que o avancgo de
geragcfes ndo causa diferenca entre os genotipos estudados para esta caracteristica. O teste

evidenciou ainda diferencas significativas para tipo de grupo, indicando diferencas entre duplo



26

haploides e falso-positivos, corroborando a possibilidade de uso desta caracteristica como
diferenciador entre haploides e diploides (Choe et al. 2012, Souza et al. 2018).

Tabela 2—- Resumo das analises de variancia para area e densidade de estématos, avaliados en
plantas duplo haploides de milho oriundas de nove grupos distintos de duplo-haploides e médias
de area e densidade de estdmatos do desdobramento de interacdo Geracao (F1, F2 e S1) x Tip

de gendtipo (Duplo haploide ou falso-positivo)

QM QM
FV Gl Area Gl Densidade
Grupos 8 704107,07** 8 621,60**
Geragad 2 75405,27 2 745,82*
Tipo? 1 1 690,86*
4506177,40%*
Geracdao x Tipo 2 982123,63** 2 1195,60*
Tipo/Geracao F 1 1 3003,97**
5321735,77**
Tipo/Geracao ¥ 1 713673,56** 1 70,53
Tipo/Geragéo § 1 435015,32** 1 7,58
Erro 896 73686,27 77 160,41
CV (%) 33,07 26,06
Média (um) 820,72 48,60
Minimo (um) 350,08 22
Maximo (um) 2160,15 91
Geragbes Area Densidade

Duplo Haploide  Falso-Positivo

Duplo Haploide

Falso-Positivo

F1 727.0581b 1057,642a 6la 37b
F2 768,0907b 894,7363a 43a 48a
S 813,9886b 895,512a 48a 47a

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste F.

** nivel de significancia a 1%; * nivel de significancia a 5%.

CV = coeficiente de variagdo experimental.
lGeragdo: EF, S
2Tipo: DH (duplo haploide); FP (falso-positivo).
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Houve efeitos significativos para a interacdo entre gerac@e$»(E S) e tipos de
gendtipos, indicando que, independente da geracdo em que o DH foi obtido, € possivel
distinguir duplo haploides de milho de falsos positivos de maneira eficiente por meio da
medicdo da area de estbmatos (Tabela 2).

Para densidade de estdmatos (niumeros de estbmatos em uma area de 0,459m2) houve
efeito significativo de genotipos, indicando diferengas no numero de estdmatos entre os
tratamentos avaliados. O desdobramento dos graus de liberdade de grupo em geracdes indicou
diferenca entre os duplo-haploides, evidenciando que a geracdo em que é obtida a linhagem DH
pode interferir na expressao desta caracteristica. Houve diferenca entre tipos de gendétipos,
indicando que a densidade de estbmatos também pode ser uma caracteristica para a selecéo d
haploides, o que € corroborado por Choe et al. (2012). Entretanto, o desdobramento da interacao
geracdes por tipos de gendtipos demonstra que houve diferenca de densidade de estdbmatos
apenas para genotipos derivados da geragaadnotando um efeito de heterose para a
expressdo desta caracteristica, possivelmente ocasionado pelos hibridies-positivos
(Tabela 2).

Os coeficientes de variacdo experimental foram de 33,07% e 26,06% para area e
densidade de estdmatos, respectivamente. Esses valores extrapolam a faixa padronizada pare
experimentos em laborat6rio, cuja condicdo ambiental € controlada (Pimentel-Gomes, 2009).
Souza et al. (2018) avaliando progénies duplo haploides, haploides e diploides, apontaram
coeficientes de variacdo de 12,33% e 10,41% para as caracteristicas densidade de estématos «
comprimento da células-guarda, respectivamente, o que demonstra boa precisdo experimental
para as medi¢cdes em diferentes tipos de gendtipos avaliados. Entretanto, no experimento de
Souza et al. (2018) foram avaliadas duas progénies para cada tipo de gendtipo, enquanto no
presente experimento foram avaliadas 16 progénies oriundas de diferentes genétipos-fonte, o
que implica em maior variabilidade nos gendtipos em avaliacdo. Em adi¢cdo a este fato, foi
detectadazrande amplitude para area de estomatos (350,08 a 2160,15 pum) e densidade de
estdmatos (22 a 91 estdmatos/area de 0,459um?2) (Tabela 2).

O desdobramento da interagdo tipo de genétipo em cada geracdo demonstra que,
independente da geracdo em que foi efetuada a indugdo de haplgidia €FS), a area
estomatica sempre tem valor menor em linhagens duplo haploides quando comparada com
falso-positivos (Tabela 2), confirmando com o observado na Figura 1. No desdobramento da
interacdo geracao por tipo de genotipo, foi possivel observar diferencas de classes de plantas
duplo haploides e falso-positivos somente na gerac@arg densidade de estomatos (Tabela

2). Este resultado denota que a densidade de estdbmatos pode ndo ser uma caracteristica idee
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para distingdo entre DHs e FPs, uma vez que pode haver diferencas em progénies F
possivelmente como efeito de heterose, mas que se dissiparia com o0 avanco de endogamia..
Com relacdo a area de estbmatos, para estas geracdes foi possivel mensurar pelo teste F
diferencas significativas para tipo de gendtipos. Na geragabtiveram-se valores médios de

area de estbmatos 768,09 e 894,74, para duplo haploides e falso-positivos (Tabela 2). Na
geracdo Hos valores médios obtidos para a mesma variavel resposta foram 813,99, duplo
haploides, e, 895,51, falso-positivos (Tabela 2).

Trindade et al. (2019) estudaram efeitos de avanco de geracfes para alguns genaotipos
na identificacdo de haploides. Os mesmos autores concluiram que ndo € possivel determinar
um padréo de taxas de indug&o de haploides entre gera¢cdes. Com o desdobramento da interaca
geracao por tipo de gendtipo é possivel validar inducéo de haploidia entre as gardedes F
S1, em genotipos-fonte de grupos heteroéticos Flint e Dent utilizando a analise anatémica dos
estOmatos.

Para a densidade de estdbmatos, a geracaprEsentou maior frequéncia de plantas
duplo haploides (Tabela 2). As geracogs B nao apresentaram diferencas significativas entre
plantas duplo haploide e falso-positivos, e, ndo houve a distinguibilidade dos tipos de genétipos
dentro destas geracfes. Para a area de estdbmatos obteve-se diferenciacdo de tipos de gendtipc
nas geracdesiFF e S. Na geracao f+houve maior valor de area de falso-positivos cuja
estimativa foi de 1057,64, e, nas gerac@es & houve menor valor de area de falso-positivos
(Tabela 2). Para esta caracteristica as frequéncias de plantas duplo haploides foram idénticas
nas geracOes estudadas.

Em termos de valores médios de area estdmatos verificou-se a formacao de trés grupos,
pelo teste de Scott-Knott, em que os genotipos G8S1 e G9F1 apresentaram 0s valores mais
elevados (1084,16 e 965,38 um, respectivameriabela 3). Com relagdo ao niumero de
genotipos componentes dos grupos, o primeiro e o segundo grupo foram formados por 5
genotipos, respectivamente, enquanto o terceiro grupo, com menores valores de médias, foi
formado por seis genotipos.

Para numero de estbmatos, foram formados 2 grupos (Tabela 3), em que o grupo de
maiores médias foi formado por 11 gendtipos, sendo os gendtipos G7F1, G8S1 e G9S1, os que
expressaram os valores mais elevados de média (59,3, 58,8 e 59,2/ 112x 0%59 mm
respectivamente). Os dados de agrupamento pelo teste de Scott-Knott indicaram maior
formacdo de grupos e variabilidade nos valores estimados para a area de estdmatos, em
comparacao com a densidade de estdmatos.

Em geral, ndo se observou relacdo entre area e nimero de estbmatos ou geracdes, mas
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os dados obtidos corroboram que os valores destas caracteristicas sofrem grande influéncia do

gendtipo.

Tabela 3— Médias déirea e de densidade de estdmatos de linhagens duplo-haploides ¢

oriundas de nove genotipos-fonte com diferentes geracdes

Densidade de estbmatos

Gendtipo Area de estématos (Lm?)

(em 112 x 0.459 mr)
G2k 655,07 C 53,6 A
G25 796,24 B 49,7 A
G2S 735,38 C 47,4 A
G4k 710,71 C 33,3 B
G4S 943,32 A 315 B
G5k 876,65 A 50,3 A
G55 610,14 C 53,7 A
G6R 743,67 C 51,7 A
G6R 680,87 C 42,7 B
G7h 828,62 B 59,3 A
G8Rh 832,85 B 58,8 A
G8R 865,86 B 48,3 A
G8S 1084,16 A 51,2 A
GY9R 965,38 A 47,2 A
G9S 798,77 B 59,2 A
G128 892,07 A 42,0 B

Médias seguidas da mesma letra sdo pertencentes ao mesmo agrupamento, pelo test
Knott a 5% de probabilidade.

Por outro lado, percebe-se que o tipo de gendtipo pode ser um fator de diferenciagéo
(Figura 1). Com relacéo a densidade de estdbmatos, verifica-se que linhagens duplo haploides
apresentaram maiores médias para esta caracteristica, com diferenca de até dez estdmatos entr
uma classe e outra. Por sua vez, a area de estdmatos foi mais reduzida em linhagens duplo
haploides do que em individuos diploides (falsos-positivos), denotando um efeito
compensatorio em que a menor area de estdmatos é balanceada pela maior densidade dos

mesmos por folhas.
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Figura 1 — Médias de densidade e area de estdmatos por tipo de genétipos (DH =
haploide e FP= Falso-positivo) em linhagens duplo haploides de milho oriundas d
genotipos-fonte com diferentes geracOekdias, representadas por barras,seguida
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5%.

Houve efeito de geracdo para densidade de estdmatos (Figura 2). Linhagens duplo
haploides na geracaaq &presentaram valores meédios superiores, em comparacao as geracoes
F> que apresentaram valores inferiores;ec8m valores intermediarios. No caso da area de
estdmatos, ndo foi observada diferencas em qualquer uma das gera¢des em que foi induzida a
haploidia (Figura 2). Esses resultados confirmam os dados da analise de variancia (Tabela 2),
indicando que a geragdo em que é induzida a haploidia ndo causa efeito de variacdo na area
estomatica. Contudo, a variagdo na densidade de estdmatos em funcdo da geracdo em que ¢

feita a inducao necessita de analises adicionais para sua completa compreensao.
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Figura 2 — Médias de densidade e area de estdmatos por geracBog’) de linhagens

duplo haploides de milho oriundas de nove genétipos-fonte com diferentes geracc

A densidade e area de estOmatos séo caracteristicas oriundas da anatomia foliar. Sendo
assim, a anatomia foliar € uma ferramenta que auxilia na selecéo de tipos de genotipos, plantas
duplo haploides e falso-positivos. Souza et al. (2018) concluiram que a afericdo das
caracteristicas comprimento de células guardas de estdmatos e densidade de estdbmatos seri:
uma metodologia eficiente e n&o destrutiva para selecionar tipos de gendtipos. Ainda
ressaltaram que a implementacdo da técnica aumenta a eficiéncia na producdo de duplo
haploides permitindo distinguir diploides (falso-positivos) de plantas haploides e duplo
haploides em um estagio inicial.

A inducéo de haploidia pode ser realizada em qualquer tipo de populacdo e geracéo. Na
cultura do milho, a tecnologia de linhagens duplo haploides tem sido empregada na obtencao
de linhagens a partir de hibridos(Frindade et al. 2019), selecionados conforme os objetivos

do programa. Assim, os resultados obtidos para densidade e area estomatica naygeegao F
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tipo de gendtipos, duplo haploides e falso-positivos, validam a obtenc¢éo de linhagens haploides
nesta geragao.

Na Tabela 4, sdo apresentados os valores médios de area e densidade de estébmatos par
cada uma das 16 linhagens dos grupos Flint e Dent avaliados, comparando-se gara cad
gendtipo os individuos duplo haploides e falso-positivos. Para area de estdmatos, com excecao
dos duplo-haploides derivados dos gendtipos-fonte1,G23S, G4k, G8k e G9R, houve
diferencas significativas entre linhagens duplo haploides e falso-positivos, sendo que, com
excecdo das linhagens DHs derivadas do gendétipo-fonta, @BEervou-se menor area
estomatica em falso-positivos (diploides) que em DHs (Tabela 4). Por outro lado, com relagao
a densidade de estdbmatos, houve diferencas significativas apenas para os genati@sH#;3S
G8F. e G93, ndo houve diferencas significativas entre DHs e falso-positivos. Percebe-se ainda
gue para a maior parte dos genadtipos-fonte avaliadas, h4 uma tendéncia de maior densidade
estomatica (Tabela 5).

Os resultados obtidos indicam que a area estomatica é uma caracteristica de maior
estabilidade para a distincdo entre duplo haploides e falso-positivos, enquanto a densidade
estomatica, embora apresente tendéncia de ser maior em DHs que em falso-positivos, pode nao
distinguir significativamente DHs de falso-positivos. Importa ainda destacar a tendéncia de
maior numero de estbmatos com menor area nos DHs de milho avaliados no experimento,
indicando um efeito de plantas, estando associados diretamente a processos fotossintéticos
(Melkonian et al. 2004), indicando que a menor area estomatica, que prejudicaria as trocas
gasosas, é compensada pela maior densidade estomatica. Souza et al. (2018) avaliando 0s tipo:
de gendtipos (haploides, duplo haploides e diploides) verificaram que os diploides, falso-
positivos, formaram um grupo distinto dos haploides e duplo haploides. Os mesmos
pesquisadores ressaltaram que os diploides apresentaram valores intermediarios para a

densidade de estbmatos.

Tabela 4— Comparacéo entre médias de area e densidade de estdmatos de linhagens duplo
haploides e falso-positivos derivados de gendtipos-fonte em diferentes geracoes
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Linhagens Area de estdmatos Densidade de estdmatos
DH FP Testet Significancia DH FP Testet Significancia
G2h 642,7 704,4 0,0232 * 55,3 47,0 0,1459 ns
G25 829,4 729,9 0,0675 ns 47,6 60,0 0,7625 ns
G3s 734,9 737,3 0,9662 ns 49,3 40,0 0,0473 *
G4k 704,0 744,0 0,1685 ns 31,4 43,0 0,9250 ns
G4S 896,9 1036,2 0,0478 * 33,0 24,0 0,0793 ns
G5k 778,9 1072,2 0,0038 ** 51,6 44,0 0,1499 ns
G5S 589,8 650,8 0,0120 ** 49,3 58,0 0,1165 ns
G6R 748,8 545,0 0,0003 ** 54,0 47,0 0,1000 ns
G6R 606,5 1018,0 0,0000 ** 43,6 38,0 0,0309 *
G7h 734,4 1017,0 0,0000 ** 69,3 39,5 0,1001 ns
G8h 587,3 1323,9 0,0000 ** 74,0 28,5 0,0130 *
G8R 866,4 864,8 0,9702 ns 46,5 52,0 0,7457 ns
G8S 884,4 1483,6 0,0000 ** 59,5 34,5 0,1415 ns
GY9R 943,7 1008,7 0,4933 ns 49,6 35,0 0,1172 ns
G9S 596,1 1204,2 0,0000 ** 63,6 37,0 0,0296 *
G12§ 736,7 1202,9 0,0000 ** 44,0 32,0 0,0896 ns

* ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

A anatomia foliar tem sido alvo de estudos para diferentes espécies, pois por meio desta
metodologia € possivel associar tamanho de células-guarda de estdbmatos e niveis de ploidia.
Estudos recentes em pimenta doce comprovaram que o comprimento médio do estémato foi
maior em diploide 35,2 * 2im, e, menor em haploide 26,4+ 2,4um (Shrestina e Kang 2016).
Przywara et al. (1988), estudando a espAci@idia deliciosa quiui, concluiram correlacéo
entre comprimento das células guarda dos estdmatos e a distincdo de plantas haploides e
diploides (24 £ 1,im e 33 + 2,4 um, respectivamente).

Em milho subtropical, Choe et al. (2012) verificaram que o comprimento médio das
células-guarda dos estdbmatos € uma caracteristica eficiente para diferenciacdo de plantas
haploides e diploides. Por sua vez, Sekiya et al. (2020), avaliando amostras de folhas de milho
coletadas nos estadios V2/V3, verificaram que a morfometria dos estbmatos € uma metodologia

eficiente para distingdo entre haploides e falso-positivos em milho doce. O presente trabalho
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confirma a eficiéncia da avaliacdo da area estomatica para selecao de haploidesnftuyen,
haja um efeito compensatoério entre area e densidade estomatica, esta ultima caracteristica nao
apresentou eficiéncia suficiente, quando se avaliou cada genotipo visando a diferenciacdo de

haploides putativos.

3.6.Conclusbes

A &rea estomética é uma caracteristica eficiente para distincdo de duplo haploides e
falso-positivos em estadios precoces de desenvolvimento. A densidade estoméatica, com
excecao da geracaq,mao apresentou diferencas significativas entre DHs e falso-positivos
para uso na selecado de haploides putativos, embora se verifique menores médias de densidade
estomatica em diploides que em duplo-haploides, em termos de valores absolutos.

A geracdo em que é feita a inducdo de haploidia ndo interfere na anatomia foliar de
duplo haploides de falso-positivos, permitindo o uso da é&dsadensidade estomatica para

distincdo de haploides, independente da geracéo do gendtipo-fonte.
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4. CAPITULO 2

USO DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO E METODOS DE
CLASSIFICACAO SUPERVISIONADA NA IDENTIFICACAO DE HAPLOIDES EM
SEMENTES E PLANTAS DE MILHO

4.1.Resumo

A identificacdo eficiente de sementes haploides e plantas haploides de milho auxilia na
obtencéo de linhagens para o desenvolvimento de cultivares. Atualmente, a classificacdo de
sementes haploides € pela analise visual baseada no marcador glh@étieaja Em campo,

plantas haploides e duplo-haploides podem ser identificadas por seu desenvolvimento lento e
pela sua arquitetura foliar, com folhas eretas e mais estreitas, em comparagdo com plantas
diploides. No entanto, estes métodos de classificacdo demandam espaco, recursos e tempo. A
espectroscopia no infravermelho préoximo (NIR) associada a métodos de calibracédo
multivariados € uma alternativa para identificacdo de sementes e plantas de forma rapida e
precisa. O presente trabalho teve como objetivo classificar por NIR, sementes haploides e
diploides e diferenciar plantas haploides, duplo-haploides e diploides em diferentes genétipos-
fonte. Para isto, em um primeiro experimento foram analisadas sementes de milho haploides e
diploides de quatro gendtipos-fonte. Em outro experimento, foram avaliadas e diferenciadas
plantas diploides, haploides e duplo-haploides de 34 gendétipos-fonte. Em ambos os
experimentos, a avaliagdo visual foi utilizada para a classificacdo de sementes haploides e
diploides, e plantas haploides, duplo-haploides e diploides. Foram coletados dados espectrais
de todas as amostras de sementes e todas as amostras foliares utilizando o aparelho MicroNIR
portatil. Em seguida, os dados foram pré-processados por analise de componentes principais
(PCA), seguindo-se de andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PL&-DA).
utilizacdo do MicroNIR portétil, associado ao método PLS-DA, possibilitou a classificacédo de
sementes haploides e diploides, plantas haploides, duplo-haploides e diploides. O método é
rapido, simples, ndo destrutivo e confiavel para selecéo de haploides em milho, em comparacgao

ao método visual.

Palavras-chave&ea maysandlises multivariadas, tecnologia de duplo-haploides.
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4.2 Abstract

The efficient identification of haploid seeds and haploid corn plants helps to obtain lines for the
development of cultivars. Currently, the classification of haploid seeds is by visual analysis
based on th&®1-navajogenetic marker. In the field, haploid and double-haploid plants can be
identified by their slow development and by their leaf architecture, with erect and narrower
leaves, compared to diploid plants. However, these classification methods demand space,
resources and time. Near infrared spectroscopy (NIR) associated with multivariate calibration
methods is an alternative for quickly and accurately identifying seeds and plants. The present
work aimed to classify haploid and diploid seeds by NIR and differentiate haploid, double-
haploid and diploid plants in different source genotypes. For this, in a first experiment, haploid
and diploid maize seeds of four source genotypes were analyzed. In another experiment,
diploid, haploid and double-haploid plants from 34 source genotypes were evaluated and
differentiated. In both experiments, visual evaluation was used to classify haploid and diploid
seeds, and haploid, double-haploid and diploid plants. Spectral data were collected from all
seed samples and all leaf samples using the portable MicroNIR device. Then, the data-were
processed by principal component analysis (PCA), followed by discriminant analysis by partial
least squares (PLS-DA). The use of portable MicroNIR, associated with the PLS-DA method,
enabled the classification of haploid and diploid seeds, haploid, double-haploid and diploid
plants. The method is fast, simple, non-destructive and reliable for haploid selection in corn,

compared to the visual method.

