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RESUMO

O milho superdoce é classificado como milho especial e largamente consumido em
sua forma in natura ou em processados. Dentre os alelos mutantes condicionadores
do carater doce o Shrunken 2 (sh2) é o mais utilizado por empresas de melhoramento
genético. Ao contrario do milho comum, os programas de melhoramento de milho
superdoce nao possuem padrdes heteréticos bem definidos a fim de direcionar os
cruzamentos para o desenvolvimento de linhagens e hibridos. Deste modo, o objetivo
deste trabalho foi classificar em grupos heterdéticos o painel de linhagens parcialmente
endogamicas (F2Ss) pertencentes a empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda. por meio
de estudos de divergéncia genética via marcadores moleculares SSR e pela
capacidade combinatéria obtida por meio da analise dialélica. Quarenta e nove
linhagens foram avaliadas por meio de 20 marcadores SSR, e agrupadas de acordo
com a analise discriminante de componentes principais. Doze linhagens foram
selecionadas e cruzadas entre si de acordo com Griffing (1956). Os 81 tratamentos
(linhagens progenitoras, seus respectivos hibridos simples e trés testemunhas
comerciais) foram avaliados em esquema de latice triplo (9 x 9) parcialmente
balanceado durante a safra de 2016/2017 e safrinha de 2017. Foram estimados os
efeitos de capacidade geral de combinagdo (CGC) e capacidade especifica de
combinacdo (CEC). As estimativas de CEC foram utilizadas para proceder o
agrupamento das linhagens progenitoras em grupos heteréticos. Os efeitos néo
aditivos foram predominantes no controle genético dos caracteres em milho
superdoce estudados neste trabalho. Os caracteres produtividade comercial sem
palha (PCSP) e comprimento de espiga (CE) foram os mais informativos para
formagdo dos grupos heteréticos. Houve boa coincidéncia entre os métodos de
agrupamento utilizados para definir os grupos heteroticos. O agrupamento das
linhagens obtido por meio das estimativas de CEC se mostrou mais assertivo,
classificando as linhagens em trés grupos distintos: linhagens com plantas braquiticas
(gene br2) provenientes da “PopTe2”, linhagens provenientes das populagbes
“‘PopTel1” e “PopTe2” sem o gene br2, e linhagens provenientes da populagao “PopTr”.

Palavras-chave: Shrunken. Zea mays. Dialelo. CEC. SSR.






ABSTRACT

The super sweet corn is classified as a special type of corn and is largely consumed
in fresh and processing ways. Among the alleles that confers its sweetness Shrunken
2 (sh2) is the most common at the breeding programs. In contrast to the field corn,
super sweet breeding programs do not have heterotic patterns well defined in order to
guide the crosses with the aim to develop new inbred lines and hybrids. Taking this
fact in account, the objective of this study was to set the partial endogamy inbred lines
(F2S5) owed by Sakata Seed Sudamerica Ltda. into heterotic groups by genetic
dissimilarity analysis using data from SSR molecular markers, and, through combining
ability obtained from diallel analysis. Forty-nine inbred lines were evaluated using 20
SSR molecular markers, which were allocated into heterotic groups according to the
discriminant principal component analysis. Twelve inbred lines were crossed in a
complete diallel scheme according to Griffing (1956). The 81 entries (hybrids
developed, parental lines and three commercial checks) were evaluated in a triple
partial balanced lattice design (9 x 9) during the growing seasons of 2016/2017 and
2017. The general combine ability (GCA) and specific combine ability (SCA) were
estimated. The SCA values were used to set the heterotic patterns of the parental lines
as well. Non additive effects had greater contribution to genetic trait control than
additive effects. Commercial yield without husk (CYWH) and ear length (EL) were more
informative in order to set the heterotic groups. There was great coincidence between
the two methods used to set the groups. SCA showed up to be more assertive in
grouping the inbred lines into heterotic groups. It was possible to set the inbred lines
into three heterotic groups: inbred lines with brachytic plants (gene br2) coming from
“PopTe2”, inbred lines coming from populations “PopTe1” and “PopTe2” without the
br2 gene, and inbred lines coming from population “PopTr”.