Key words:Zea maysmultivariate analysis, doubled-haploid technology.
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4.3.Introducao

A tecnologia de duplo-haploides (DHSs), utilizada para reduzir o tempo para obtencgao
de linhagens homozigotas para até trés geracdes (Prasanna et al. 2012), tem sido uma ferrament:
importante em programas de melhoramento de milho (Yu et al. 2018), reduzindo o tempo de
desenvolvimento de cultivares

O método mais comum para obtencéo de haploides € a indug&o (Qu et al. 2021)

e a taxa de inducao € de aproximadamente 10%. Assim, sementes diploides, e com inibicdo da
expressdo do marcadBr-navajo (R1-nj), também estéo contidas na espiga. E necessario a
classificacdo de sementes para selecionar as que tém potencial para derivar linhagens duplo-
haploides (Yu et al. 2018, Cui et al. 2019). Desta forma, a eficiéncia da tecnologia de linhagens
duplo-haploides depende de uma classificacéo precisa e rapida.

Usualmente a selecdo de sementes haploides é baseada em analise visual por meio do
marcador genéticR1-nj, que codifica a pigmentacdo purpura no endosperma e embrido das
sementes (Chase, 1952, Nanda e Chase, 1966). No entanto, a expressacdRdenppode
variar entre diferentes genétipos, o que reduz a precisao deste método (Cui et al. 2019).

Apoés transplantio no campo, a identificacdo de plantas haploides e duplo-haploides
(DHs) é baseada em caracteristicas morfolégicas, como o ciclo e arquitetura foliar. Plantas DHs
possuem crescimento mais lento e folhas eretas e mais estreitas, em comparagdo com as
diploides, além da diferenca de altura de planta e inser¢cdo de espiga (Chase, 1952; Prigge e
Melchinger, 2012; Wu et al. 2014).

Entretanto, a selecdo de sementes e plantas haploides e DHs demanda tempo, recursos
e espaco fisico, o que implica em maiores custos financeiros e de tempo para sua execucao.
Dessa forma, sdo necessarias alternativas para identificacéo de haploides em sementes e planta
gue proporcionem preciséo, e economia de tempo e recursos financeiros.

Técnicas espectroscopicas, como a ressonancia magnética nuclear (Nuclear Magnectic
Ressonance, em inglés - NMR) (Wang et al. 2016) e o infravermelho proximo (Near Infrared,
em inglés - NIR) (Jones et al. 2012) sao alternativas que podem ser utilizadas para auxiliar na
identificacdo de sementes haploides. Entre essas duas técnicas, a NMR possui algumas
limitagGes, como dificuldade de transporte, peso das amostras, e custo elevado.

O NIR é uma alternativa mais adequada uma vez que ha disponibilidade de
equipamentos portateis que podem ser precisos para analise de sementes e plantas (Wang et a
2016, Ikeogu et al. 2017, Pereira et al. 2018, Wiedemair et al. 2018, Cui et al. 2019).

A técnica de infravermelho proximo utiliza a radiagdo eletromagnética com frequéncia de
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comprimento de onda 750-2500 nm. Quando associada a métodos de calibragdo multivariada
permite avaliacdo qualitativa e quantitativa de forma rapida, ndo-destrutiva e sem a utilizacao
de reagentes (Cui et al. 2019). As bandas de absorcéo de luz no NIR séo referentes as vibracdes
das ligacdes dos grupos funcionais C-H, N-H, S-H e 0-H (Ghosh et al. 2016, Pan et al. 2013).
Assim, as informacdes dos dados espectrais das amostras correspondem a compostos organico
como, por exemplo, agua, proteinas, carboidratos e lipideos. Estes séo utilizados para identificar
as diferentes propriedades dos materiais analisados, ou quantificar os constituintes de uma
matriz de interesse agricola (Genisheva et al. 2018, Peng e Zhang, 2010; Tsenkova et al. 1999,
Wimonsiri et al. 2017, Wu et al. 2008, Liu et al. 2018, Yang et al. 2018). O uso do NIR tem se
expandido para varios temas e culturas, com muitas aplicacfes na cultura do milho (Berardo et
al. 2009, Simeone et al. 2018, Wakholi et al. 2018).

A diferenca de composicdo organica da matéria influencia na quantidade de luz
absorvida e resulta em diferentes bandas de absorcdo (Cui et al. 2019), que permitem a
identificacdo de um gendétipo. Nas sementes haploides, as bandas de absor¢cdo podem ser
influenciadas pela luz, umidade, temperatura, instrumento de coleta e pela propria semente
(Zhou et al. 2007). Dessa forma, para a identificacdo do material € necessario realizar a
construcdo de modelos matematicos que extraiam o maximo de informacdes dos dados
espectrais e eliminem os ruidos. Na literatura estdo descritos alguns trabalhos utilizando a
espectroscopia NIR e métodos de calibracdo multivariada ndo lineares para idemtifecaca
haploides em milho (Hong et al. 2016, Li et al. 2018, Yu et al. 2018).

Contudo, ainda nao foi utilizada a analise discriminante por quadrados minimos parciais
(PLS-DA) como método alternativo para a selecdo de sementes haploides de milho, e para
distincdo entre plantas haploides, duplo-haploides e diploides de milho. O método qualitativo
SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analegyodelagem independente por analogia
de classe) (Jones et al. 2012) pode ser utilizado para identificar os genétipos e as classes
haploides e diploides de acordo com seus espectros. A analise SIMCA & o método mais
representativo de modelagem de classe. Este método consiste em modelar cada classe
individualmente, ndo extraindo informagcdes das demais classes (Sena e Almeida et al. 2018).
No entanto, na literatura quimiométrica o método discriminante PLS-DA tem sido mais comum.
Pelo método discriminante PLS-DA é possivel definir um ou mais delimitadores entre duas ou

mais classes (Sena e Almeida et al. 2018).

O objetivo do presente estudo foi classificar, com o uso do NIR e aplicacdo do método

discriminante PLS-DA sobre os dados espectrais, sementes haploides e diploides derivadas de
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diferentes gendtipos-fonte, com base em amostras de sementes, e; distinguir plantas haploides,
duplo-haploides e diploides, obtidas também de diferentes gendtipos-fonte, com base em

amostras foliares.

4.4. Material e Métodos
4.4.1. Local e data

Os experimentos foram conduzidos em &reas experimentais, casa de vegetacdo e
laboratério, na Embrapa Milho e Sorgo (lat. 19° 28' 4" Sul, long. 44° 14' 52" Oeste, e alt. 751
m), em Sete Lagoas, Minas Gerais, entre novembro de 2019 e marco de 2020. As andlises das
amostras de sementes foram realizadas em novembro de 2019 e amostras foliares em marcgo de
2020 nos laboratérios da Embrapa Milho e Sorgo.

Todos 0s materiais vegetais avaliados nos experimentos (sementes haploides e
diploides, e plantas haploides, diploides e duplo-haploides) foram obtidas de campos de inducéo
de haploidia, contendo genétipos-fonte dos grupos heteréticos Flint e Dent cruzados com o
hibrido indutor de haploidia (TAIL1 x TAIL2), em fileiras intercaladas na proporcdo 1:1. No
momento da colheita houve a identificacao de cada gendétipo-fonte, com posterior classificacédo
de sementes e obtencdo de DHs via duplicagdo cromossomica.

Neste trabalho foram realizadas duas avaliacdes para identificacdo de haploides via
infravermelho proximo (NIR): Identificagdo de haploides por analise de sementes de milho; e,
Identificacdo de plantas haploides, duplo-haploides e diploides via avaliacdo de amostras de

folhas.

4.4.2. ldentificacdo de haploides por analise de sementes de milho via NIR

Neste experimento, realizado em novembro de 2019, foram avaliadas sementes de milho
haploides e diploides de quatro genotipos-fonte:33@BR, G4k e G7k. Os genotipos G2F
G3F, G4FR pertencem ao grupo heteroético Flint e G&Flo grupo Dent. Foram selecionadas
139 sementes de milho de cada gendtipo-fonte, sendo 69 sementes haploides e 70 sementes
diploides. As sementes foram classificadas visualmente como haploides ou diploides em virtude
da pigmentacao purpura condicionada pela presenca do marcador genético, no caftl-o gene
navajo As sementes que apresentavam pigmentacdo purpura no endosperma e auséncia da
pigmentacdo no embrido foram selecionadas como sementes haploides, e, as sementes

diploides, com pigmentacao purpura no endosperma e embrido.
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Os espectros de absorbancia foram obtidos a partir de cada semente, com o embrido
voltado para a lente do aparelho, na regido do infravermelho préximo (750 nm a 2500 nm),
utilizando um equipamento MicroNIR, modelo 1700 (JDSU, Flawil, Switzerland), equipado
com detector de InGaAs (Arseneto de indio e galio). A face da semente em que o embrido fica
mais evidente foi escolhida, uma vez que, a pigmentacdo purpura que diferencia semente
haploide de diploide esta contida no embrido e endosperma.

O equipamento foi calibrado utilizando padrdo de Spectralon®. Os espectros das
sementes foram obtidos em triplicata, na regido de 900 a 1700 nm com resoluc¢do 12,5 nm,
tempo de medida 0,25 segundos. Eles foram coletados em ambiente climatizado, a tamperatur
de 23 £ 2 °C e os espectros dos dois tipos de sementes: haploides e diploides, obtidos de forma
aleatoria.

Os dados espectrais foram analisados utilizando o software The Unscrambler verséao
10.4 (CAMO Software Inc., Norway). Diferentes pré-processamentos foram aplicados as
variaveis, comparativamente. No caso, para corrigir os efeitos de espalhamento da luz e
deslocamentos de linha de base, os espectros foram pré-processados utilizando a variacéo
normal padréo - SN\Standard Normal Varia)ee primeira derivada Savitzky-Golay. Os dados
também foram centrados na média. Para a constru¢cdo dos modelos foi realizado inicialmente
uma analise de PCA(incipal Component Analygipara a verificacdo da variancia amostral.

Em seguida, utilizou-se o algoritmo Kennard-Stone (Kennard e Stone, 1969) para a
selecdo do conjunto de amostras de treinamento e teste. Dessa forma, foram adotados dois
conjuntos, um de treinamento com 2/3 das amostras e outro de teste contendo 1/3 das amostras
Os dados espectrais das amostras foram processados utilizando o algoritmo Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA), que é um método de classificacédo
supervisionado que maximiza a relacdo entre as variaveis dependente e 0s escores, além de
reduzir a dimensionalidade das variaveis originais, corrigindo o problema encontrado em
matrizes singulares com posto incompleto. A analise PLS-DA € uma variagéo do algoritmo de
regressao por Quadrados Minimos Parciais (PLS), método de calibracdo inversa que busca
correlacionar a resposta instrumental (ma)izom um vetoy de concentra¢des. No caso do
PLS-DA a diferencga esta no fato de que o vgtoontera valores da classe a qual a amostra
pertence (Barker e Rayens, 2003). Nos modelos PLS-DA, o valor de classe -1 foi atribuido as
amostras de treinamento pertencentes as sementes e plantas que estavam sendo discriminade
(haploide). As semenres haploides pd@supigmentacdo parpura no endosperma e auséncia
de pigmentacdo no embrido. E, as plantas haploides, apresentavam porte reduzido e folhas

estreitas.
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O valor de classe 1 foi atribuido as amostras de treinamento das demais sementes e
plantas (diploides). As sementes diploides possuiam pigmentacdo purpura do endosperma e
embrido. Ja as plantas diploides apresentavam maior vigor no porte e folhas largas. O niumero
de variaveis latentes (VL) foi escolhido baseado no menor erro de classificacdo na validagao
cruzada. A validacéo cruzada foi realizada utilizando o método randémico com subconjuntos
de cinco amostras. Outro critério importante na construcdo do modelo PLS-DA é a deteccao de
amostras anémalasutliers). Essa deteccdo foi baseada na analise dos graficos de residuos
espectrais Q e deHotelling’s, ao nivel de confianca 95%. Para avaliar a qualidade e eficiéncia
do modelo de classificacdo desenvolvido foram analisados os seguintes parametros de mérito
(conforme descrito por Botelho et al., 2015): taxas de falso positivo (TFP), de falso negativo
(TFN), de sensibilidade (SEN), de especificidade (ESPEC), e de eficiéncia (TEF) em %, raiz
quadrada do erro médio de validacdo cruzada (RMSEBOYt(Mean Squared Error of
Calibration), RMSECV Root Mean Squared Error of Cross Validajipraiz quadrada do erro
médio de predicdo (RMSEPR@ot Mean Squared Error of Predictipe coeficiente de
determinac&o para o conjunto de treinamento e teéfe (R

A taxa de falsos positivos (TFP) representa o percentual de amostras que apresentaram
erros falsos positivos. E calculada como a relagdo entre o nimero absoluto de falsos positivos
(FP) e a soma do numero absoluto de erros falsos positivos (FP) e verdadeiros negativos (VN),
multiplicada por 100, representada pela equacao:

TFP = FP/(FP + VN) * 100 (1)

A taxa de falsos negativos (TFN) representa o percentual de amostras que apresentou
erros falso negativos, sendo calculada como a relacdo entre o nimero absoluto de falsos
negativos (FN) e a soma do namero absoluto de erros falsos negativos (FN) e verdadeiros
positivos (VP) multiplicada por 100, representada pela equacéo:

TFN = FN/(FN + VP) 100 (2)

A especificidade (ESPEC) representa o percentual de amostras pertencentes as outras
classes (y=-1) que foram identificadas como pertencentes a essas classes. Essa figura de méritc
€ calculada pela razdo entre o niumero absoluto de verdadeiros negativos (VN) e a soma do
namero absoluto de verdadeiros negativos (VN) e dos erros falso positivos (FP) multiplicado
por 100, representada pela equagéo:

ESPEC = VN/(VN + FP) * 100 (3)

A sensibilidade (SEN) representa o percentual de amostras pertencentes a classe
discriminada que foram identificados como sendo dessa classe. Portanto, sendo calculada como

a razao entre o numero absoluto de verdadeiros positivos (VP) e a soma do nimero absoluto de
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verdadeiros positivos (VP) e dos erros falsos negativos (FN) multiplicada por 100, representada
pela equacéo:

SEN = VP/(VP 4+ FN) * 100 (4)

Por fim, a taxa de eficiéncia (TEF) dos modelos de discriminagcdo pode ser obtida pela
diferenca entre o valor de 100% e a soma das taxas de erros falsos negativos (TFN) e falsos
positivos (TFP), representada pela equagao:

TEF = 100 — (TFN + TEP) (5)

4.4.3. ldentificacdo de plantas haploides, duplo-haploides e diploides via avaliacao
de amostras de folhas via NIR

Em marco de 2020 foram avaliados trés tipos de gendtipos de milho: diploides,
haploides e duplo-haploides obtidos por duplicacdo cromossémica de plantulas haploides. Estes
trés tipos foram obtidos a partir de um mesmo grupo de gendtipos, sendo utilizadas fontes dos
grupos heteréticos Flint (G1 a G6) e Dent (G7 a G12), totalizando 34 gendtipos-fonte induzidos
a haploidia (Tabela 1). Para duplicacdo cromossémica e obtencao de duplo-haploides, adotou-
se o0 protocolo preconizado por Couto et al. (2013), com modificacdes. No processo de obtencao
de DHs, tanto na identificacdo quanto na duplicacdo cromossdmica e no transplantio, ocorreram
perdas inerentes a inexisténcia de haploides na espiga, morte de plantas, ineficiéncia do
processo de duplicacdo e numero pequeno de sementes, tornando necesséria a duplicacédo d

todas as sementes haploides, resultando na relacdo de gendétipos da Tabela 1.



Tabela 1- Tipos de gendtipos e do processo de obtencado de haploides.
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Gendtipos-fonte  Haploides obtidos

DHs obtidos apos

Diploides

induzidos a apos inducdo de  duplicagéo identificados (falso-
haploidia cada genotipo-fonte cromossdmica de cada positivos) apos
haploide inducao

GlR H-G1lR DH - G1R DP - G1k
GlRk H-Glk DH - G1R
G1S H-G1S DH - G1S
G2R DH - G2k
G2k H- G2k DH - G2k DP -G2F2
G2S DP -G2S
G3R DH - G3R DP -G3k
G3Rk H-G3R DH - G3R DP -G3k
G3S H-G3S DH - G3S DP -G3S
G4k H- G4k DH - G4k
G4k H- G4k DH - G4k DP -G4k
G4s DH - G4S
G5k H - G5k DH - G5R
G5k H - G5R DH - G5k
G5S DH - G55
G6hR H- G6R DH - G6FR DP -G6R
G6R H- G6R DH - G6R
G6S DH - G6S DP -G6S
G7h H-G7R DH - G7R DP -G7h
G7R H-G7R DH- G7R
G7S H-G7S DP -G7S
G8h DP -G8k
G8R H- G8R DP -G8k
G8S H-G8S DP -G8S
GSR H- G9R DP -G9k
G99k DP -G9k
G9S DP -G9S
G10R H- G10R
G10S H- G10S
G1l1R H-G1l1lkR DP -G11k
G1l1s H-G11S DP -G11S
G112k H-G12R
G12k H-Gl2k DP -G12k
G125 H- G128
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Os genotipos de cada classe obtida foram semeados em casa de vegetacdo, em janeiro
de 2020. A coleta de dados ocorreu em marcgo de 2020. O transplantio de cada genétipo se deu
de forma manual para vasos de 20 L contendo solo adubado (dosagem equivalente a 2000 kg/ha
de 4-28-16 (N-P-K) + Zn. Tais vasos foram mantidos em casa de vegetacéao climabizada, c
temperatura em torno de 25 °C e umidade relativa do ar em torno de 60%. Foram realizadas
duas adubacbes de cobertura, com 30 g de sulfato de aménia no estadio V5 e 16 g de uréia em
V8 (Amaral Filho et al. 2005), e 0 manejo de irrigacéo se deu conforme as exigéncias da cultura.

No estadio de pré-florescimento coletou-se a terceira folha expandida de cada um dos
gendtipos previamente identificados como haploides, diploides e duplo-haploides. As folhas
foram armazenadas em sacos de papel e secas a 65 °C em estufa de ventilagédo forcada. ApGs
secagem, as folhas foram trituradas em moinho de facas na granulometria de 1 mm e prensadas
manualmente para a obtencdo de uma pastilha. Avaliaram-se as plantas haploides, DH e
diploides derivadas de 25, 19 e 20 gendtipos-fontes, respectivamente (Tabela 1). Para
amostragem de cada gendtipo-fonte (haploide, DH e diploide) foram selecionadas quatro
plantas haploides, quatro DHs e uma diploide.

Para a construcdo do modelo de classificacao foliar de plantas diploides, haploides e
DH, utilizando dados de espectroscopia no infravermelho proximo e métodos de calibracéo
multivariada foi obtido o espectro NIR das pastilhas de amostras de folhas de milho. Os
espectros de absorbancia foram obtidos a partir de cada pastilha de folha utilizando um
equipamento MicroNIR, modelo 1700 (JDSU, Flawil, Switzerland) equipado com detector de
InGaAs (Arseneto de indio e galio). O equipamento foi calibrado utilizando um padrdo de
Spectralon®. Os espectros das pastilhas de folha foram obtidos em triplicata, na regido de 900
a 1.700 nm com resolucdo 12,5 nm, tempo de medida 0,25 segundos. Essa coleta ocorreu em
ambiente climatizado a temperatura de 25+ 2 °C e os espectros dos trés tipos de folhas foram
obtidos de forma aleatéria. O processamento e andlise dos dados espectroscopicos foram
realizados conforme os mesmos procedimentos descritos no item 1(ldentificacdo de haploides

por analise de sementes de milho com NIR).
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4.5. Resultados e Discussao

4.5.1. Identificacdo de haploides por Analise de sementes de milho com NIR

Inicialmente foi realizada uma analise exploratoria dos dados com PCA. O gréfico de
scoresPC1 x PC24gcores plot para sementes de milho explicou 88% da variancia amostral,
sendo PC1 x PC2 o contraste entre sementes de duas origens distintas: haploides e diploides
(Figura 1).

]
] L - - .
u Ppe ® u *
]
) o
3 LR o i
5 “ ° ol r. .' ..
& °e .. 'Y Ny
® o®
° °
°
_0.’1 I 0 I 0:1
PC-1 (69%)

® D @ HP

Figura 1 - Grafico descorescom 2 componentes principais para o conjunto de amostras de
sementes de milho diploides (D) e haploides (HP).

A andlise de componentes principais (PCA) reduziu a dimensionalidade do conjunto de
dados condensando as variaveis em poucas componentes principais (PC) com a maxima
variancia amostral (Sena e Almeida, 2018), mas ndo apresentou uma separacao clara entre as
duas classes (Figura 1).

No presente trabalho foi adotado, o método qualitativo, de classificacdo supervisionada,
analise discriminante PLBA. Para a constru¢cdo do modelo PLS-DA foram utilizadas 13
variaveis latentes (VL), uma vez que, 13 VL permitiu obter o menor valor de RMSECV 0,30
(Figura 2). Para otimizar o modelo tentou-se ainda a selecdo de variaveis latentes pela inspec¢éo
dos coeficientes de regresséo (teste de incerteza), contudo, ndo resultou em melhora nos
resultados. O valor de calibracdo do modelo para 92 amostras de sementes RMSEC 0,26 foi
préximo ao RMSECV 0,30, indicando que a separacao de classes haploides e diploides é

explicada por 13 variaveis latentes.
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Figura 2 - Modelo PLS-DA para a classificagdo de sementes de milho haploides de sementes
diploides. Em azul estdo apresentados os resultados para o conjunto de calibracdo (Cal); em

vermelho, os resultados para a validacao cruzada (Val).

Pela analise dolmadings (Figura 3) € possivel observar que as regides que tiveram
maior influéncia para a discriminacdo das sementes foram as bandas mais intensas em PCL1.:
1050, 1150 1420 nm, e em PC2: 1150, 1250 e 1348 nm.

0,3

0,2 4

0

0,1

1-2

-0,2 -

-0,3 T T T T T T T T T T

976,2379 1062,959 1149,68 1230,206 1316,927 1403,648 1490,369 1577,09
X-Variables (1-2)
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Figura 3 - Gréafico ddoadingscom 2 componentes principais para o conjunto de amostras de

sementes de milho diploides (D) e haploides (HP).

Nessa regido espectral podemos observar os primeiros e segundos sobretons de
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estiramento de C-H, O-H e N-H. As bandas de absor¢cao centradas em 1150 e 1250 nm est&o
associadas aos sobretons de estiramento O-H de agucares e acidos graxos das sementes
apresentam coeficientes de regressdo mais positivos, diretamente relacionados com as amostras
de sementes diploides. AQgadings mais negativos (1150 e 1430nm) estdo associados,
respectivamente, aos sobretons de O-H de agUcares e acidos graxos, e, N-H de proteinas da:
amostras de sementes haploides. Em sementes haploides, Gustin et al. (2020) apontaram
aumento do teor de proteinas e as sementes foram classificadas pelo teor de 6leo via skNIR
(single-kernel near-infrared reflectance spectrosgopyespectroscopia na reflectancia do
infravermelho préximo.

O modelo PLS-DA construido a partir de 13 VL foi capaz de classificar corretamente
as 45 sementes de milho (Figura 4). As amostras foram separadas de acordo com a estimativa
de classificacdo em: classe 1, sementes diploides; e classe -1, sementes haploides. O valor de
RMSEP 0,27, referente a aplicacdo do modelo construido a amostra do conjunto teste, foi
proximo ao valor de RMSEC 0,26, indicando eficiéncia da aplicagdo do modelo a outras

amostras de sementes haploides e diploides ndo pertencentes ao conjunto de treinamento.

Elements: 45

31 slope: 0,9027869
Offset: -0,0891007
24 Correlation: 0,9679713
R2(Pearson): 0,9369684
1] R-Square:  0,9265448 I
RMSEP: 0,2704232

04 SEP: 0,2558266
Bias: -0,0955816

Predicted Y (C127, Factor-13)

-2 -1 0 1 2
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Figura 4 - Estimativa do modelo PLS-DA para a classificacdo de sementes de milho diploides

(1) de haploides (-1).

Os principais parametros de avaliacdo do modelo e discriminacdo de semente para a fase
de treinamento e teste estdo apresentados na Tabela 2. O modelo PLS-DA com 13 variaveis
latentes possui eficiéncia maxima na classificacdo de sementes haploides e diploides, néo
havendo falso positivo e falso negativo. Os paréametros sensibilidade, especificidade e eficiéncia

do modelo foram de 100%, para o conjunto de treinamento e teste (Tabela 1).

Tabela 2 - Parametros de classificacdo obtidos do modelo PLS-DA para classificacdo das
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sementes de milho haploides e diploides.

Parametros Conjunto de Conjunto de teste
treinamento

Variaveis latentes 13 13
Amostras andmalas 2 0

Limite de discriminacao 0,25 0,27

Taxa de Falso Positivo e Negativo 0 0

Taxa de Verdadeiro Positivo e Negativc 100 100
Sensibilidade 100 100
Especificidade 100 100
Eficiéncia 100 100

NUmero de amostras de treinamento: ©
NUmero de amostras de teste: 45

4.5.2. Identificacdo de plantas haploides, duplo-haploides e diploides via avaliagdo
de amostras de folhas via NIR

Na Figura 5 podemos observar que o graficeabeesPC1 x PC2 x PC3€ores ploy,
obtido da PCA, explicou 89% da variancia amostral. Entretanto, a PCA n&o apresentou uma
separacgdo distinta entre as trés classes de gendtipos nas duas primeiras componentes principai
(PCs), sendo necessario adicionar mais uma PC para verificar a separacao de classes.

Nas trés PCs os valores de escores para a maioria das amostras foram maiores que zero
indicando a sua importancia na interpretacdo de cada componente (Figura 5). Na observacéo
conjunta do grafico de scores PC1 x PC2, PC1 é um contraste de folhas de duas origens
semelhantes, duplo-haploides e haploides. No gréfico de scores PC1 x PC3, PC1 é um contraste
de folhas de trés origens, duas origens semelhantes, duplo-haploides e haploides, e, uma origem

diferente diploide.
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Figura 5 - Grafico descorescom 3 componentes principais para o conjunto de amostras de
folhas de milho duplo-haploides (DH), diploides (D) e haploides (HP).

O grafico deloadings das trés PCs encontra-se na Figura 6. As trés componentes
principais correspondem as fontes de variacao presentes nos dados: folhas haploides, duplo-
haploides e diploides. As regides que tiveram influéncia para distingdo das folhas foram as
bandas de maior intensidade em PC1: 1403; PC2: 1155, 1250, 1410 e PC3: 1354 e 1465. Nessa
regido do comprimento de onda das bandas de absorcdo da radiacdo NIR encontram-se 0s
primeiros e segundos sobretons referentes a grupos funcionais C-H, O-H e N-H. Estes grupos
funcionais sdo agucares, acidos graxos e proteinas presentes nas folhas.

As bandas centradas em 1250 e 1465 nm estdo associadas aos sobretons de estirament
C-H e N-H de proteinas, presentes nas sementes que apresentam scores mais positivos,
diretamente relacionados com as amostras de folhas diploidésaddsysrelacionados aos
escores mais negativos (1155 e 1410 nm) associados, respectivamente, aos sobretons de C=C
e O-H presentes em agucares e &cidos graxos estdo relacionados as folhas haploides e DHs
Pelas diferencas de concentra¢cdes dos compostos organicos como amido, lipideos e proteinas
é possivel discriminar folhas diploides de folhas haploides e DHSs.
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Figura 6 - Grafico deloadingscom trés componentes principais para o conjunto de amostras
de folhas de milho duplo-haploides (DH), diploides (D) e haploides (HP).

Na constru¢cdo do modelo PLS-DA, inicialmente para a classificacdo das plantas
diploides, foram utilizadas sete variaveis latentes (VL), uma vez que as sete VL permitiram
obter o menor valor de RMSECYV (0,27) e a maior variancia acumulada (88%). Na otimizacao
do modelo utilizou-se a selecdo de variaveis pela inspecéo dos coeficientes de regressao (teste
de incerteza), o que resultou em uma melhora nos resultados pela diminuicdo do niamero de
VL. Com a sele¢do de variaveis obteve-se um modelo com cinco VL e 85% de variancia
explicada, RMSEC de 0,24 e RMSECV de 0,27 ( Figuras 7 e 8). Pelo valor do parametro
RMSEC a aplicagcdo do modelo as amostras de treinamento foi préxima ao menor valor
RMSECYV, ou seja, houve eficiéncia na calibracdo do modelo usando 75 amostras de folhas. A
reducdo das variaveis latentes ndo gerou um modelo sobreajustado, pois o valor de RMSEP
0.33 foi préximo ao RMSEC 0,24. As cinco variaveis latentes explicaram a separacao de

classes diploides das classes haploides e duplo-haploides.
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Figura 7 - Modelo PLS-DA para a classificacdo de folhas de milho diploides, haploides e
duplo-haploides. Em azul estdo apresentados os resultados para o conjunto de calibragcéo; em

vermelho, os resultados para a validacao cruzada.
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Figura 8 - Variancia explicada para o modelo PLS-DA de classificagdo de folhas de milho
diploides, haploides e duplo-haploides. Em azul estdo apresentados os resultados para o

conjunto de calibracdo; em vermelho, os resultados para a validacao cruzada.

O modelo PLS-DA construido a partir de cinco VL foi capaz de classificar corretamente
as 32 amostras de folhas de milho do conjunto de teste (Figura 9). As amostras foram separadas

de acordo com a estimativa de classificacdo: classe 1, folhas diploides; e classe -1, folhas
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haploides e duplo-haploides. As folhas largas foram atribuidas a folhas diploides e, as folhas
estreitas representavam folhas haploides e duplo-haploides. O modelo PLS-DA obtido foi
validado com um conjunto de amostras teste, as quais nao foram utilizadas na construcéao do

modelo.
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Figura 9 - Estimativa do modelo PLS-DA para a classificacdo das folhas de milho diploides

(1) de haploides e duplo haploide (-1).

O modelo foi otimizado também para a discriminacdo das folhas haploides, duplo-
haploides e diploides. Na classificacédo de folhas foram encontradas cinco, seis e sete variaveis
latentes, respectivamente, para diploides, haploides e duplo-haploides. Os principais
parametros de avaliacdo do modelo para a discriminacdo de cada folha na fase de treinamento

e teste estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros de classificacdo obtidos do modelo PLS-DA para folhas de milho

diploides, haploides e duplo-haploides

Parametros Dipléides Haploides Duplo-haploides
Variaveis latentes 5 6 7
Amostras andmalas 1 0 0
Limite de discriminacdo 0,24 0,27 0,27
Taxa de Falso Positivo 0 0 0
Negativo

Taxa de Verdadeiro Positiv 100 100 100
e Negativo

Sensibilidade 100 100 100
Especificidade 100 100 100
Eficiéncia 100 100 100

NuUmero de amostras de treinamento: 75
NUmero de amostras de teste: 32

O modelo PLS-DA apresentou um desempenho adequado para a separacao de classes
de folhas diploides, das folhas duplo-haploides e haploides, ndo havendo falso positivo e falso
negativo. A sensibilidade, especificidade e a eficiéncia do modelo foram de 100%, tanto para o
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conjunto de treinamento, quanto para o conjunto de teste (Tabela 2).

O método qualitativo PLS-DA para analise de sementes haploides e diploides, e
também para analise de folhas haploides, duplo-haploides e diploides possui simples
operacionalidade. Ele possibilitou eficiéncia de 100% na classificacdo de ambos: sementes
haploides e folhas haploides e duplo-haploides. As sementes haploides possuindo pigmentacao
purpura no endosperma e auséncia de pigmentacdo no embrido. As folhas haploides e duplo-
haploides possuindo folhas estreitas.

Jones et al. (2012), utilizando o método SIMCA de modelagem de classe para sele¢céo
de haploides em milho, identificou sementes haploides com 84,6% e diploides com 100% de
precisdo, respectivamente em trés genotipos distintos. Para aplicacdo do método foi necessario
separar 0s genotipos antes da classificacdo haploides e diploides. O numero de variaveis foi
distinto para cada genotipo. E, em cada genoétipo, o niumero de variaveis para separacdo de
classes haploides e diploides foi diferente: 13 e 16 variaveis para as classes haploide e diploides;
10 e 15 variaveis para as classes haploides e diploides, 10 e 12 variaveis para as classes haploid
e diploides. No método PLS-DA foram utilizadas 13 variaveis para a separacao de classes
haploides e diploides em quatro genotipos, simultaneamente. A PLS-OQBAogonal
Linear Discriminant Analysjs- analise discriminante linear ortogonal também foi empregada
na identificacdo de sementes haploides de milho usando a espectroscopia NIR e apresentou
acuracia de 93,2% (Hong et al. 2016)

Os métodos nao-lineares multivariados também foram utilizados para identificacdo de
sementes haploides. O método SVSKLPRupervised Virtual Sample Kernel Locality
Preserving Projection - projecdo de preservacdo de localidade de amostra virtual
supervisionada teve uma taxa de reconhecimento de sementes haploides de 97,1%. Esse model
apresentou sensibilidade de 98,8% e especificidade de 95,4%, porém apresenta grande
complexidade computacional (Yu et al. 2018). Em outro trabalho, o método BBaK (
Propagation Neural Netwojk classificador de rede neural de retropropagacéo utilizado na
identificacdo de sementes haploides teve um acuracia de 96,16% (Lin et al. 2018). Estes
diferentes tipos de métodos e resultados demonstram possibilidades de uso do infravermelho

proximo, e o potencial da técnica na classificacdo de sementes e plantas DHs de milho.
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4.6. Conclusoes

O equipamento NIR portatil foi eficiente na obtencdo de dados espectroscopicos para
construcdo de modelos multivariados de classificacdo, possibilitando a discriminacdo entre as
sementes de milho haploides e diploides e entre plantas de milho haploides, duplo-haploides e
diploides

Os modelos de classificacdo PLS-DA obtidos permitiram a classificacdo correta das
sementes e das plantas de milho com 100% de eficiéncia.

O uso da espectroscopia no infravermelho proximo associada a Analise Discriminante
por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) apresentou-se como um método rapido, simples,
nao-destrutivo e confiavel para a classificacédo entre as sementes de milho haploides e diploides

e plantas de milho haploides, diploides e duplo-haploides, em comparacdo ao método visual.
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5. CAPITULO 3

DESEMPENHO AGRONOMICO E CAPACIDADE COMBINATORIA DE
LINHAGENS DUPLO-HAPLOIDES DE MILHO EM DOIS NIVEIS DE ADUBACAO

5.1. Resumo

Linhagens duplo-haploides (DH) possuem 100% de homozigose, alta variancia genética entre
familias, e reduzido tempo de obtencdo. Em programas de melhoramento, estas vantagens
proporcionam maiores ganhos genéticos. Porém, é necessario a avaliagdo das linhagens quantc
a capacidade combinatéria para caracteristicas agrondmicas de interesse, visando a formacao
de populacéo-base para desenvolvimento de cultivares. Em campo, as linhagens podem
apresentar diferentes valores de capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinacao,
sendo essencial estimar estes parametros em condicfes distintas. Os objetivos do presente
trabalho foram: i) estimar a capacidade combinatéria de linhagens DH de milho em cruzamento
com testadores de grupos heterdticos distintos, com e sem adubacdo, e ii) avaliar o desempenha
agron6mico de hibridos de milho derivados de linhagens DH, em comparag¢do com hibridos
obtidos por métodos convencionais. Para isto, foi avaliado o desempenho agronémico de
hibridos simples derivados de linhagens DH obtidas de gendétipos-fonte com diferentes geracdes
(F1, /B, S1), em comparacdo com hibridos simples experimentais e comerciais em dois
ambientes distintos: com adubacé&o (500 kg/ha de 8-28-16 como adubacao de plantio) e sem
adubacdo. O delineamento experimental foi latice simples 13x13, com duas repeticdes, sendo
avaliados 146 hibridos derivados de linhagens DH (76 Flint e 70 Dent), e 23 testemunhas,
totalizando 169 gendtipos. Foram coletados dados de umidade de gréos, estande final,
tombamento (acamamento e quebramento de plantas), altura de planta, altura de espiga e
produtividade de grdos. Os dados foram submetidos a analises individuais e conjunta de
variancias, com desdobramento de graus de liberdade para avaliacdo de contrastes ortogonais,
compomentes de variancia, teste de medias de Scott-Knott, e a analise do dialelo parcial pelo
metodo deGriffing. As linhagens DH G1f G4k, G4k e G53 expressaram alta capacidade

geral de combinacéo para produtividade e estande e baixa capacidade geral de acopdmaca
tombamento, nos dois niveis de aduba@atesempenho agronémico dos 15 melhores hibridos
derivados de linhagens DH em comparagdo com testemunhas, indicou superioridade de
linhagens duplo-haploides em comparacéo com os hibridos obtidos de linhagens convencionais

para as cinco caracteristicas avaliadas, nos dois niveis de adubacao.
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5.2.Abstract

Double-haploid (DH) strains are 100% homozygous, have high genetic variation between
families, and short time to obtain. In breeding programs, these advantages provide greater
genetic gains. However, it is necessary to evaluate the lines regarding the combining ability for
agronomic traits of interest, composition and the formation of a base population for cultivar
development. In the field, the lines can present different values of general (CGC) and specific
(CEC) combination capacity, being essential to estimate these parameters under different
conditions. The objectives of the present work were: i) to estimate the combining ability of DH
corn lines in crossing with testers from different heterotic groups, with and without fertilization,
and ii) to evaluate the agronomic performance of corn hybrids derived from DH lines, in
comparison with hybrids collected by conventional methods. For this, the agronomic
performance of simple hybrids derived from previous DH lines of source genotypes with
different generations (F1, F2, S1) was evaluated, in comparison with experimental and
commercial simple hybrids in two distinct environments: with fertilization (500 kg / ha of 8-
28-16 as fertilizer for planting) and without fertilizer. The experimental design was a simple
13x13 lattice, with two replications, with 146 hybrids derived from DH lines (76 Flint and 70
Dent), and 23 controls, totaling 169 genotypes. Data on grain moisture, final stand, tipping
(plant lodging and breakage), plant height, ear height and grain yield were collected. Data were
analyzed in individual and joint analysis of variances, with degrees of freedom unfolding for
the evaluation of orthogonal contrasts, variance components, Scott-Knott's test of means, and a
partial diallel analysis using the Griffing method. The DH lines G1F2, G4F1, G4F2 and G5S1
expressed high general combining capacity for productivity and stand and low general
combining capacity for tipping, in the two fertilization levels. indicated superiority of double-
haploid lines compared to hybrids obtained from conventional lines for the five characteristics
evaluated, at the two levels of fertilization.

Keywords Zea maysL., partial diallel, genetic parameter estimates, doubled-haploid

technology, productivity.
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5.3.Introducéo

A tecnologia de duplo-haploides (DH) em milho é empregada em programas de
melhoramento das empresas produtoras de sementes para obtencdo de ganhos em tempo
reducdo de custos na obtencédo de novas cultiv@lesikam et al. 2039Mayor e Bernardo
2009 Mowers et al. 2018; Beyene et al. 2017).

As vantagens das linhagens DH em compara¢do com as obtidas por métodos tradicionais
sdo a completa homozigose, a maxima variancia genética entre familias e a reducéo do tempo
de obtencao de novas linhage@iger e Gordillo, 2009 A maior variancia genética implica
em elevacao dos valores de herdabilidade, que € o percentual da variancia fenotipica que é
devido a efeitos génicos, e € importante para avaliagdo do potencial de gendétipos como
genitores de novas cultivares (Gallais e Bordes 200@)vers e Foster (203@ompararam
linhagens DH com linhagens oriundas de 6 a 8 ciclos de autofecundacéo e verificaram maior
variancia genética associada a DH, e maior produtividade de hibridos derivados de linhagens
DH.

A tecnologia de DH possibilita a obtencdo de grande numero de linhagens, tornando
essencial a avaliacdo da capacidade combinatoria (Wang et alR282€Isheimer et al. 20)1.2
Linhagens com altos valores de capacidade combinatéria contribuem para a producao de
hibridos-elite, uma vez que os efeitos aditivos podem ser transmitidos das linhagens genitoras
para os hibridos (Huang et al. 2013; Wang et al. 2020)

Existem metodologias jA consagradas para a avaliacdo de diferentes grupos de linhagens
em cruzamentos, como o dialelo parcial, que permite, estimar a capacidade geral de combinacao
(CGC) dos genitores e a capacidade especifica de combinagdo (CEC) das combinacdes hibridas
entre grupos distintos (Maioli et al. 2020). O procedimento proposto por Griffing (1956) é um
dos métodos mais utilizados para obter informacdes genéticas via dialelo, selecionando
populacdes com maior concentracdo de alelos favoraveis para as caracteristicas de interesse
permitindo a selecéo de linhagens superiores (Hallauer et al. 2010; Paterniani e Campos, 1999).
Este método baseia-se na estimacao dos efeitos de capacidade geral de combinacdo (CGC) d¢
um grupo de parentais e da capacidade especifica de combinacdo (CEC) de suas respectivas
combinacgdes hibridas. A CGC é o resultado do comportamento médio de linhagens, quando em
uma série de cruzamentos, e a CEC representa o desvio de um determinado cruzamento para
melhor ou pior, tomando por base a média da (CGC) dos pais, resultante dos efeitos de

dominancia, epistasia e varios tipos de interacdes génicas. (Sprague e Tatum, 1942).


https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-019-03433-x#ref-CR85
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-019-03433-x#ref-CR45
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O dialelo consiste em um esquema de acasalamento de um grupo de genitores resultando
em [p-1)/2 hibridos. As metodologias de analise dialélica objetivam: estimar parametros uteis
para a selecéo de genitores; entender e estimar os efeitos genéticos envolvidos na determinacac
dos caracteres de interesse para a selecdo dos genitores para hibridacdo; avaliar o
comportamento de hibridos possiveis em um conjunto de gendtipos parentais; entender a
natureza e magnitude dos efeitos genéticos envolvidos na determinagdo dos caracteres; e
fornecer subsidios para decidir a melhor estratégia para o melhoramento de uma populacéo
(Vencovsky e Barriga, 1992; Vieira et al. 1999; Viana e Matta, 2003).

Para avaliacdo da capacidade combinatéria de linhagens é importante empregar diferentes
ambientes ou niveis de tecnologia. De acordo com as condi¢cdes ambientais, 0s gendtipos podem
apresentar diferentes valores de CGC e CEC. A analise conjunta em dialelos parciais estima os
valores médios de CGC e CEC, permitindo ao melhorista recomendar cruzamentos mais
adequados a cada situacao (Maioli et al. 2020).

A analise dialélica é empregada para quantificar a capacidade combinatéria em
cruzamentos e facilitar a identificacdo de gendtipos superiores. Estimativas de capacidade
combinatdria obtidas na andlise dialélica foram comparadas com as divergéncias genéticas dos
pais estimadas por marcadores microssatélites (Maioli et al. 2020). Verificou-se que a maior
divergéncia genética ndo correspondeu a hibridos que possuem estimativas favoGi@js de
mas 85% dos hibridos estudados tiveram pais de grupos distintos, no qual todos os hibridos
tiveram valores favoraveis depara produtividade de gréaos.

Nardino et al. (2016) avaliaraacapacidade de combinacéo entre linhagens de milho de
dois grupos heteroticos para predizer as melhores combinagfes em caracteristicas relacionadas
ao pendao e rendimento de gréos, em cinco ambientes da regido Sul do Brasil. Os autores
conduiram que os efeitos aditivos foram relevantes para o grupo Il, em contrapartida para o
grupo | os efeitos ndo aditivos foram mais importantes, para as caracteristicas relacionadas ao
pendéao e rendimento de gréos.

Os objetivos do presente trabalho foram: i) estimar a capacidade combinatéria de linhagens
DH de milho em cruzamento com testadores de grupos heterdticos distintos, sob presenca e
auséncia de adubacao de base, e ii) avaliar o desempenho agronémico dos hibridos de linhagens

DH, em comparacéo com hibridos obtidos por métodos convencionais.
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5.4. Material e Métodos

5.4.1. Local, data material vegetal em estudo

Dois experimentos foram implantados nas areas experimentais do Centro Nacional de
Pesquisa Milho e Sorgo (latitud®° 28" 4" Sul, longitude: 44° 14' 52" Oeste e 751 metros de
altitude), em Sete Lagoas, Minas Gerais, entre dezembro de 2020 e maio de 2021.

Os gendtipos duplo-haploides (DH) avaliados neste trabalho sdo oriundos de 12
genotipos-fonte, obtidas por cruzamentos bi-parenta)seffre linhagens do mesmo grupo
heterdtico, sendo seis representantes do grupo heterdtico Flint e seis do grupo Dent (Tabela 1).
Estas populacdes foram avancadas por mais duas geragées)(Fotalizando 36 genotipos-
fonte (18 para cada grupo heterotico). Apds obtidos as geragdé€s & S, todos estes
genatipos foram levados para campo de inducéo de haploidia para cruzamento com o hibrido
indutor TAILP1 x TAILP2. Posteriormente, foram colhidas as espigas de cada genétipo-fonte
induzido a haploidia e feita a selecdo de sementes haploides, se procedendo a duplicacéo
cromossOmica para obtencao de duplo-haploides pelo protooldeepingDeimiling et al.

1997; Couto et al. 2015). As descri¢des detalhadas dos procedimentos adotados para obtencac
de haploidesesao feitas nos tdpicos a seguir.

Houve perda de plantas dos 36 gendtipos-fonte originais devido a ineficiéncia nos
processos de inducgéo e/ou duplicacdo, morte de plantas ou quantidade insuficiente de sementes.
resultando em 23 linhagens DH para teste (Tabela 1). Assim, a sele¢ao das linhagens foi baseada
na quantidade de sementes disponiveis (minimo de 150 sementes) para cruzamento em dialelo

parcial.

Tabela 1 - Tipos de populagGes-fonte, processo de obtencdo de haploides e
haploides, e, linhagens duplo-haploides selecionadas para o dialelo parcial

Gendtipos-fonte Haploides obtidos DHSs obtidos ap6s Linhagens DHs
induzidas a haploidia apos inducéo de  duplicacéo selecionadas para
cada genotipo- cromossbmica de o dialelo parcial
fonte cada haploide
Grupo heterotico Flint
GlkR Glk GlR GlR
Glk Glk GlRk GlRk
G1S G1S G1S G1s
G2Rh G2Rh G2k G2k
G2k G2k
G2S G2S G2S G2

G3k G3R
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Tabela 1 - Tipos de populagdes-fonte, processo de obtencdo de haploides e
haploides, e, linhagens duplo-haploides selecionadas para o dialelo parcial

Genotipos-fonte

duplicacao

Haploides obtidos DHSs obtidos apés Linhagens DHs
induzidas a haploidia ap6s inducéo de
cada genotipo-

selecionadas para
cromossdmica de o dialelo parcial
cada haploide

G3k G3k
G3S G3s
G4k G4k G4k G4k
G4k G4k G4k G4k
G4S G4s G4s G4s
G5k G5k G5k G5k
G5k G5k G5k
G5S G5S G5S G5S
G6FR G6FR G6hR G6R
G6R G6R G6R G6R
G6S G6S G6S

Grupo heterotico Dent
G7Rh G7Rh
G7R G7R
G7S G7S
G8h G8R G8R G8R
G8R G8R G8R G8R
G8S G8S G8S G8S
G99k GY9%R GY9%R G99k
G99k G99k GIR GIR
G9S G9S G9S G9s
G10R G10R G10R G10F1
G10R G10R G10R G10R
G10s G10S G10s
Gl1lR GlilR
Gllk Gllk Gllk Gllk
G11s G11s
G12R G12R G12R G12R
G112k G112k
G125 G125 G125 G123

5.4.2. Obtencéo de duplo-haploides via duplicacdo cromossdémica

O campo de inducéo de haploidia foi implantado em dezembro de 2017, com fileiras

individuais dos genotipos-fonte intercaladas pelo hibrido indutor de haploidia gimnogenético

TAIL P1x TAIL P2, na proporc¢ao 1:1. O plantio do campo se deu de forma mecanizada, sendo

efetuado despendoamento dos gendtipos-fonte a fim de se ter apenas o pélen do hibrido indutor

de haploidia. Na colheita, em abril de 2018, as espigas dos genotipos-fonte foram identificadas

guanto a origem e grupo heterético (Tabela 1). Durante o periodo de inducdo de haploidia, as
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condicdes climéticas do campo de inducdo foram de 500 mm de pluviosidade, 25,9 °C de

temperatura média, com temperatura maxima de 33 °C e média de 75% de umidade relativa do
ar. O plantio foi feito sob irrigacdo de asperséo, e os demais tratos culturais foram efetuados
conforme as exigéncias da cultura do milho (Pereira Filho e Borghi, 2016).

Entre abril e agosto de 2018, as sementes haploides foram selecionadas visualmente
com auxilio de lupa de aumento, com base no mardatlaravajo(R1-nj) que codifica
pigmentacao purpura no endosperma e embrido das sementes, sendo os haploides separado
pela auséncia de pigmentacao purpura no embrido. Para cada genaétipo-fonte foram separadas
50 sementes haploides de cada geragcgoFFe S - Tabela 1l)}otalizando em média 150
sementes.

Em janeiro de 2019, as sementes haploides selecionadas foram semeadas em bandejas
plasticas contendo vermiculita. Adotou-se o intervalo de trés dias entre plantios de dois
gendtipos-fonte de cada grupo heterético (Flint e Dent), visando reduzir o nimero de individuos
para duplicacdo cromoss6mica, totalizando cinco épocas de semeadura. Estas bandejas ficaran
acondicionadas em casa de vegetacdo climatizada, com temperatura em torno de 25 °C e
umidade relativa do ar em torno de 60%. Apds 15 dias de emergéncia das sementes haploides
foi efetuada a duplicacdo cromossomica para a obtencéo de linhagens DH.

A duplicacdo cromossdmica foi realizada no laboratorio de DH da Embrapa Milho e
Sorgo, entre janeiro e fevereiro de 2019, em cinco épocas, no intervalo de oito dias entre cada
época. Para o procedimento, foi adotado o protaootiodeeping Deimiling et al. 1997; Couto
et al. 2015), no qual as plantulas foram retiradas das bandejas plasticas, sendo o sistema
radicular lavado em &gua corrente. Em seguida, foram constituidos grupos de 25
plantulas/geracdo de cada genotipo-fonte, que foram transferidas para béqueres de 600 mL.
Para duplicagcdo cromossdmica, foram preparados 10 L de solugdo composta pelos reagentes:
colchicina (1% m/v), dimetilsulféxido (1% v/v) e Tween20 (1% v/v). Esta solugédo foi
distribuida em todos os béqueres com plantulas, no volume de 200 mL. As plantulas haploides
foram mantidas por seis horas em solu¢cédo contendo colchicina, seguindo-se a lavagem das
mesmas por asperséo por 30 minutos, para remoc¢ao de residuos de solugdo. Em sequéncia, a
plantulas DH foram transplantadas para bandejas plasticas contendo substrato comercial, sendo
mantidas em casa de vegetacao por 20 dias, antes do transplantio definitivo. Em fevereiro de
2019, as plantulas DH foram transplantadas em casa de vegetacao para vasos de 20 L com solc
adubado com dosagem equivalente a 2000 kg/ha de 4-28-16 (N-P-K) + Zn, sendo trés plantulas
por vaso, identificadas de acordo com o gendtipo-fonte e geragdo. O manejo posterior ao

transplantio definitivo foi efetuado conforme as exigéncias da cultura (Amaral Filho et al.
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2005), sendo realizadas duas adubacdes de cobertura, com 30 g de sulfato de am&nia no estadic
V5 e 16 g de uréia em V8.

Na antese das linhagens DHs foram realizadas autofecundacdes para multiplicacdo de
sementes de cada linhagem. A colheita foi feita em julho de 2019, de forma manual,
identificando-se cada DH conforme o gendtipo-fonte e origem. Para alguns genétipos-fonte, a
duplicacdo cromossdmica nao foi efetiva, ndo havendo producao de pdélen para autofecundacéo.

Apo6s a colheita da geragdoo Oprimeira geracdo de DHs apds duplicagéo
cromossomica), realizose novo plantio das sementes DH, para obtencéo da geraghus D
gendtipos-fonte £ F, e S em vasos de 20 L. As plantulas receberam tratos culturais conforme
as exigéncias da cultura e foram autofecundadas por ocasido da antese. Em fevereiro de 2020,

houve a colheita das espigag para as proximas etapas do trabalho.
5.4.3. Cruzamentos dialélicos entre DHs e testadores de diferentes grupos heteroticos

Dos genotipos obtidos na etapa anterior, foram selecionadas 23 linhagens DHs, sendo
12 do grupo Flint e 11 do grupo Dent. Esses gendtipos foram cruzados com 12 testadores, a
saber: 4 testadores Flint (531542, 51000290-11, 9160006-3 e 521274), 4 testadores Dent
(521236, 5702955, 9150130-4 e 541007) e 4 testadores de grupo heterético intermediario (L20,
L843, L724 e L1017), que podem resultar em combinacdes superiores tanto com genétipos do
grupo Flint, quanto do grupo Dent (Silva et al., 2019). Os cruzamentos foram realizados em

esquema de dialelo parcial, conforme esquema apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 -Esquema de cruzamento em dialelo parcial entre as linhagens duplo-hapl
os 12 testadores utilizados no experimento

Linhagens dos grupos Testadores do grupo heterdético intermediario
Flint e Dent L20 L843 L724 L1017
1. G1R 1x1 1x2 1x3 1x4
2. G1k 2x1 2x2 2x3 2x4
3. G1s 3x1 3x2 3x3 3x4
4. G2k 4x1 4x2 4x3 4x4
5. G2 5x1 5x2 5x3 5x4
6. G4k 6x1 6x2 6x3 6x4
7. G4k 7x1 72 7x3 x4
8. G4 8x1 8x2 8x3 8x4
9. G5R ox1 9x2 9x3 9x4
10.G5& 10x1 10x2 10x3 10x4

11.G6R 11x1 11x2 11x3 11x4
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Tabela 2 -Esquema de cruzamento em dialelo parcial entre as linhagens duplo-hapl
0s 12 testadores utilizados no experimento

12.G6R 12x1 12x2 12x3 12x4
13.G8R 13x1 13x2 13x3 13x4
14.G8R 14x1 14x2 14x3 14x4
15.G8S 15x1 15x2 15x3 15x4
16.G9R 16x1 16x2 16x3 16x4
17.G9R 17x1 17x2 17x3 17x4
18.G9S 18x1 18x2 18x3 18x4
19.G10R 19x1 19x2 19x3 19x4
20.G10R 20x1 20x2 20x3 20x4
21.G11R 21x1 21x2 21x3 21x4
22.G12R 22x1 22x2 22x3 22x4
23.G12S 23x1 23x2 23x3 23x4
Linhagens DH Testadores Dent
Flint 521236 5702955 9150130-4 541007
1. G1R 1x1 1x2 1x3 1x4
2. G1R 2x1 2X2 2%3 2x4
3. G1S 3x1 3x2 3x3 3x4
4. G2R 4x1 4x2 4x3 4x4
5. G2S 5x1 5x2 5x3 5x4
6. G4k 6x1 6x2 6x3 6x4
7. G4k 7x1 %2 7%3 x4
8. G4§ 8x1 8x2 8x3 8x4
9. G5FR ox1 9x2 9x3 x4
10.G5S5 10x1 10x2 10x3 10x4
11.G6R 11x1 11x2 11x3 11x4
12.G6R 12x1 12x2 12x3 12x4
Linhagens DH Testadores Flint
Dent 531542 5100290- 11 9160006-3 521274
13.G8R 13x1 13x2 13x3 13x4
14.G8R 14x1 14x2 14x3 14x4
15.G8S 15x1 15x2 15x3 15x4
16.G9R 16x1 16x2 16x3 16x4
17.G9R 17x1 17x2 17x3 17x4
18.G9S 18x1 18x2 18x3 18x4
19.G10R 19x1 19%x2 19x3 19x4
20.G10R 20x1 20x2 20x3 20x4
21.G11R 21x1 21x2 21x3 21x4
22.G12R 22x1 22x2 22x3 22x4
23.G12S 23x1 23x2 23x3 23x4
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O campo de cruzamento foi implantado em marcgo de 2020, nas areas experimentais da
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG. O plantio foi feito de forma mecanizada, sendo
cada linhagem DH semeada em uma fileira de 4,2 m, espacada de 0,7 m, sendo os testadores
plantados no inicio do campo, em oito fileiras de 4,2 m x 0,7 m, resultando em 192 fileiras
totais. No plantio, foi utilizada adubac¢&o de 500 kg/ha de 4-28-16 (N-P-K) + 0,3% B, e apés 40
dias de plntio foi realizada a adubacao de cobertura com 300 kg/ha de ureia, . Os demais tratos
culturais foram efetuados conforme as exigéncias da cultura (Amaral Filho et al. 2005).

Para obtencdo dos hibridos entre DHs e testadores, foram realizados cruzamentos,
totalizando 184 cruzamentos (Tabela 2). Contudo, alguns cruzamentos tiveram baixa producéo
de sementes, resultando em 146 hibridos DHs, com volume de sementes passivel de avaliacéo.
Efetuou-se a colheita em novembro de 2020, sendo as espigas identificadas quanto ao

cruzamento e origem dos hibridos.

5.4.4. Avaliacdo do dialelo em diferentes niveis de adubacao

O plantio dos ensaios para avaliacdo do dialelo parcial foi realizado em dezembro de
2020, em delineamento latice 13 x 13, com duas repeti¢cdes, sendo avaliados 146 hibridos
derivados de linhagens DHs (76 Flint e 70 Dent), e 23 testemunhas, sendo oito hibridos
experimentais da Embrapa Milho e Sorgo e 15 hibridos comerciais, totalizando 169 genotipos
em avaliacao.

Este ensaio foi implantado em duas &reas distintas: uma considerada de com adubacéao,
utilizando adubacao de base de acordo com o recomendado para a cultura do milho em areas
de alta tecnologia (Amaral Filho et al. 2005), com aplicac&Dfekg/ha de 08-28-16 + 0,3%

Boro; e em uma segunda area, que ndo recebeu adubacdo de plantio. O plantio foi feito
mecanicamente utilizando plantadeira de parcelas, com linhas duplas de 4,2 m para cada
tratamento, espacadas em 0,7 m. Posterior ao plantio, foram realizadas aplicacdes de herbicidas
pés-emergentes e aplicacdes de inseticidas para controle de pragas (formigas, cigarrinha e
lagartas)Os demais tratos culturais foram realizados conforme as recomendacdes para a cultura
do milho (Amaral Filho et al., 2005).

Durante o experimento, nos dois ambientes de avaliacdo, foram coletas as seguintes
caracteristicas: i) altura de planta (AP): altura média das plantas da parcela, medida da base do

colmo até a insercédo da folha bandeira, em cm; ii) altura de insercdo de espiga (AE): altura
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média da inser¢cdo da primeira espiga das plantas da parcela, medida da base do aolmo até
insercéo da primeira espiga, em cm, iii) Tombamento (TOMB): total de plantas tombadas e

guebradas por parcela; iv) estande final (ST): nimero total de plantas por parcela; v) umidade
de graos na colheita (UG) e; vi) Produtividade de grédos por parcela, convertido para t/ha

(PROD): obtido pela conversédo de quilos por parcela para toneladas por hectare, padronizado
a 13% de umidade dos graos. As caracteristicas i a iv foram tomadas durante o ciclo da cultura
e UG e PROD foram tomadas na colheita, em maio de 2021, com o uso de colheitadeira de

parcelas com determinador de peso e umidade de gréos.
5.4.5.Andlises estatisticas

Os dados de AP, AE, TOMB, ST, UG e PROD foram submetidos a analise estatistica,
considerando delineamento em latice, com duas repeticdes e 13 blocos, e efeitos fixos de
gendtipos. Inicialmente, procedeu-se a andlise individual de variancia em latice para cada local,
seguindo-se a andlise conjunta, envolvendo os dois niveis de adubacdo. Os seguintes
componentes genéticos de variancia foram estimados em cada local:

_ QMG — QMR
r
®g4: componente quadréatico genotipico;

dg

QMG: guadrado médio de genotipo;
QMR: quadrado médio de residuo;

r: repeticéo.

of = dg+ o? em quei? = QMR
®¢: componente quadratico fenotipico;

o2 : variancia ambiental.

g
H? = —
of
H?: coeficiente de determinacéo.
_ LiniXi
n

u: média geral.

100,/QMR
CVe = fQ

CVe : coeficiente de variacdo experimental.
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CV,

_ 100/
i

CV, : coeficiente de variagao genetico.

CVvg  [Pg
CVe o?
CV¢/ CVe: razao do coeficiente de variagdo genético e o coeficiente de variagdo experimental.

As médias das combinac¢@es hibridas foram agrupadas pelo teste de Scott e Knott (1974),
a 5% de probabilidade (Tabela 2nexos). A amplitude da variabilidade das médias para cada
caracteristica e nivel de adubacédo foi representada por box-plot. Foram realizados também
contrastes ortogonais em cada nivel de adubacéo entre os hibridos derivados de linhagens DHs
e as testemunhas para todas as caracteristicas avaliadas, comparando-se os desempenhos ¢
cada gendtipo-fonte (FF e S) com as testemunhas experimentais. Foi estimado também a
correlacéo entre as caracteristicas nos ambientes com e sem adubacéo.

A andlise dialélica parcial entre o grupo de linhagens DH e as linhagens testadoras de
diferentes grupos heterdticos foi realizada, seguindo o método Il de Griffing (1956) que estima
os efeitos da capacidade geral (CGC), e especifica (CEC) de combinacao (Cruz et &b 2012).
modelo estatistico para andlise conjunta dialélica parcial com apenas as geragbésdb
por:

Yij = p+ gi +g; + 555 + a + gac + gajk + sajjk + &
i=1,2, ... ,P;j=1,2,....,0ek=1e?2
em que:

Y;;: valor médio da combinacao hibrida entre o i-€simo progenitor do grupo 1 e o j-ésimo
progenitor do grupo 2;

u: média geral;

g;: efeito da capacidade geral de combinacao do i-ésimo progenitor do grupo 1;

g';: efeito da capacidade geral de combinacgéo do j-€simo progenitor do grupo 2;

s;;. efeito da capacidade especifica de combinacédo entre progenitores de ordem i e j, dos grupos
1 e 2, respectivamente;

ay. efeito do ambiente k;

ga;x € gaj: efeitos da interagdo entre a capacidade geral de combinagdo associados ao i e j-
ésimo progenitor, dos grupos 1 e 2, respectivamente, com 0s ambientes;

sajji- efeito da interagao entre a capacidade especifica de combinagéo entre os progenitores i e

j € 0 ambierg;
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g;j - erro experimental médio.

Todas as analises foram efetuadas com o auxilio dos softwares Genes (Cruz, 2013) e
Sisvar (Ferreira, 2019).

5.5. Resultados e Discussao

5.5.1. Desempenho agronémico de hibridos de milho derivados de linhagens duplo-
haploides

Constatou-se a existéncia de variabilidade entre as médias dos gendtipos obtidos, tanto
com quanto sem adubacédo (Tabela 3). Houve efeito significativo de ambiente para todos os
caracteres, as quais podem interferir na expressao final do fenoétipo. Verifica-se que ainteraca
gendtipo x ambiente também foi significativa, exceto para altura de planta e altura de espiga,
denotando que ha existéncia de um comportamento diferenciado dos genétipos em funcéo dois
niveis de adubacdo, o que pode indicar gendtipos com desempenho destacado em cada

ambiente.

Tabela 3 - Estimativas de quadrado médio da andlise conjunta de variancia pal
caracteristicas agrondmicas em dois niveis de fertilidade (com e sem adubacéao), aval
hibridos simples derivados de linhagens duplo-haploides e com testemunhas experin

comerciais

Quadrado Médio
AP AE TOMB ST UG PROD
Gendtipos 168 1242,28*  1080,91** 131,67** 120,43**  7,58**  12,83**
Ambient¢ 1  14912,16* 9099,00** 2672,09** 1273,94** 604,02** 6,84**
GxA? 168  208,31I° 145,08  23,67** 23,82** 1,57  1,44*
Residuo 288 212,04 156,33 15,93 8,29 1,00 0,57

FV Gl

** nivel de significancia a 194%° nao significativo. AP = altura de planta, AE = altura de espig
TOMB = tombamento, ST = estande, UG = umidade de grdos e PROD = produtividade.
Ambiente = doses de adubo (0 e 500 kgftiajeracdo Gendtipo x Ambientes.

Nardino et al. (2017) apontaram efeitos significativos para hibridos, locais de cultivo e
para interacao hibridos x locais de cultivos em gendtipos de milho em cinco ambientes distintos
no Sul do Brasil para altura de planta, altura de espiga e rendimento de gréos por parcela, e
recomendaram a andlise conjunta do desempenho dos hibridos nos diferentes ambientes como
estratégia para selecdo dos melhores cruzamentos. Na cultura do milho, existe uma forte

interacdo genotipos x ambientes devido a diversidade entre locais de cultivo e a magnitude da
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base genética dos gendtipos (Aguiar et al. 2004; Souza Neto et al. 2015).

Nos ambientes com e sem adubac¢do, houve elevada variancia genotipica e fenotipica
entre as progénies (Tabela 4). Os valores da variancia genotipica foram inferiores aos da
variancia fenotipica, indicando efeitos de ambiente e epistasia na composicdo deste ultimo
parametro. A maior variabilidade genética possibilita que métodos de melhoramento mais
simples possam ser aplicados. Os valores do coeficiente de determinacdo genotipico e da
relacdo C\/ CVe para as caracteristicas agronémicas em estudo, indicam a viabilidade de

melhoramento destas caracteristicas na geracéo posterior por selecdo das melhores progénies.
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Tabela 4 - Estimativa de componentes quadréaticos de variancia para seis caracte
agronémicas em dois niveis de fertilidade (com e sem adubacédo), avaliadas em

derivados de linhagens duplo-haploides e testemunhas experimentais e comerciais.

Com adubacéo

Componentes de

o AP AE TOMB ST UG PROD
variancia

O 201,77 205,08 45,70 26,30 1,19 3,54

ol 319,31 261,16 56,01 30,93 1,66 3,87

H? 0,63 0,78 0,81 0,85 0,71 0,91

Média 227,63 129,42 7,89 37,89 14,94 5,05

CVe 6,73 8,18 57,48 8,02 6,47 15.87

CVq 6,24 11,06 85,61 1353 7,32 37,25

CVy CVe 0,92 1,35 1,48 1,68 1,13 2,34

Sem adubacéo

O 311,48 251,64 16,02 37,53 2,38 3,02

o 405,99 351.89 21,66 41,20 291 3,26

H? 0,76 0,71 0,73 0,91 0,81 0,92

Média 218,23 122,08 3,92 35,15 16,83 4,85

CVe 6.29 11,59 85,64 7,70 6,12 14,51

CVq 8,08 12,99 102,12 17,42 9,16 35,80

CV4/ CVe 1,28 1,12 1,19 2,26 1,49 2,46

dg=compomente quadratico genotipico; ®r=compomente quadratico fenotipic
H?=coeficiente de determinagdo genotipico; .C¥ coeficiente de variaca
experimental; Cy= coeficiente de variacdo genético. AP = altura de planta, AE = ¢
de espiga, TOMB = tombamento, ST = estande, UG = umidade de graos e P

produtividade.

Os maiores ganhos genéticos sao proporcionados pelos caracteres com maior coeficiente
genético (Cruz et al. 2012). Pelos valores do coeficiente de variacdo e média é possivel avaliar
o potencial agronémico dos gendtipos. Nos dois ambientes, o maior coeficiente de
determinacdo e coeficiente de variacdo genético foram para estande, tombamento e
produtividade, o que permite 0 uso de estratégias de selecdo mais simples para ganhos de

selecéo nestas caracteristicas (Borém et al. 2017).
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A minimizag&o da influéncia ambiental e a maior variabilidade genética indica melhor
predicdo de ganho genético. Sob adubacgéo, o maior coeficiente de determinacgéo e rglacdo CV
CVe foi observada para produtividade, enquanto que, sem adubacéo, as caracteristicas de maior
coeficiente de determinacao e relacaq/CWe foram estande e produtividade.

Os caracteres umidade de gréos, estande, altura de planta, altura de espiga e
produtividade apresentaram valores de CVe abaixo de 20%. Para caracteristicas quantitativas,
tais como as avaliadas, no presente trabalho o valor do coeficiente de variacdo apresenta boa
precisdo experimental (Cruz et al. 2012). O elevado coeficiente de variacdo para tombamento
é explicado pela variacdo natural da caracteristica, que pode ir de zero até todo o estande da
parcela. O CVe depende da caracteristica e da estrutura genética das populagiies avali
(Maioli et al. 2020). Observando os valores dos componentes genéticos de variancia, a maior
potencialidade dos genotipos € expressa no ambiente com adubacao.

Os coeficientes de correlacdo fenotipica (Tabela 5) indicam a associacdo entre 0s
caracteres em estudo, Com adubacéo, observou-se alta correlacdo entre altura ddtespiga e a
de planta. As analises de correlacdo indicam que a produtividade foi desfavorecida pelo
tombamento de plantas, que implicam em perda de plantas na parcela. No entanto, a
produtividade teve correlacao positiva com altura de planta e estande. A produtividade pode ser
favorecida por estas caracteristicas.



78

Tabela 5- Coeficientes de correlacdes fenotipicas entre seis caracteristicas agronémicas
niveis de fertilidade (com e sem adubacao), avaliadas em hibridos simples derivados de |
duplo-haploides e em testemunhas experimentais e comerciais.

Com adubacéo

Caracteres
UG ST TOMB. AP AE PROD
UG 0,016* -0,152 0,164 0,006 0,240
z§ ST -0,031~ 0,054 0,449 0,407 0,427
-clg TOMB -0,197 0,025 -0,093 0,126 -0,477**
3 AP 0,329 0,516 -0,001 0,743 0,430
§ AE 0,242 0,414 0,093 0,793 0,368
PROD 0,342 0,574 -0,347* 0,563 0,410

AP = altura de planta, AE = altura de espiga, TOMB = tombamento, ST = estande, |
umidade de grédos e PROD = produtividade

Na auséncia de adubacdo observa-se alta correlacdo da altura de espiga e altura de
planta. A produtividade apresentou correlacdo negativa com o tombamento, e correlacéo
positiva com a altura de planta, altura de espiga e estande. Observa-se que no ambiente sem
adubacdo, as caracteristicas agronémicas, estande e altura de planta foram mais expressivos di
gue no ambiente com adubacédo. Ribeiro et al. (2016) destacam a altura de planta como uma
caracteristica que afeta a producéo de graos.

Faria e Oliveira (2019) também observaram a alta correlagdo linear entre altura de
espiga e altura de planta. Em uma avaliacéo via andlise de trilha, Silva et al. (2016) observaram
efeito direto e positivo do estande sobre a producéo de graos e negativo do tombamento sobre
a produtividade, destacando que a selecdo de gendtipos menos suscetiveis ao acamamento ¢
guebramento podem resultar em aumento de produtividade.

Na Tabela 6 estdo apresentados 0s contrastes ortogonais entre caracteristica
agronémicas aViadas em DH oriundos de gendtipos-fonte de diferentes geracbes de
endogamia e testemunhas experimentais, sob condi¢cdes de adubacdo. Para tombamento nac
houve diferenca significativa para todos os contrastes ortogonais, indicando que DHs teriam
um desempenho equivalente a gendtipos comerciais em condigcdes de lavoura quanto ao

acamamento e quebramento.
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Para umidade de gréos, houve diferenca significativa para o contraste \BH&St,
indicando maior precocidade no grupo de hibridos derivados de DHs. Para estande, altura de
planta, altura de espiga e produtividade, houve diferencas significativas entre hibridos
derivados de linhagens duplo-haploides e testemunhas em todas as situacfes, evidenciando

efeito de geracgdes, e principalmente, de heterose no desempenho agronémico destes hibridos.

Tabela 6 - Contrastes ortogonais entre hibridos simples derivados de doze linl
duplo-haploides (DHs) (Flint e Dent) nas geracte$F Si, e doze linhagens testadol
(Flint, Dent e Intermediariojersugestemunhas (Test.) no ambiente com e sem adul
para altura de planta(AP), altura de espiga(AE), tombamento(TOMB), estanc
umidade de graos(UG) e produtividade(PROD)

Com adubacéo

o DHs vs Testemunhas DHsF1 vs Testemunhas
Caracteristicas .
. Médias  Médias Médias  Meédias
Agronomicas Contraste Contraste
DHs Test. DHskH Test.

AP 229,98 212,71 38,309 229,82 212,71 24,706

AE 131,66 115,21 47,307 132 115,21 33,276
TOMB 7,66 7,63 0,009* 9,26 7,63 1,490%

ST 38,94 31,26 115,395 38,54 31,26 69,566

UG 14,86 15,02 0,772 14,51 15,02 4,685
PROD 3,14 2,19 69,393 2,97 2,19 38451

DHsF2 vs Testemunhas DHs$S vs Testemunhas
Caracteristicas
_ Médias  Médias Médias  Médias
Agrondmicas Contraste Contraste
DHsk Test. DHsS Test.

AP 235,61 212,71 44,225 22490 212,71 12,534

AE 134,59 115,21 43,228 128 115,21 20,289
TOMB 7,04 7,63 0,193% 6,90 7,63 0,294

ST 39,02 31,26 78,933 39,19 31,26 82,590°

UG 15,30 15,02 1,369 14,75 15,02 1,338%
PROD 3,29 2,19 54,126 3,14 2,19 46,881




Tabela 6 - Contrastes ortogonais entre hibridos simples derivados de doze lini

duplo-haploides (DHs) (Flint e Dent) nas geracoe$4: Si, e doze linhagens testadol

(Flint, Dent e Intermediariojersugestemunhas (Test.) no ambiente com e sem adul

para altura de planta(AP), altura de espiga(AE), tombamento(TOMB), estanc
umidade de gréaos(UG) e produtividade(PROD)

Sem adubacéo

Caracteristicas o DHS\,/S.TeSt' Ly DHsF1'v§Test.
Agronémicas Medias  Médias Contraste Medias  Medias Contraste
DHs Test. DHskH Test.
AP 220,89 198,36 52,381 220 198,36 31,623
AE 124,45 105,86 45,721° 124,68 105,86 30,796
TOMB 3,46 4,08 0,708* 3,85 4,08 0,106*
ST 36,18 28,86 86,282 36,26 28,86 56,821
UG 16,84 16,75 0,069% 16,30 16,75 1,938*
PROD 3,11 2,14 74,358 3,04 2,14 46,609
Caracteristicas - DHst,v_sTest. - DHSS{V.STeSt'
Agrondmicas Medias  Médias Contraste Medias  Medias Contraste
DHsFk Test. DHsS Test.
AP 226,91 198,36 56,351 215,95 198,36 21,141
AE 128,87 105,86 46,157 120 105,86 17,807
TOMB 3,11 4,08 1,149% 3,50 4,08 0,436
ST 36,14 28,86 58,511 36,16 28,86 57,240
UG 17,56 16,75 7,417 16,55 16,75 0,471s
PROD 3.23 2,14 55,153 3.06 2,14 47,178
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** nivel de significancia a 1947 ndo significativo

A Tabela 7 indica que, no ambiente sem adubacdo, o comportamento dos hibridos
derivados de linhagens DH e das testemunhas foram semelhantes & com adubacdo em todas a
caracteristicas agrondmicas, denotando que as diferencas entre as duas classes de genotipos sé
derivadas de efeitos genéticos, que se manifestam independentemente do nivel de fertilidade do
ambiente, apesar da interacdo entre doses de adubo detectada pela analise de variancia (Tabel
3).

Para umidade de graos, houve diferenca significativa dos contrastes apenas para DHsF
vs Testemunhas, em que a média dos hibridos derivados de linhagens duplo-haploides na
geracdo F diferiu das médias das testemunhas. Para tombamento, ndo houve diferenca
significativa para todos os contrastes ortogonais. Para estande, altura de planta, altura de espiga
e produtividade, houve diferenca significativa para os contrasteyFst., DHskvs Test.,

DHsF vs Test. e DHsSvs Test.
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No ambiente com adubacado (Tabela 6), os hibridos apresentaram médias menores do
que as testemunhas em umidade de grédos, com excec¢ao aos hibridos na geragadi&s
maiores para estande, altura de planta, altura de espiga e produtividade. No ambiente sem
adubacdo (Tabela 6), as médias dos hibridos foram maiores quanto comparados as testemunha:
para estande, altura de planta, altura de espiga e produtividade. Para a caracteristicaagronoémic
umidade de grdos, os hibridos apresentaram médias maiores as testeughagracao
. Nos dois ambientes, o tombamento ndo apresentou diferenca significativa entre os hibridos e
testemunhas, mas sem adubacdo, as médias dos hibridos tendem a ser menores do que a
testemunhas.

Foram encontradas diferencas significativas no contraste DHs vs Testemunhas para
altura de planta e altura de espiga, indicando a possibilidade de sucesso na selecaorge linhage
promissoras para a obtencao de populacfes-base (Oliboni et al. 2013).

Em adicdo a estes dados, a aplicacdo do teste de Scott-Knott sob as médias obtidas dos
hibridos com e sem adubacao resultou em agrupamentos distintos em cada ambiente (Tabela 1
- anexos). Com adubacao, houve a formacao de trés grupos para altura de planta e altura de
espiga, enquanto que, para umidade de grdos e tombamento houve a formacao de quatro grupos
Os maiores grupos foram formados para estande e produtividade, seis e sete grupos,
respectivamente. Sem adubacdo, houve a formacéo de trés grupos para altura de planta e
tombamento. Para umidade de graos houve a formacao de quatro grupos. Os maiores grupos
foram formados para estande e altura de espiga e produtividade. Para estande e altura de espiga

foram cinco grupos e seis grupos, para produtividade.



Tabela 7-Médias dos 15 hibridos mais produtivos em com adubacéo para seis caracteristicas de interesse agronémigeisrdalfasilidadt
(com adubacao e sem adubacéo).

_ AE TOMB ST UG PRD
PROGENIES Al A2 AL AL AL A2 Al A2 Al A2 Al A2
G55 x 9150130-4 245Aa 243 Aa 140 Aa 140Ac 2Ad 1AcC 42Aa 38Aa 175Ab 185Aa 104Aa 9.1 Aa
GA4R-3 X49150130' 233Aa  215Ab 128Aa 105Ad 1Ad 1Ac 41Aa 38Aa 17.5Ab 175Ab 98Aa 7.0 Bb
GAR-1 X4915013°' 243 Aa  228Aa 130 Aa 118Ad 1Ad 1Ac 41Aa 39Aa 190Aa 200Aa 89Ab 7.9Aa
GAF-3 x 541007 218Ab  218Aa 128Aa 128Ac 1Ad 1Ac 43Aa 41Aa 135Bd 170Ab 88Ab 7.8Aa

G5Sx L1017 230 Aa  223Aa 153Aa 133Ac 1Ad 2Ac 38Aa 26Bc 16.0Ac 180Ab 88Ab 6.1 Bc
G8F-3 ’15100290' 238 Aa  245Aa 125Ab 110Ad 1Ad 1Ac 40Aa 37Aa 160Bc 185Aa 87Ab 7.6 Aa
G5S xL724  248Aa  230Aa 145Aa 130Ac 1Ad 1Ac 42Aa 40Aa 155Bc 180Ab 8,6Ab 7.3 Ab
G8F-3 X
oo TSX . 255Aa  253Aa 143Aa 145Ab 1Ad 1Ac 42Aa 38Aa 165Bc 190Aa 83Ab 7,7Aa
G151 X49150130' 243 Aa 225Aa 138 Aa 133Ac 6AC 3Ac 39Aa 36Ab 155Ac 175Ab 81Ac 7.2 Ab
G4F-1x L1017 255Aa 238Aa 148Aa 128Ac 1Ad 1Ac 40Aa 39Aa 17.0Bb 195Aa 80Ac 7.2 Ab
G1FE-1x541007 248Aa 235Aa 153Aa 135Ac 2Ad 1Ac 43Aa 39Aa 160Bc 185Aa 7.9Ac 7.9 Aa
G4F-1x 541007 235Aa 230 Aa 130Aa 118Ad 1Ad 1Ac 39Aa 40Aa 160Ac 180Ab 7.9Ac 7.1 Ab
GAFR-3 x L1017 238Aa 213Ab 143Aa 130Ac 2Ad 2Ac 41Aa 40Aa 140Ad 135Ad 7.8Ac 6.5 Ab
GiRE-1 X49150130' 243Aa  223Aa 145Aa 133Ac 3Ad 1Ac 39Aa 41Aa 16,0Ac 17.5Ab 7.7Ac 8.2 Aa
G1S-1x120  198Bc 240Aa 150 Aa 135Ac 2Ad 2Ac 40Aa 36Ab 140Bd 175Ab 7.7Ac 6.2 BC
3P2200 240 Aa__ 230 Aa_120Ab 128Ac 5Ad 1Ac 36Ab 36Ab 155Ac 17.0Ab 65Ad 50 BC
AG8088VTPRO2 213Ab  205Ab 108Ac 110Ad 2Ad 3Ac 39Aa 36Ab 160Bc 185Aa 6.4Ad 55 Ac
DKB310VTPRO2 220 Ab  210Ab 123Ab 130Ac 4Ad 1Ac 41Aa 32Bb 17.0Ab 190Aa 6.1Ad 6.9 Ab
BRS 3042 210Ab 228 Aa 125Ab 125Ac 8Ac 8Ab 39Aa 36Ab 155Ac 16.0Ac 6.0Ad 4.1 Bd
102400 225 Aa  210Ab 128 Aa 110Ad S5Ad 4Ac 37Ab 34Ab 140Ad 160Ac 59Ad 58 Ac
Médias 228 218 130 122 8 4 38 35 149 168 51 49
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Limite Inferior 163 133 80 63 1 1 2 1 12,0 12,5 1,0 1,0
Limite superior 265 268 173 193 32 25 44 44 20,5 215 10,4 9,1

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal ou por letras mindsculas na vertical constituem grupo estatisticame
homogéneo, pelo teste Scott-Knott. A1 = com adubacéo; A2 = sem adubacéo. Altura de planta = AP, altura de espiga = AE, tombai
TOMB, estande final = ST, umidade de graos = UG, e produtividade = PROD.
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Na Tabela 7 estdo destacados os 15 hibridos de maior produtividade com adubacao, em
comparacao com as cinco melhores testemunhas do ensaio (3P2200, AG8088VTPRO2,
DKB310VTPRO2, BRS 3042 e 1Q2400). Os dados expressam a superioridade de linhagens
duplo-haploides em comparagcao com as testemunhas para as caracteristicas avaliadas, com 10,
e 9,1 t/ha de produtividade nos ambientescom e sem adubacao, respectivamente para o hibrido
G5S1 x 9150130-4. Cabe destaque aos testadores 9150130-4, 541007 e L1017 como os que
resultaram nos hibridos de maior produtividade com adubacao.

A analise de médias via teste de Scott-Knott ndo resultou em distincbes entre os
ambientes com e sem adubacao para os gendtipos avaliados, mas sim em diferencas quanto ac
agrupamento dos genoétipos dentro de cada ambiente. Observando-se os dados dos melhores
hibridos em conjunto (Tabela 7), verifica-se que 0s mesmos tém em comum poucas perdas em
estande final (menos de 20% de perda), altura de planta elevada (entre 255 e 233 cm) e valores
intermediarios de umidade de gréos (entre 20 e 14%), denotando um ciclo precoce normal.
Estes parametros correspondem ao ideoétipo desejavel para hibridos comerciais, demonstrando

o potencial de DHs na obtencao de cultivares superiores.

5.5.2. Capacidade combinatoria de linhager3H em cruzamento com testadores de
trés grupos heteroticos
Na andlise conjunta do dialelo parcial (Tabela 8) observaram-se diferencas

significativas nos cruzamentos. O desdobramento dos efeitos de cruzamento em capacidade
geral de combinacdo (CGC) dentro do conjunto de linhagens testadoras (G1) e dentro do
conjunto de linhagens DHs (G2), e em capacidade especifica de combinacdo (CEC) resultou
em efeitos significativos para todas as caracteristicas avaliadas, indicando que nos genotipos
avaliados existem efeitos de aditividade e de dominéncia. Considerando os efeitos significativos
de CEC, verifica-se que as linhagens avaliadas estdo resultando em combinagfes hibridas
superiores. As melhores linhagens sao selecionadas em hibridos com alta CEC, as quais foram

oriundos de cruzamentos com um progenitor de alta CGC (Cruz et al. 2012; Maioli et al. 2020)



Tabela 8 -Analise conjunta de variancia do dialelo parcial nos ambientes com e sem adubacdo para altura de planta(AP), altura de
tombamento(TOMB), estande(ST), umidade de graos(UG) e produtividade(PROD) de hibridos simples derivados de 23 linhac

haploides (Flint e Dent) e 12 linhagens testadoras (Flint, Dent e Intermediario)

Graus de Quadrados médios
Fontes de variacao

liberdade AP AE TOMB ST uG PROD
Cruzamento 275 46098,90**  15413,90** 130,42** 1260,69** 222,01** 41,91**
CGC (G1) 11 118077,00** 39829,45** 442,94** 3278,07** 521,67** 126,79**
CGC (G2) 22 103709,86** 32863,00** 270,95** 2973,84** 488,57** 122,18**
CEC 242 37589,80**  12717,82** 103,44** 1013,24** 184,16** 30,75**
Ambienté 1 70944,29**  38081,75** 1096,01** 1484,05** 13,48 34,79°
Cruz. x Amb? 275 6928,00** 2445,20%* 31,99** 198,92** 35,46** 4,70"
CGC (G1) x Ambiente 11 7814,61** 2783,28** 60,32** 202,72** 40,05** 9,27"
CGC (G2) x Ambiente 22 18291,79**  6115,44** 58,93** 521,37** 99,92** 9,81"
CEC x Ambiente 242 5854,63** 2096,18** 28,26** 169,43** 29,50** 4,03"
Erro 576 135,93 111,88 13,84 8,68 4,41 127,75

** nivel de significancia a 1%; * nivel de significAncia a 839140 significativofAmbiente= doses de adubo (0 e 500 kg/h&yuz.xAmb.=

Interacéo cruzamento x ambiente; CGC = capacidade geral de combinacéo; CEC = capacidade especifica de comHdinhagen&1=

testadoras; G2=linhagens testadoras duplo-haploides.
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Quando foi incluso o efeito dos niveis de adubacao (ambiente) na andlise, observou-se
diferenca significativa para todos os caracteres, exceto produtividade (Tabela 8). Este resultado
indica que, para produtividade, os comportamentos dos gendtipos foram similares nos
ambientes com e sem adubacao, o que denota que, para produtividade, pode ser feita a seleca
das melhores progénies com base na média de cada ambiente. Este dado refor¢a a auséncia d
diferencas significativas entre as médias de cada gendtipo em cada ambiente para produtividade
apontada pelo teste Scott-Knott (Tabela 1 - anjexos

As diferencas significativas encontradas na interacdo cruzamento x ambientes, efeito
CGC(G1) x ambiente, efeito CGC(G2) x ambiente e CEC x ambiente para umidade, estande,
tombamento, altura de planta e altura de espiga inferem respostas diferenciadas de testadores.
linhagens DHs e combinacdes hibridas frente as variacfes no nivel de adubacao. Os resultados
concordam com o observado por Nardino et al. (2019) em analise dialélica de linhagens
endogamicas de milho, onde foi possivel encontrar para altura de planta e rendimento de gréos
diferenca significativa para cruzamentos x ambientes, CGC x ambientes e CEC x ambientes.

As médias dos efeitos aditivos de CGC (gi) nos dois ambientes evidenciam a
contribuicdo dos testadores (Tabela 9). Para umidade de graos os testadores 531542, 5100290-
11, 521274, 521236, 9150130-4, 5702955 e 541007 tiveram valores negativos, indicando
reducdo de ciclo das cultivares avaliadas, e os testadores L20, L724, L843 e L1017 valores
positivos.

Para o estande final, os testadores L20, L724, L845 e L1017 foram o que mais
contribuiram para esta caracteristica, enquanto os testadores 531542, 5100290-11, 521274,
9150130-4, 5702955 apresentaram valores negativos. Em tombamento, os testadores
91600006-3, L845, L1017 apresentaram valores baixos, podendo ser recomendados para
melhoramento desta caracteristica agronémica, caso também contribuam para boa
produtividade. Para altura de planta e altura de espiga os testadores 521274, 9150130-4 e
5702955 apresentaram valores negativos, podendo contribuir para a reducdo deste carater, se
nao houver interferéncia em produtividade. Para produtividade, os testadores L20 e L1017 se

destacaram.
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Tabela 9 -Efeitos capacidade geral de combinacao (gi) para seis caracteristicas agror
avaliadas em oito doze linhagens de milho utilizadas como testadores em dois n

fertilidade (com e sem adubacéo)

Genitores AP AE TOMB ST UG PROD
531542 -21,857  -11,754 1,801 -3,13 -1,835 -0,938
5100290-11 -18,487 -9,362 -1,004 -4,239 -1,596 -0,482
91600006-3 -10,553 -3,493 0,453 -1,63 -0,553 0,431
521274 -43,596  -25,449 1,714 -7,304 -2,9 -1,895
L20 48,034 23,681 -1,308 8,326 3,665 1,475
L724 31,295 21,833 5,301 4,783 2,121 -0,33
L845 39,23 15,094 0,214 6,674 2,339 0,801
L1017 64,447 42,703 0,236 10,565 3,969 2,409
521236 -1,726 -8,21 -0,895 -1,37 -0,161 -0,395
9150130-4 -25,226 -14,58 -1,525 -4,00 -1,639 0,192
5702955 -33,596  -19,906 -2,264 -5,804 -1,879 -1,156
541007 -21,966  -10,558 -2,721 -2,87 -1,531 -0,112

Altura de planta = AP, altura de espiga = AE, tombamento = TOMB, estande final

umidade de grdos = UG, e produtividade = PROD.

Avaliando os efeitos aditivos de CGC (gi) para as linhagens DHs (Tabela 10),
considerando a média dos ambientes para umidade de grédos, os valores inferiores foram
encontrados G2FG5FR, G6R, G8R, , G9S, , indicando a presenca de genes aditivos que
podem contribuir para a precocidade. Os genétipos1,G6&BS, G9FR apresentaram
comportamento diferenciado, com expressdo de efeitos para reducdo da umidade de graos
guando sem adubacéo (Tabela 10).

Para estande final, os genotipos @1FLS, G4R, G4, G55, G8R, G10Rk, e G12$%
se destacaram com valores altos e positivos, contribuindo para progénies superiores nestas
caracteristicas. Quanto ao tombamento, a maioria dos genoétipos apresentou valores negativos,
contribuindo para a reducao deste carater, que constitui o pior defeito em hibridos de milho,
com efeitos diretos na producéo. Entre os valores negativos, inferiores os genotipos G2F
G4FR, G5F, G5, G8F, G8F: se destacaram.
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Tabela 10 - Efeitos capacidade geral de combinagdo (gi) para seis caractel
agrondmicas, avaliadas em 23 linhagens de milho utilizadas como testadores duplo-h

em dois niveis de fertilidade (com e sem adubacao)

Genitores AP AE TOMB ST UG PROD
Glh -31,857 -16,428 -0,15 -6,498 -2,31 -1,272
Glk 42,935 27,114 -0,317 7,502 3,19 2,145
G1s 43,56 27,322 0,391 7,335 2,607 1,27
G2h -84,774 -48,928 -2,359 -14,957 -5,685 -2,647
G25 27,518 13,989 1,183 5,835 2,815 -0,105
G4k 45,435 24,406 -1,442 9,585 3,149 2,562
G4k 37,935 12,322 -2,817 6,002 3,899 1,978
G4S 50,018 25,031 2,058 7,96 2,899 0,895
G5h -62,274 -33,719 -2,525 -10,29 -4,018 -1,563
G5S 53,351 26,822 -2,484 8,085 4,399 2,853
G6h -11,857 -5,803 -0,317 -0,957 -1,018 -0,397
G6kR -49,982 -26,428 -0,65 -7,582 -3,393 -1,813
G8h -92,274 -53,511 -2,984 -15,373 -6,393 -2,313
G8R 48,351 22,114 -2,65 7,21 2,315 1,52
G8S -24,982 -13,511 -0,484 -3,957 -1,226 -1,188
GY9R 2,726 1,489 0,85 0,627 -0,06 -0,063
GIR -12,482 -9,344 1,391 -2,165 -0,476 -1,063
GO9S -48,732 -26,844 2,225 -7,415 -3,143 -1,647
G10R -25,815 -15,178 0,641 -4,79 -1,976 -0,855
G10R 53,351 39,822 6,641 7,043 3,024 0,978
Gllk -16,649 -3,511 -1,609 -4,748 -1,685 -0,48
G122k 22,518 11,489 4,141 4,002 0,732 0,228
G125 33,976 21,281 1,266 7,543 2,357 0,978

Altura de planta = AP, altura de espiga = AE, tombamento = TOMB, estande final
umidade de gréos = UG, e produtividade = PROD.

Para altura de planta e altura de espiga, os efeitos negativos de CGC foram encontrados
nos genotipos GLFG2FR, G5k, G6R, G6Fk, G8R, G8S, G99k, G9S, G10R e G11E. Para
produtividade, os genotipos que se destacaram com valores mais elevados fora@1G1F
G4k, G4k, , G55, G8k, , sendo as principais linhagens DHs para avanco em um programa
de melhoramento visando a obtencao de hibridos superiores. Destacaram-se para produtividade
0s gendtipos GH-G4F, G4k, G55 que possuiram os valores de efeito genético positivo e

superior.
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Os programas de melhoramento de milho buscam hibridos que combinem alta
produtividade e estande com baixos indices de tombamento. Em suma, apesar de possuir alta
umidade de graos, elevada altura de planta e de espiga para os dois ambientes os melhores
testadores foram L20 e L1017 apresentando bom desempenho em produtividade e estande, e
baixo indice de tombamento.

Com relagdo ao grupo de linhagens duplo-haploides avaliadas, os genoétipps G1F
G4F, G4k, G55 néo se destacaram para umidade de gréaos, altura de planta e altura de espiga,
porém, hibridos que possuiam estes DHs como parentais se destacaram em estande e
produtividade e apresentaram valores inferiores de tombamento.

A escolha de genitores que contribuam para a melhoria do maior niamero de
caracteristicas agronémicas possiveis € importante para extracao de linhagens em programas de
melhoramento que visam a obtencdo de hibridos (Simon et al. 2012). Maioli et al. (2020)
relataram impossibilidade de selecionar um Unico gendtipo com melhor desempenho em
caracteristicas tais como: florescimento feminino e masculino, altura de planta e espiga,
comprimento e diametro da espiga, plantas acamadas e quebradas, massa de 100 graos ¢
rendimentos de gréos. Naquele trabalho, foram selecionadas as linhagens com maiores valores
de CGC considerando cada caracteristica de forma isolada. No presente trabalho, as linhagens
selecionadas possuiam valores altos de CGC para estande, tombamento e produtividade
concomitantemente. Amiruzzaman et al. (2010) identificou capacidade geral de combinacao
para produtividade.

As estimativas elevadas de CEC indicam qual cruzamento especifico foi melhor ou pior
do que esperado com base na CGC dos progenitores, sendo o sinal positivo ou negativo
determinante no sentido deste carater. Estes cruzamentos especificos evidenciam efeitos nao
aditivos, ou seja, desvio de dominancia e epistasia (Cruz et al. 2012). Além disso, a CEC
também esté relacionada a divergéncia genética entre os pais (Lippman & Zamir, 2007). Para
cada caracteristica, as melhores combinacdes hibridas devem possuir uma das linhagens DH ou
testadores que se destacaram na CGC, sendo os hibridos selecionados com base nas estimative
de CEC (Cruz et al. 2012).

Paa umidade de graos, estande, tombamento, altura de planta, altura de espiga e
produtividade houve uma combinacéao hibrida distinta. Em umidade de graos observa-se desvio
de dominancia e epistasia nas combinagdes hibridasX32R24, G5k x 91600006-3 e G8F
x 541007 (Tabela 2 - anexo). Em estande, as melhores combinagdes hibridas foratn G5F
L1017, G6E x L20, GOk x L724, G9% L1017 e G12F x L724. Para tombamento,
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destacaram-se os hibridos G&A.845 e G6k x L20. Em altura de planta e altura de espigas,
0s cruzamentos G9X 5100290-11, G5Fx 91600006-3 e G8Fx 541007 apresentaram
destaque.

Para produtividade, observa-se altos efeitos de CEC nas combinacdes hibridas , G4S
L20, G1R x L1017 e G10Fx L1017. Atendendo as demandas do programa de melhoramento
genético as combinacdes hibridas de alta produtividade, estande e baixo indice de tombamento
séo, G4px L20, G6R x L20, G5R x L1017, G69x L20, G1R x L1017, G5k x L1017, G10kF
x L1017, G99 x L1017e G8F> x L845.

Os efeitos de CEC para produtividade e caracteristicas relacionadas a producéo de graos
foram relatadas por Amiruzzaman et al. (2010), Haddadi et al. (2012), Aminu et al. (2014). Na
cultura do milho, a exploracdo dos efeitos ndo aditivos através da selecdo das melhores
combinacdes hibridas sdo de grande relevancia nos programas de melhoramento (Guerrero et
al. 2014).

5.6. Conclusodes

As linhagens DH G1F G4F, G4k e G5S expressaram alta capacidade geral de
combinacdo para produtividade e estande, e baixa capacidade geral de combinacdo para
tombamento, nos dois niveis de adubacao

O desempenho agronémico dos 15 melhores hibridos derivados de linhagens DH em
comparacdo com testemunhas, indicou superioridade de linhagens duplo-haploides em
comparacao com os hibridos obtidos de linhagens convencionais para as cinco caracteristicas

avaliadas, nos dois niveis de adubacéao.
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Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para alita@ABg, plitura de espiga(AE
tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de gréos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacao #4i)aezdertA2)

. AP AE TOMB ST uG PROD
PROGENIES Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
G1R-1xL20 220 A b 223 A a123A b 120Ad14 A b 1B c39A a343ADb1l165B c 190A a 36 Ae4lAd
Glh-1xL724 228 A a 210 A b 140 A a128A c 19 A b 5B c41 A a26B c 150A d150A d 31Af 29A e
G1kR-1 x L1017 245 A a 245A a1l40A a1l60A b 7A c 1A c43A ad42A als55Bcl195Aa 71ACc69AD
G1R-1 x 521236 238 A a 218 A al1l35A all5Ad15A b 4B c40A a35A b145B d170A b 36 A e39Ad

G1R-1 x 5702955 233 A a240A a1l50A a130Ac 2Ad 1Ac27Bc40A al50Ad170A b 23Bf 51AcC
G1lR-1 x L20 230 A a 218 A a1l18Ab120Ad 1 Ad 1 Ac40A a37A al65A c 180A b 70Ac60AC
GlR-1xL724 243 A a 225 A a 143 A a128A c 13 A b 7A c41A ad40A al50Ad165A c 43A ed9AcC
G1R-1 x L845 230 A a 225 A a123A b 123A c 16 Ab 2B c42A a39A al40A d155A c 62A d64AC
G1lR-1 x L1017 225 A a 235A al1l35A al43Ac 7Ac 1Ac43A a39A ald5B d190A a 66 Ad64AcC
G1R-1 x 521236 238 A a 238 A a 138A a133A c13Ac 2B c40A a38A al55B c190A a 54Ad67AD
G1R-1 x 521236 245 A a 213B b 128 A a123A c 2Ad 1A c32Ac24Bc155B c205A a 48A e40Ad
G1lR-1x9150130-4 243 A a 223 A a145A a133A c 3Ad 1ACc39Aad4lAal60O0Ac 175A Db 77A Cc82A a
G1lR-1x9150130-4 223 A b 228 A a 135A a133A c 6 Ac 1ACcC39Aa36ADbl65A c 175A b 69A CG68A D
G1lR-2 x 9150130-4 233 A a 215A b 145A a128A ¢ 8A c 1A c43A ad40A al50A d170A b 66 Ad70A Db
G1R-1 x 5702955 180B c 220 A a 135A a1l20Ad 6 Ac 4A c41A a37A alda5B d170A b 46 Ae4d49AcC
G1R-2 x 5702955 225 A a 230 A a 133 A al123Ac 3Ad 1Ac37Ab40A a135B d160A c 33B e53AcC
G1R-1 x 541007 248 A a 235 A a 153 A al135Ac 2Ad 1Ac43A a39Aale0Bci185A a 79A c79A a
G1S-1xL20 198 B ¢ 240 A a 150 A a135A c 2Ad 2Ac40A a36A b140B d175A b 7,7A C62B cC
G1S-1xL724 235 A a 243 A a 145A a 143 A c 24 A al6B b40A a41 A ald5A d145A d 39A ed46Ad
G1S-1 x L845 225 A a 223 A all5Ab105Ad 5Ad 2Ac40A a31Bb1l40A d160A Cc 51Ad51AC
G1S-1 x L1017 225 A a 218 A a 143 A al1l28A c 7Ac 1Ac4l1A a35Bbi135Bd165A c 58A d53AcC
G1S-1 x 521236 253 A a 230 A a133A al38Ac 6 Ac 3ACc41A a39A ald0A d155A c 44A e50AC

Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para altura de ptaraa{@Pespiga(AE]
tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de graos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacao d4dhacseniA2)
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. AP AE TOMB ST UG PROD
PROGENIES Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
G1S-1x9150130-4 243 A a 225 A a 138 A a1l33A c 6 Ac 3AC39Aa36ADbI155Ac175A Db 81AC72A Db
G1S-1x9150130-4 240 A a 225 A a 143 A a1l30Ac 1A d 3Ac36BDb44A al65Ac185Aa 77AC75A Db
G1S-1 x 5702955 205B b 248 A a 138 A a128A c 5Ad 3ACc38Aa37A al5;0Ad165Ac 28Bf 43Ad
G1S-1 x 541007 250 A a 243 A a 153 A al1l48A b 1 Ad 2Ac4l1A ad0A ald5B d175A b 61Ad66AD
G2kR-3 x 521236 228 A a 200A b 118 A b 110Ad 7Ac 2Ac35Ab23Bc150Ad170A b 26Af 16Af
G25-5x L20 225 A a 208 A b 125A b 108Ad 4Ad 3Ac3Aa37A ale0Bc190A a 63Ad57AcC
G25-4 xL724 208 A b208A b 118 A b 118Ad20A b 7B c38A a27Bc150Ad170A b 19A gl7Af
G25-5 x L845 215A b 210A b 105A c 98A e 7Ac 3ACc38Aa37Aald0AdI55A cCc 42B eb60AC
G2S5-4 x L1017 215A b 208 A b 130 A a123A c 11 Ac 8A c36A b37A ald0A d155A c 40A ed4b6Ad
G25-4 x 521236 215A b 18 A b 115A b 103Ad 6 Ac 6 Ac34ADb37A al5;0Ad135Ad 30Af 36A e
G25-4 x 521236 218 A b 165B c 118 A b 115A d 12 A c 10A b 41 A a35B b 150A d 160A c 23 Af 31A e
G2S-4 x 9150130-4 210 A b 200A b 100A c 95 A e 2Ad 3ACc27Bc37A ald0B d165A c 48A e55A cC
G25-5x9150130-4 235 A a 218 A a133A al1l23Ac 9Ac 6 Ac38Aa38Aald5Ad160A c 63A d61AC
G25-4 x 5702955 218 A b 210A b 103A c 110Ad 1 Ad 2Ac40A a37A al50Ad160A c 20A g29Ace
G25-4 x 541007 220 A b 195A b 130 A a110Ad 3Ad 1 Ac39A a37A al35Bd160A c 46 A e35A e
G4FR-3 x L20 220 A b 2I0Ab125A b 115Ad 3Ad 1Ac39Aa35Ab155Ac160A c 57Ad45Ad
G4R-3 x L724 213 A b 213A b 118A b 123Ac 8Ac 3ACc40A a32B b120B d145A d 44A e 26B f
G4hR-3 x L845 230 A a 213A b 123A b 108Ad 2Ad 5ACc36ADbD4OA al35Ad130Ad 56 Ad45Ad
G4FR-3 x L1017 238 A a 213 A b 143A al1l30Ac 2Ad 2ACc41A ad40A ald0A d135Ad 78A C65A D
G4kR-3 x 521236 215A b 218 A al1ll15A b 120Ad 1 Ad 2Ac40A a38A ald0B d170A b 42A ed4d9AcC
G4R-3x9150130-4 233 A a215A b 128 A a1l05Ad 1 Ad 1Ac41A a38Aalrl’5Ab1l75A Db 98A a70B Db
G4hR-3 x 5702955 230 A a 208 A b 133A al113Ad 1 Ad 1Ac4l1 A a38A alé0Bc185A a 72Ac75A D

Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para altura de ptaraad@&Pgspiga(AE]
tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de gréos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacéo dddbacseniA2)

PROGENIES AP AE TOMB ST UG PROD
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Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
G4F-3 x 541007 218 A b 218 A a 128 A a128A c 1 Ad 1A c43A a4d4lA al35Bd170A b 88ADb78A a
G4R-1x L20 233 A a223A al2l0Ab105Ad 1 Ad 1Ac39Aad4lA al85A al90A a 75A c58Bc
G4R-1xL724 235 A a238A al25A b 123Ac 2Ad 3Ac37Ab42A al55B c 190A a 54Ad54AcC
G4FR-1 x L845 240 A a 220 A a 130 A a130Ac 1 Ad 1 Ac38Aa38Aald5B d185A a 57A d63AC
G4R-1 x L1017 255 A a 238 A al48A al28A c 1 Ad 1Ac40A a39A al7’70Bb195A a 80Ac72AD
G4R-1 x 521236 245 A a 235A al20Ab120Ad 1 Ad 1Ac40A a40A al85A a205Aa 72Ac75A D
G4R-1x9150130-4 243 A a 228 A a130A a118Ad 1 Ad 1A c41A a39A al90A a200Aa 89ADb79A a
G4FR-1 x 5702955 245 A a 228 A a1ll15A b 108Ad 1 Ad 1Ac36AbD23B c205A a215Aa 44Ae4lAd
G4R-1 x 541007 235 A a230A al30Aall8Ad 1Ad 1Ac39Aad4d0A al6l0Ac180A b 79ACT71AD
G4S5-3 x L20 223 A b 223 A al2Z3A b 118Ad 1 Ad 1Acd42A a37A ald5A d160A c 61A d56AC
G4S-2 xL724 230 A a 228 A a 140 A a 128A c 28 A a 23 A a42 A a 38 A al1l50A d170A b 1,7A glo9Af
G4S-2 x L845 213 Ab210Ab105Ac 95A e 2Ad 5ACc38Aa33Abl40A d140A d 42A e30Ac€
G4S-2 x L1017 243 A a 21I3A b 135 A al2Z3Ac 7Ac 2Ac35Ab3BADbLIZ5AdI40Ad 59Ad47Ad
G45-2 x 521236 240 A a 240 A a 128 A a125A c 6 Ac 4ACc39A a32Bbi150Ad170A b 30Af 25A f
G4S-2 x 9150130-4 233 A a 210 A b 130A a110A d 8Ac 7A Cc40A a37A al0OA c155A c 60A d52A CC
G4S-2 x 5702955 228 A a 215A b 118 A b 113 A d 12 A c 14 A b 38 A a34 A bl50A d160A c 16 Ag29Ace
G4S-2 x 541007 240 A a 230 A a 148 A a128A c 2 A d 1 Acd42A a38A ald0A d155A c 67Ad62AC
G5R-1xL724 243 A a 225A a 153 A a1l45A b 12A c 2B c39A a38Aal60Bc190A a 43A e51lAcC
G5hk-1 x 521236 233 A a235A al38A al30Ac 1Ad 1Ac39Aa37TAal0Acl1l75A b 56 Ad54AcC
G55 x L20 233 A a2l5A b 130Aall5Ad 5Ad 1Ac40A a34Bbil155Bc 185A a 59A d50AC
G55 x L724 248 A a 230 A a 145A a130Ac 1 Ad 1 Acd42A ad40A al55Bc 180A b 86A b73AD
G55 x L845 225 A a 218 A al20Ab108Ad 1 Ad 1Ac40A a39A al40A d150Ad 73AC67AD

Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para altura de ptaraad@&Pyspiga(AE]
tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de gréos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacédo dddbacseniA2)

AP AE TOMB ST uG PROD

PROGENIES Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
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G55 x L1017 230 A a 223 A a 153 A al133Ac 1Ad 2Ac38Aa26Bc160Ac 180A b 88A b61BC
G55 x 521236 228 A a 228 A al1l30Aa 72Bf 1 Ad 1Ac37ADb37Aal50Bd20Aa 67Ad79A a
G55 x 9150130-4 245 A a 243 A al40A al1l40A c 2Ad 1Ac42A a38A al’l5ADb185A al04A a9lAa
G55 x 5702955 248 A a 218 A a135A al125A c 1 Ad 1Acd42A a37A al7’70A Db190A a 66 A d53AC
G55 x 541007 238 A a 225 A a 153 A a133Ac 2Ad 1Ac4l1A a37A al55Bci185A a 51Ad39Ad
G6R-1xL724 213 A b 205A b 140A a123A c 25A al4B b 39 A a23B c 150A d170A b 21 A gl6Af
G6F-1 x L845 208 A b195A b 105A c 113Ad 4Ad 1Ac39A a36AbI1I40A d130Ad 38A e35Ace€
G6kR-1 x L1017 208 A b205A b 115A b 125A c 3B d12A b3 Ab39Aal50Ad160A c 31Bf 47Ad
G6FR-1 x9150130-4 233 A a 223 A a 148 A a133A c 8A C12A b39A a37A al2z0B d150A d 55Ad44Ad
G6R-4 x 541007 220 A b 225 A a 133 A a138Ac 1 Ad 3ACc36ADb39Aal130Bd165A c 43A ed45Ad
G8FR-6 x 5100290-11 245 A a 248 A a 128 A a138A c 1 Ad 1 Ac35ADb38Aal55Bc190A a 71Ac7,7A a
G8R-3 x L20 233 A a2l5Ab118Ab110Ad 1 Ad 1Ac39Aa336Ab170Ab165A c 53A d33Be
G8R-3x L724 228 A a 228 A a135A al1l25A c 3Ad 1 Ac42A a4l A al30Bdi55A c 50Ae4lAd
G8RPLO7-4x1L845 218 A b 218 A al1ll13A b 103Ad 4Ad 1ACc38Aa31lBbil135A d150A d 52A d31Be
G8R-3 x L1017 253 A a225A ald5A al20Ad 1 Ad 1 Ac4l A ad4lA al30Ad145Ad 76 Ac68AD
G8R-3 x 531542 253 A a235A ald0A al25A c 1 Ad 1 Ac43A adlA al20Ad135Ad 66 A d58AcC
G8R-3 x5100290-11 238 A a 245A a1l25A b 110Ad 1 Ad 1A c40A a37A ale0Bc185A a 87A b 76 A a
G8S-4 x L20 245 A a 205B b 130 A a120Ad 1 Ad 2Ac39A ad42A ald0A d150A d 47A e 36Ace
G8S-4xL724 218 A b 205A b 133 A al20Ad23 Aa 3Bc4l1A a24Bc150Ad170A b 23Af 15Af
G8S-4 x L845 215A b 193 A b 120A b 105A d10A c 1B c39A a33Bbld5A d155A c 41A e30A e
G8S-4 x L1017 225 A a 218 A a 135A a 138 A c 3Ad 2Ac43A a38A al35Bd160Ac 72A c58AcC
G8R-3 x 91600006-3 255 A a 253 A a 143 A a145A b 1 Ad 1A c42A a38A ale5Bc190A a 83ADb7,7A a

Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para altura de ptaraa{@Pespiga(AE]
tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de gréos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacéao dddhacseniA2)

AP AE TOMB ST uG PROD

PROGENIES Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2

G8R-3 x 521274 240 A a 228 A a125A b 120Ad 1 Ad 1A c39A ad40A al50Bd175A b 34Ae39Ad
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G8S-4 x 531542 218 A b 208 A b 120A b 118A d19A b 6B c 41 A a38A al5;0Ad165A c 39A e52AcC
G8S-4 x 5100290-11 228 A a 225 A a 125A b 125A c10Ac 2B c 36 A b3 A b 140B d 165A c 43 A e4lAd
G8S-4 x 91600006-3 215 A b 225 A a 128 A a 134 A c 11 Ac 6 Ac39A a36ADb150B d185A a 69A c60AC
G8S-4 x 521274 208 A b 190A b 118 Ab113Ad 9ACc 4ACcC37ADb36ADbDI60AC165A Cc 44A e31Ace€
G9F1-8 X L845 218 A b 208 A b 113A b 98A el0Ac 2Ac42A ad40A al125B d150A d 53Ad47Ad
G9F1-8 x L1017 223 A b 235A al1l38A al33Ac 5Ad 2Ac38Aad4lA ald5Bd170Ab 71ACc75AD
G9FR-8 x 531542 243 A a 220 A a 140 A a130A c 13 Ac 5B c 37 A b38A al50Ad165A c 39A e4lAd
G9F-5 x 531542 213 A b 213A b 128A a1ll18Ad22A a 7B c39A a35Ab140A d160A c 35A e 36Ace
G9R-5x5100290-11 238 A a 245A a 135A a140A c 1 Ad 1A c40A a33Bbil135Bd175A b 61A d45B d
G9R-5x 5100290-11 258 A a 230 A a 153 A a133Ac 1 Ad 1Ac40A a29B b 150A d 170A b 52A d49AC
G9FR-8 x 91600006-3 245 A a 228 A a 148 A a 130 A c 10Ac 4 A c 41 A a36A b180A b 195A a 64A d6lAC
G9F-8 x 521274 228 A a 213A b 125A b 130Ac 11 Ac 7A c30B c38A al5;0Ad155Ac 1,7B g56AcC
GI9R-2 x L20 208 A b200A b105Ac 988A e 3Ad 3Ac42A ad40A al50Ad170A b 36A el9Bf
G9R-2 x L845 190A c 178 A c 98 A c 95 A el7TAb 5Bc40A al4B d150A d170A b 30Af 17Af
G9R-2 x L845 206 A b133B c 100Ac 93A el0Ac 3ACc35Ab29B b150A d170A b 35A e24Af
G9R-1 x 531542 210 A b 208 A b 110 A b 113A d 17 A b 10A b 35 A b 34 A b150A d150A d 32A e23Af
G9R-2 x 5100290-11 230 A a 248 A a 135A a 160 A b 29 A a 3B c3A b42A al50B d205Aa 19B g91Aa
G9R-2 x 91600006-3 220 A b 208 A b 133 A a115A d19A b 2B c 41 A a39A ald5A d155A c 66 Ad49B c
G9R-2 x 521274 198 A c 185A c 113A b 88 A e32A al8B a36Ab34ADb150Ad170A b 14A g20Af
G10R x L20 235 A a245A al33A ald8A b 7Ac 1Ac37Ab42A al4d5B d185A a 44A e56AcC
G10R x L845 210 A b 200 A b 103 A c 100Ad 5Ad 2Ac4l1A a23Bc145A d160A c 49A e 32B e

Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para altura de ptaraad@&Pgspiga(AE]
tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de gréos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacéo dddbacdeniA2)

N AP AE TOMB ST UG PROD
PROGENIES Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
G10R x L1017 240 A a 228 A a 138 A al1l25A c 2Ad 1Ac40A a37A al55Acl65A c 58A d63AC

G10R-3 x 531542 230 A a 223 A a1l45A a128A c 28 A a19B a3 A b 37A al1l50A d150A d 27A f 35A e
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G10R x 91600006-3 240 A a 233 A a135A a148A b 7Ac 2A c41A a33Bbl60Ac 170A b 68A Cc54Bc
G10R-3 x L20 253 A a 253 A a 155A a 153 A b 8Ac 1Ac39Aa35Abl65A c185A a 52Ad59AC
G10R-3x L724 253 A a 233 A al73A al58 A b30A a25A a39A a39Aal50Ad170A b 26Af 23Af
G10R-3 x L845 243 A a 223 A a 143 A a133A c10Ac 2B c39A a39Aal5;0Ad165A c 53Ad6lAC
G10R-3 x L1017 265 A a 268 A a 170 A a 178 A al0 Ac 1B c37Ab35ADb145B d 180A b 48A e62AC
G10R-3 x 531542 255 A a 238 A al60 A a143A c 25A al5B b 41 A a37A ald5A d160A c 42A ed44Ad
G10R-3 x 5100290-11 250 A a 255 A a 150 A a 155A b 4 A d 6 Ac41A a39A al70B b195A a 52A d66A D
G10R-3 x 91600006-3 255 A a 253 A a 163 A a 153 A b 10A c 8A c38 A a37TAald5B d190A a 72A c72ADb
G10R-3 x 521274 225 A a 250 A a 130 B a 165A b 28 A a15B b 41 A a 34 B b 150B d 200A a 30Af 32A e
G11RPLO8 x L20 255 A a 240A a1l40A a135Ac 6 Ac 7ACcC39A a39Aal’5Bb205Aa 55Ad52AcC
G11RPLO8 x L1017 258 A a 245 A a 168 A a 143 A c 1 Ad 1A c40A a36A b 140B d175A b 54A d58AcC
G11RPLO8 x 531542 240 A a 233 A a 143 A a135Ac 1 Ad 1Ac4l1A a36ADb150B d180A b 68A C66AD
G11RPLO8 x 5100290-11258 A a 255 A a 143 B a 193 A a 1 Ad 1A c38Aa31Bbi130B d165A c 45A e56AcC
G11RPLO8 x 521274 253 A a 230 A a 148 A a 155A b 8 Ac 1 A c38 A ad40A al40B d175A b 46A e58AcC
G12R-1 x L20 223 A b 220A a 128 A a1l25A c 6 Ac 3Ac40A a36 A b145A d165A c 35A e43Ad
G12R-1 x L845 233 A a200B b125A b 98B e 9Ac 2Ac40A a40A al130A d130A d 43 A e37Ac¢€
G12R-1 x L1017 230 A a 220 A a 140 A a135A c 20A b 13 A b40A a39 A al1l45A d150A d 50A e4b6Ad
G12R-1 x 531542 235 A a2l3Ab135A all8Ad11Ac 8ADb39A a39Aal30Bdi1555A c 50Aed4d9AcC
G12R-1 x 531542 225 A a 223 A a 128 A a135A c 16 Ab 3B c40A a36 A b140A d140A d 44A ed43Ad
G12R-1 x 5100290-11 238 A a 245 A a 140A a 140A c 16 A b 3B c 39 A a35ADb130A d150A d 58A d53AcC

Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para altura de ptaraa{@Pespiga(AE]
tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de gréos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacédo dddhacseniA2)

AP AE TOMB ST UG PROD

PROGENIES Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2

G12R-1 x 5100290-11 248 A a 225 A a 140A a 123A c 16 Ab 3B c 35 Ab37A al30B d160A c 57A d52AcC
G12R-1 x 91600006-3 235 A a 228 A a 138 A a 135A c 23 A a 14 B b 39 A a38 A al40A d155A c 54A d47Ad
G12R-1 x 91600006-3 238 A a 210 A b 145 A a 118 B d 26 A a 13 B b 41 A a 41 A a125A d 145A d 59A d63 A C
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G12R-1 x 521274 228 A a 218 A al30A al25A c22A al2Bb39A a37A al50Ad170A b 33A e32A e
G12S-2xL20 206 A b198A b120A b 108Ad 1 Ad 1A c41A ad40A ald40A d140A d 49A e39Ad
G12S-3xL724 220 A b 21I5A b 133 A al128A c 22 A al0Bb39A a35Abl50Ad170A b 28A f 23Af
G125-2 x L845 195 A ¢ 190A b 108 A c 106Ad 7Ac 4Ac39Aa35Abl135Ad125A d 47A e 3,1B e
G125-2 x L1017 208 A b 19BA b 118 A b 118Ad 6 Ac 2Ac41A ad0A ale0B c 195A a 62A d63AC
G12S-2 x 531542 228 A a 208 A b 120A b 110Ad 7A c¢c 3Ac42A a38A al60Ac170A b 660Ad60AC
G12S-2 x 531542 213 A b 220A a125A b 120A d10A c 7A c43A a4l A al55Ac165A c 55A d60AC
G12S-2 x5100290-11 230 A a 218 A a125A b 128A ¢c 6 Ac 1A c44A a4l A al60Ac 160A c 70A Ccb53Bc
G12S-2 x 91600006-3 218 A b 208 A b 140 A a 115A d 11 A c 3B c42A a35Bbil140B d175A b 69A Cc61AC
G12S-2 x 91600006-3 223 A b 220 A a 130 A a 133A ¢ 9A c 1 Ac39Aa36Abl45A d160A c 72A Cc63AC
G12S5-2 x 521274 223 A b 213A b 125A b 110A d10A c 4A c40A a34A bl1l40A d145A d 43A e d42Ad
1P2216 223 A b 210A b 128 A a 108 A d10Ac 2B c20B d30ADbil145A d 150A d 38A e 47Ad
1P2247 243 A a 235A a 148 A al1l43A c19A b 7B c38Aa39Aal5Acl165A c 48A e d44Ad
3P2200 240 A a 230 A a120A b 128A c 5Ad 1Ac36Ab36ADbI1I55ACc 170A b 65A d50B
1Q2405 240 A a 205B b 140A a108B d 10A c 7A c37A b29B bl1l70A b 175A b 53Ad50AC
1Q2406 238 A a 228 A al30A al28Ac 9ACcl11ADb3dAb35ADbI145B d175A b 59A d58AC
1P2213 223 A b 213 A b 128A a113Ad10A c 4ACc34Ab32ADbld5A d1660A c 46 A ed9 A C
1P2258 206A b215A b 115A b 110Ad 3Ad 2Ac39Aa37“Aald5B d170A b 49A e59AC

BRS 3040 175A c165A c 83 A c 5AFf 2Ad 1Ac 4AFf 3Ael50Ad170A b 10Agl0Af
BRS 2022 2060 A b210A b 128A a105A d 13 Ac 9A b42A a38A al50Bd175A b 44A e 43Ad
Tabela 1 - Médias de progénies derivadas de 23 linhagens duplo-haploides e 12 linhagens testadores para alita@AB®, plitura de espiga(AE

tombamento(TOMB), stand(ST), umidade de gréos (UG) e produtividade(PROD) nos ambientes de com adubacao d4ijaedertA2)

- AP AE TOMB ST uG PROD
PROGENIES Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
BRS 3042 2100 A b 228 A a125A b 125A c 8 A c 8A b39A a36GAbII55Ac160Ac 60Ad41Bd
BRS 1055 228 A a 218 A a 128 A a 115A d 22 A al5A b33 ADb31ADbLIS0Ad1I70Ab 19AQgl7ATf
BRS 1060 203 A b195A b105A c 113Ad16 A b 8ADb35Ab3ADbII50Ad1I7Z0Ab 26Af 25Af
1Q2400 225 A a 210A b 128A a110Ad 5Ad 4Ac37Ab34ADb1l40A d160A c 59A d58AcC
BM709VTPRO2 235 A a 223 A a 143 A al1l35Ac10Ac 8A b38Aa33Ab150A d160A c 44A e30Ace€
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AG8061VTPRO2 218 A
DKB310VTPRO2 220 A
2B587PW 195 A
FORMULA TL 180 A
IMPACTO VIPTERA 225 A
DKB 240 VTPRO3 163 A
MORGAN 20A78PW 168 A
P30F35VYHR 220 A
AGS8088VTPRO2 213 A

o009 0 0 OO

b

195 A
210 A
183 A
173 A
168 B
150 A
158 A
210 A
205 A

b
b
c
c
c
c
c
b

b

120 A
123 A
93 A
80 A
88 A
90 A
93 A
113 A
108 A

b 123 A c 4
b 130 A c 4
c 90 A el1
c 83Af 7
c 78Af 8
c 63Bf 7
c 656Bf 1
b110A d 1
c 110A d 2

>>>>>>>>>

OO0 0000 oo

d

PRPNRPWOWNR PR
>>>>>>W>>

3

O O 000000

c

24 A
41 A
37 A
30 A
34 A
10 A
2 A
40 A
39 A

Q S D® T O T D A

a

14 B
32 B
32 A
25 A
31 A
10 A
1A
38 A
36 A

O O QT O T T o

b

15,0 B
17,0 A
14,0 A
150 A
15,0 A
150 A
15,0 A
150 A
16,0 B

0O 00000 TOoa

c

18,0 A
190 A
14,5 A
17,0 A
17,0 A
17,0 A
17,0 A
15,0 A
18,5 A

Q O T T TOCT QYT

3,8 A
6,1 A
3,8 A
15A
14 A
11A
10 A
21 A
6,4 A

o ® Qo

24 A
6,9 A
3,6 A
1,7 A
15A
10 A
10 A
33 A
55 A

f

b
e
f
f
f
f
e
Cc

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL constituem grupo estatisticamente homogéneo;

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na VERTICAL constituem grupo estatisticamente homogéneo, pelo teste Scott-knott
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Tabela 2 -Efeitos capacidade especifica de combinaggopéa altura de planta, altura de espiga, tombamento, estande, umidade de

produtividade, em dois niveis de fertilidade (alta e sem adubacéo)

ALTURA DE PLANTA

G2/G1 531542 5100290-1191600006-: 521274  L20 L724 L845 L1017 521236 9150130-4 5702955 541007
G1F:1 |-184,792 -188,161 -196,096 -163,053 -17,183 -115,444 -245,879 -23,596 36,078 -181,422 -55,553 -184,683
G1F2 |-259,583 -262,953 -270,888 -237,844 -101,975 -82,736 -90,67 -110,888 -41,214 -23,714 -22,844 -14,475
G1S | -260,208 -263,578 -271,513 -238,469 -87,6 -65,861 -91,295 -129,013 -39,339 -16,839 -40,969 -15,1

G2F1 |-131,875 -135,245 -143,179 -110,136 -201,766 -85,027 -192,962 -218,179 78,995 -128,505 -120,136 -131,766
G2S | -244,167 -247,536  -255,471 -222,428 -99,058 -87,319 -85,254 -117,971 -85,797 -13,297 -22,428 -39,058
G4F:1 |-262,083 -265,453 -170,888 -240,344 -116,975 -102,736 -100,67 -115,888 -51,214 -26,214 -22,844 -44,475
G4F2 |-254,583 -257,953 -265,888 -232,844 -94,475 -72,736 -190,67 -93,388 -23,714 -6,214 -7,844 -19,475
G4S |-266,667 -270,036 -160,471 -244,928 -111,558 -97,319 -115,254 -117,971 -30,797 -43,297 -32,428 -29,058
G5F1 |-154,375 -157,745  -40,679 -132,636 -224,266 27,473 -215,462 -240,679 66,495 -151,005 -142,636 -154,266
G5&% | -270,00 -163,37  -281,304 -248,261 -117,391 -85,652 -111,087 -118,804 -56,63  -14,13 -23,261 -29,891
G6F1 |-204,792 -208,161 -216,096 -183,053 -162,183 -152,944 -60,879 -88,596 -106,422 26,078 -73,053 -89,683
G6F2 |-166,667 -170,036 -177,971 -144,928 -236,558 -12,319 -127,754 -150,471 -180,797 -48,297 -154,928 50,942
G8F1 |-124,375 -2,745 -135,679 -102,636 -194,266 -177,527 -185,462 -210,679 -138,505 -121,005 -112,636 -14,266
G8F | -17,5 -25,87 -16,304  -8,261 -92,391 -83,152 -108,587 -108,804 -279,13 -261,63 -253,261 -264,891
G8S | 20,833 22,464 -92,971  -84,928 -164,058 -142,319 -147,754 -165,471 -205,797 -188,297 -179,928 -191,558

104



G9F1
G9F2
G9S
G10R
G10R
GllR
G112k
G12s

-106,875 22,255

20,833  -87,536
-57,917  -71,286
39,167 -194,203
-27,5 -25,87
32,5 61,63
-9,167 2,464
-23,125  -23,995

-13,179
12,029
55,779
32,862
-33,804

-211,304
-17,971
-41,929

-97,636 -154,266 -157,527 -60,462 -75,679 -233,505
27,572 -174,058 -257,319 -65,254 -180,471 -218,297
-46,178 -130,308 -221,069 -124,004 -254,221 -182,047
-169,094 -140,725 -243,985 -34,42 -47,138 -204,964

4,239 -82,391 -80,652 -106,087 -88,804 -284,13
-43,261 -14,891 -253,152 -261,087 -31,304 -214,13
17,572 -86,558 -292,319 -85,254 -92,971 -253,297

-11,386 -108,016 -71,277 -106,712 -131,929 -264,755

-216,005
-200,797
-164,547
-187,464
-266,63
-196,63
-235,797
-247,255

-207,636 -219,266
-192,428 -204,058
-156,178 -167,808
-179,094 -190,725
-258,261 -269,891
-188,261 -199,891
-227,428 -239,058
-238,886 -250,516
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Tabela 2- Continuacéo

ALTURA DE ESPIGA

G2/G1 531542 5100290-1191600006-: 521274  L20 L724 L845 L1017 521236 9150130-4 5702955 541007
G1F: | -107,299 -109,69 -115,56  -93,603 -10,234 -65,886 -134,147 -4,255 16,658 -104,473 -21,647 -108,495
G1F2 | -150,841 -153,232 -159,101 -137,145 -63,775 -39,428 -52,688 -57,797 -21,884 -8,014 -12,688 -2,036
G1S | -151,049 -153,44 -159,31 -137,353 -46,484 -39,636 -67,897 -70,505 -17,092 -8,223 -2,897  -4,745
G2F1 | -74,799  -77,19 -83,06  -61,103 -110,234 -50,886 -101,647 -129,255 44,158 -71,973 -66,647 -75,995
G2& | -137,716 -140,107 -145976 -124,02 -53,15 -46,303 -62,063 -69,672 -26,259 -9,889 -24,563 -18,911
G4F1 | -148,132 -150,524  -98,893 -134,437 -63,567 -61,719 -57,48 -65,089 -31,676 -20,306 -7,48 -19,328
G4F2 | -136,049 -138,44 -144,31 -122,353 -61,484 -52,136 -100,397 -50,505 -14,592 -10,723 -12,897 -14,745
G4S | -148,757 -151,149  -87,018 -135,062 -66,692 -54,844 -75,605 -60,714 -24,801 -20,931 -25,605 -7,453
G5F1 | -90,007 -92,399 -25,768  -76,312 -125,442 28,906 -116,855 -144,464 43,949 -87,181 -81,855 -91,203
G5S |-150,549 -92,94 -158,81 -136,853 -63,484 -46,636 -64,897 -50,005 -82,592 -0,223 -4,897 -6,745
G6F1 | -117,924 -120,315 -126,185 -104,228 -90,859 -84,011 -29,772 -52,38 -56,467 19,902 -49,772 -46,62
G6F2 | 97,299  -99,69 -105,56  -83,603 -132,734 -0,886 -76,647 -94,255 -100,842 -19,473 -89,147 41,505
G8F1 | -70,216  -5,107 -78,476  -56,52 -105,65 -103,803 -97,063 -124,672 -73,759 -67,389 -62,063 -13,911
G8F2 | -3,341  -33,232 -1,601 -12,145 -58,775 -41,928 -62,688 -67,797 -149,384 -143,014 -137,688 -147,036
G8S | 4,784 7,393 -50,976  -44,02 -85,65 -81,303 -74,563 -99,672 -113,759 -107,389 -102,063 -111,411
G9F1 | -57,716 9,893 -5,976 -54,02 -93,15 -88,803 -32,063 -42,172 -128,759 -122,389 -117,063 -126,411
G9F2 | 13,118 -46,774 7,357 1,813 -102,317 -147,969 -36,23 -96,339 -117,926 -111,556 -106,23 -115,578
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G9S | -31,882 -41,774 47,357  -25,687 -77,317 -130,469 -66,23 -151,339 -100,426 -94,056 -88,73 -98,078
G10FR | 28,951 -110,94 23,19 -94,853 -83,984 -142,136 -22,897 -28,005 -112,092 -105,723 -100,397 -109,745

G10F2| -13,549 -13,44 -19,31 12,647 -43,984 -37,136 -55,397 -40,505 -167,092 -160,723 -155,397 -164,745
Gllk| 12,284 84,893 -128,476  -26,52 -10,65 -153,803 -147,063 -14,672 -123,759 -117,389 -112,063 -121,411
G12F | -5,216 -7,607 -5,976 8,48 -38,15 -168,803 -52,063 -54,672 -138,759 -132,389 -127,063 -136,411

G125 | -12,507  -9,899 -23,268  -8,812 -57,942 -36,094 -59,355 -76,964 -148,551 -142,181 -136,855 -146,203
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Tabela 2 - Continuacéo

TOMBAMENTO
G2/G1 531542 5100290-1191600006-: 521274  L20 L724 L845 L1017 521236 9150130-4 5702955 541007
GlF1 | -7,536 -4,732 -6,188 -7,449 -1,428 -1536 -5949 -1,471 11,159 -4,21 -1,971 -3,014
GlF2 -7,37 -4,565 -6,022 -7,283 -4,261 -3,37 6,717 -4,304 1,826 -2,543 -0,304 -2,848
G1S | -8,078 -5,274 -6,73 -7,991  -3,969 8,922 -2,991 -2,013 -2,382 0,748 -1,013 -3,556
G2F1 | -5,328 -2,524 -3,98 -5,241  -2,219 5,828 -3,741 -3,763 2,368 -2,002 -1,263 -0,806
G2 -8,87 -6,065 -1,522 -8,783  -1,261 -1,87 -3,783 1,696 6,326 2,457 -4,304 -2,348
G4F1 | -6,245 -3,44 -4,397 -6,158 -1,636  -4,245 1,342 -2,179 -2,049 -2,418 -1,679 -1,223
G4F2 -4,87 -2,065 -3,522 -4,783 -1,761 -6,87 -3,283 -3,304 -2,174 -0,543 -0,804 -0,348
G4S | -9,745 -6,94 -8,397 -9,658 -6,136 18,255 -3,158 -3,179 -3,549 0,082 2,321 -4,223
G5F | -5,161 -2,357 -3,813 -5,074 -2,053 -2,661 -3,574 -3,596 -2,466 -1,835 -1,096 -0,639
G5S | -5,203 -1,899 -3,855 -5,116 -1,594 -8,203 -3,116 -2,638 -1,507 -0,377 -0,638 -0,181
G6F1 -7,37 -4,565 -6,022 -7,283 -0,261 -0,87 -2,783 1,196 -4,674 2,957 -2,804 -1,848
G6F2 | -7,036 -4,232 -5,688 -6,949 -3,928 10,964 -4,449 -4,471 -4,341 -0,71 -2,971 -0,514
G8F1 | -4,703 -1,399 -3,355 -4616 -1,594 -8,203 -3,116 -3,138 -2,007 -1,377 -0,638 -0,181
G8F2 | -5,036 -1,732 -3,688 -4,449 -1928 -7,536 -0,949 -3,471 -2,341 -1,71 -0,971 -0,514
G8S | 6,797 0,601 -1,355 -3,616 -2,594 -10,203 -5,116 -4,638 -4,507 -3,877 -3,138 -2,681
G9F1 | -5,036 -0,232 0,812 -3,949  -4,928 1,964 0,051 -3,471 -5,841 -5,21 -4,471 -4,014
GO9F2 | 2,422 -6,274 -0,73 12,509 -5,469 -12,578 2,009 -4,513 -6,382 -5,752 -5,013  -4,556
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G9S | -1,411 7,393 6,937 6,176 -4,303 -13,411 -2,324 -8,346 -7,216 -6,585 -5,846  -5,389
G10R | 20,172  -5,524 -2,48 -8,241 0,281 -11,828 -2,741 -5,263 -5,632 -5,002 -4,263 -3,806
G10F | 13,172  -3,524 -1,98 13,259 -10,219 13,672 -11,241 -4,763 -11,632 -11,002 -10,263 -9,806
Glik | -5,578 -2,774 -4,73 1,009 5,531 -9,578  -4,491 -4,013 -3,382 -2,752 -2,013  -1,556
G12kR | -2,328 -0,024 10,52 7,259 -4,219 -15328 -6,241 8,737 -9,132 -8,502 -7,763  -7,306
G125 | -1,453 -3,649 0,395 0,634 -5,844 4,547 -2,866 -4,888 -6,257 -5,627 -4,888 -4,431
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Tabela 2- Continuacéo

ESTANDE

G2/G1 531542 5100290-11 91600006-3 521274 L20 L724 L845 L1017 521236 9150130-4 5702955 541007
G1lF: | -30,112 -29,004 -31,612  -25,938 -5,069 -18,025 -39,917 -3,308 3,127 -29,243 -15,938 -30,373
G1lF2 | -44,112 -43,004 -45,612  -39,938 -15,069 -19,025 -14,417 -17,308 -7,373  -3,743 -2,438 -3,373
G1S | -43,946  -42,837 -45,446  -39,772 -18,402 -10,859 -18,25 -17,141 -7,207 -2,576 -4,772  -4,207
G2k | -21,654 -20,545 -23,154 -17,48 -33,111 -18,067 -31,458 -35,35 7,085 -20,784 -18,98 -21,915
G2S | 42,446  -41,337 -43,946  -38,272 -17,902 -16,859 -16,25 -21,141 -6,207 -5,076 -0,772  -5,207
G4F1 | -46,196  -45,087 -27,196  -42,022 -18,652 -17,609 -21,00 -18,891 -7,957 -3,826 -3,522  -3,457
G4F2 | -42,612 -41,504 -44,112  -38,438 -13,569 -10,025 -31,917 -15,808 -2,873 -2,743  -10,438 -1,373
G4S | -44,571  -43,462 -27,571  -40,397 -16,027 -12,984 -18,375 -24,766 -10,332 -5,201 -6,397 -5,332
G5F1 | -26,321  -25,212 -8,321 -22,147 -37,777 5,266 -36,125 -40,016 10,918 -25451 -23,647 -26,582
G5S | -44,696  -29,087 -46,196  -40,522 -18,152 -10,109 -15,00 -28,891 -8,457 -5,326 -3,022  -5,957
G6F1 | -35,654  -34,545 -37,154 -31,48 -25,611 -24,067 -9,458 -13,85 -19,415 2,716 -11,98 -14,915
G6F2 | -29,029  -27,92 -30,529  -24,855 -40,486 -4,942 -18,333 -24,225 -30,79 -7,159  -26,355 9,21

G8F1 | -21,237  -0,629 -22,737  -17,063 -32,694 -29,15 -31,042 -34,933 -22,998 -20,368 -18,563 -3,998
G8F2 | -1,821 -3,212 -5,321 -0,147 -19,777 -11,234 -21,125 -19,016 -45,582 -42,951 -41,147 -44,082
G8S | 7,346 1,955 -16,654 -10,48 -23,111 -31,067 -25,958 -28,35 -34,415 -31,784 -29,98 -32,915
G9F1 | -18,237  -2,629 0,263 -14,063 -30,694 -25,15 -8,542 -8,933 -38,998 -36,368 -34,563 -37,498
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G9F2
G9S
G10R
G10R
GllR
G122k
Gl2s

1,554
-12,696
7,179
-2,154
5,138
-0,612
-2,654

-13,837
-10,587
-30,712
-2,045
2,746
-6,004
-1,045

2,554
10,304
3,679
-10,154
-33,362
-1,112
-6,154

2,228
-7,022
-27,647
-2,48
-8,688
-0,438
-2,48

-26,402
-20,152
24,777
-14,611
-6,319

-13,069
-18,111

-42,359
-37,109
-39,734
-12,067
-39,775
-48,525
-16,067

-15,25
-20,00
-12,125
-16,458
-41,667
-10,417
-16,458

-27,641
-42,891
-5,516
-22,35
-7,558
-14,308
-17,35

-36,207
-30,957
-33,582
-45,415
-33,623
-42,373
-45,915

-33,576
-28,326
-30,951
-42,784
-30,993
-39,743
-43,284

-31,772
-26,522
-29,147
-40,98
-29,188
-37,938
-41,48

-34,707
-29,457
-32,082
-43,915
-32,123
-40,873
-44,415
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Tabela 2- Continuacéo

UMIDADE DE GRAOS

G2/G1 531542 5100290-1191600006-: 521274  L20 L724 L845 L1017 521236 9150130-4 5702955 541007
GlF | -12,649 -12,888 -13,931 -11,583 0,351 -9,105 -16,822 -2,453 1,178 -12,844 -5,105 -12,953
G1lF2 | -18,149 -18,388 -19,431 -17,083 -6,149 -7,605 -7,822 -7,953 -2,322 -0,844 -2,105 -0,953
G1S | -17,565 -17,804 -18,848 -16,5 -7,065 -6,522 -5,739 -887 -4739 -1,261 -2,022 -1,87

G2F1 | -9,274 -9,513 -10,556  -8,208 -14,774 -4,73 -13,447 -15,078 5,053 -9,469 -9,23 -9,578
G25 | -17,774  -18,013 -19,056  -16,708 -5,274 -5,73 -6,947 -8,57/8 -3,447 -2,469 -1,73 -3,078
G4F:1 | -18,107 -18,346 -10,389 -17,042 -8,107 -10,063 -8,781 -9,911 -4,781 -0,303 -0,563 -2,411
G4F2 | -18,857 -19,096 -20,139 -17,792 -5,357 -4,813 -15,531 -6,661 -0,531 0,447 1,687 -2,161
G4S | -17,857  -18,096 -11,139 -16,792 -8,357 -5,813 -8,531 -10,161 -3,531 -2,053 -2,813 -3,661
G5F | -10,94  -11,179 -3,223 -9,875 -16,44 2,603 -15,114 -16,745 5,386 -11,136 -10,897 -11,245
G5S | -19,357  -11,596 -20,639 -18,292 -7,857 -6,813 -8,531 -8,161 -2,531 -1,553 -0,813 -2,661
G6F1 | -13,94 -14,179 -15,223 -12,875 -11,94 -10,397 -4,614 -3,745 -8,614 -1,136 -5,897 -6,245
G6F2 | -11,565 -11,804 -12,848 -10,5 -17,065 0,478 -8,239 -9,87 -13,239 -5,761 -11,522 3,13

G8F1 | -8,565 0,696 -9,848 -7,5 -14,065 -12,522 -12,739 -14,37 -10,239 -8,761  -8,522  -2,37

G8F2 | -4,774 -1,013 -0,056 -0,208 -6,274 -7,73  -7,947 -9,578 -18,947 -17,469 -17,23 -17,578
G8S 1,268 0,529 -6,014 -4,667 -12,232 -9,188 -9,406 -12,036 -15,406 -13,928 -13,688 -14,036
GY9F1 | -7,399 0,362 -0,181 -5,833 -12,899 -11,355 -4,072 -5,703 -16,572 -15,094 -14,855 -15,203
GIF2 1,518 -7,221 0,736 2,583 -11,482 -18,438 -3,156 -13,286 -16,156 -14,678 -14,438 -14,786
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G9S | -4,315 -4,554 4,402 -3,25 -9,815 -15,772 -8,489 -17,62 -13,489 -12,011 -11,772 -12,12
G10R | 1,518 -13,221 1,736 -11,917 -11,482 -16,938 -1,656 -2,786 -14,656 -13,178 -12,938 -13,286

G10F | -2,482 -1,221 -3,264 0,583 -6,482 -5,938 -7,656 -8,286 -19,656 -18,178 -17,938 -18,286
Glik | 3,226 0,487 -14,556  -4,708 0,226 -17,23 -17,447 -3,578 -14,947 -13,469 -13,23 -13,578
G12R | -1,19 -0,429 -3,473 1,375 -6,19 -19,647 -6,864 -7,495 -17,364 -15,886 -15,647 -15,995
G125 | -1,315 -2,054 -2,598 -1,75 -9,815 -5272 -8,989 -562 -18,989 -17,511 -17,272 -17,62
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Tabela 2 - Continuacao

PRODUTIVIDADE

G2/G1 531542 5100290-1191600006-: 521274 L20 L724 L845 L1017 521236 9150130-4 5702955 541007
G1Fk -4,17 -4,627 -5,54 -3,214 -1,583 -2,779 -5909 0,482 -0,714 -5,301 -2,953 -4,996
GlF2 -7,587 -8,043 -8,957 -6,63 -1,5 -3,196 -1,326 -3,435 -0,63 0,783 -2,37 1,587
Gl -6,712 -7,168 -8,082 -5,755  -1,625 -2,321 -2,451 -3,06 -2,255 0,658 -1,995 -0,538
G2k -2,795 -3,252 -4,165 -1,839 -5208 -2,404 -4534 -6,143 -0,839 -3,926 -2,578 -3,621
G2 -5,337 -5,793 -6,707 -4,38 -1,25  -3,446 -2,0/6 -4,185 -3,38 0,533 -3,12 -2,163
G4k -8,004 -8,46 -5,373 -7,047 -3917 -4,612 -3,743 -2,851 -2,547 1,366 2,214 1,67

G4k -7,42 -7,877 -8,79 -6,464 -1,833 -1,529 -5,159 -1,768 0,536 0,449 -2,203 0,754
G4 -6,337 -6,793 -4,207 -5,38 -0,75 -4946 -3,576 -3,185 -3,38 -0,467 -3,12 0,837
G5F1 -3,879 -4,335 -0,748 -2,922 -6,292 1,013 -5,618 -7,226 2,078 -5,009 -3,661  -4,705
G5S -8,295 -6,252 -9,665 -7,339 -3,208 1,596 -1,534 -3,143 -0,339 1,574 -1,078 -3,621
G6F1 -5,045 -5,502 -6,415 -4,089 -3,958 -4,154 -2,284 -3,893 -1,589 -0,176 -1,328 -2,871
G6F2 -3,629 -4,085 -4,998 -2,672 -6,042 -3,237 -3,368 -4,976 -4,172 -1,259 -3,411 0,545
G8F1 -3,129 0,915 -4,498 -2,172  -5,542 -3,737 -4,868 -6,476 -3,672 -4,259 -2,911  -0,955
G8F2 -0,462 2,082 1,668 -2,0056 -4375 -2,071 -3,701 -2,31 -7,505 -8,092 -6,745 -7,788
G8S 0,746 -0,71 -2,623 -1,797 -4,667 -3,862 -4,493 -4601 -4,797 5384 -4036 -5,08

G9F1 -3,879 -0,335 0,752 -1,922  -47792 -4,487 -2,118 -0,726 -5,922  -6,509 -5,161 -6,205
G9F2 -1,379 -1,835 0,752 -2,422 5,792 -4,987 -2,118 -3,726 -4,922  -5,509 -4,161 -5,205
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G9S
G10R
G10R
Gllk
G112k
G125

-2,295
-1,587
-1,42
2,538
-0,17
1,08

-3,252
-5,043
0,623
0,582
-0,127
0,123

3,335
1,543
0,21
-6,332
-0,54
0,21

-2,339
-3,63
-2,464
-1,505
-0,714
-0,464

-4,208
-4,50
-1,333
-0,375
-2,583
-3,833

-4,404
-5,196
-4,029
-5,571
-6,279
-4,529

-3,534
-2,326
-1,659
-6,701
-2,409
-3,659

-7,143
0,065
-3,268
-1,81

-3,518
-2,268

-4,339
-5,13

-6,964
-5,505
-6,214
-6,964

-4,926
-5,717
-7,551
-6,092
-6,801
-7,551

-3,578
-4,37

-6,203
-4,745
-5,453
-6,203

-4,621
-5,413
-7,246
-5,788
-6,496
-7,246
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