Keywords: Shrunken. Zea mays. Diallel. SCA. SSR.
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1 INTRODUGAO

Devido a ocorréncia de mutagdes espontaneas em alelos que alteram a rota
metabolica para a sintese do amido, milhos tidos como doce e/ou superdoce séo
classificados como milhos especiais por apresentarem maior qualidade quando
comparados ao milho normal, de endosperma amilaceo. Isto se deve ao maior
acumulo de agucares no seu endosperma, e, em alguns casos, a menor resisténcia
do pericarpo aliada a melhor textura dos gréaos.

O milho doce é muito popular em paises como Estados Unidos e Canada, onde
a maior parte produzida é consumida na forma in natura (Bordallo et al., 2005).
Caracteristicas relacionadas a qualidade dos gréos para consumo in natura, tais
como, espessura do pericarpo e textura dos graos, estao presentes em germoplasma
proveniente de regides de clima temperado, que por sua vez apresenta dificuldades
para adaptacao as condi¢des tropicais. Isto pode ser uma das razdes por ndo haver
maior popularidade do milho doce para consumo in natura no Brasil.

Os programas de melhoramento genético geralmente adotam duas estratégias
para o desenvolvimento de hibridos de milho doce: a primeira consiste em introduzir
0 gene que confere o carater doce em linhagens elites de milho amilaceo, e, por meio
de sucessivos retrocruzamentos, se recupera o genotipo recorrente contendo o gene
de interesse (BREWBAKER, 2010; BREWBAKER; MARTIN, 2015). A segunda
estratégia consiste em desenvolver linhagens a partir de germoplasma per se de milho
doce. Este germoplasma caracteriza-se por possuir base genética estreita, alta
depressdo endogamica e caracteristicas agrondmicas indesejaveis, dificultando a
extracao de linhagens promissoras para o desenvolvimento de hibridos adaptados as
condigdes tropicais (TREAT; TRACY, 1993).

Ao contrario do milho comum, os programas de melhoramento de milho doce
nao possuem padroes heterdéticos bem definidos, a fim de direcionar os cruzamentos
para o desenvolvimento de linhagens e hibridos (REVILLA; TRACY, 1997; TRACY,
2001). Apesar dos efeitos de heterose serem significativos e de alta magnitude para
0s principais caracteres relacionados a produtividade do milho doce (SRDIC et al.,
2011; SOLOMON; ZEPPA, 2011; SOLOMOM et al., 2012; YUWONO et al., 2017),
isto, por si sO, ndo garante que combinagdes hibridas desenvolvidas para explorar os

efeitos de dominancia serao comercialmente bem sucedidas, uma vez que uma série
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de caracteres qualitativos sdo essenciais para introdu¢cao de um hibrido no mercado.
Este fato, contribui para dificultar a definicdo de padrdes heteréticos, os quais devem
ser definidos com base nas estimativas de heterose e/ou dissimilaridade genética,
bem como na identificagdo das combinagdes hibridas que garantam reunir caracteres
importantes para o mercado que se pretende promover o hibrido desenvolvido.
Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo classificar em grupos
heterdticos o painel de linhagens parcialmente endogémicas pertencentes a empresa
Sakata Seed Sudamerica Ltda. por meio de estudos de divergéncia genética via
marcadores moleculares SSR e pela capacidade combinatéria obtida por meio da

analise dialélica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura do milho doce

O milho doce é a sexta hortalica mais produzida no Brasil, sendo 864 milhdes
de toneladas produzidas anualmente. O valor de mercado com a venda de sementes
hibridas é de aproximadamente R$14,5 milhdes, ocupando a nona posi¢do entre as
espécies horticolas (ABCSEM, 2014). A produgdo de milho doce no Brasil se
concentra nos estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Pernambuco
e Goias, sendo este ultimo o maior produtor nacional. A producdo, quase em sua
totalidade, € destinada a industria, comercializando-se os grdos em latas ou
embalagens plasticas. O consumo limita-se a utilizagado dos gréos inteiros, ndo sendo
possivel a sua utilizagao na formulacéo de receitas, como bolo, pamonha, curau, etc,
devido ao baixo teor de amido existente nos gréos, que nao permite adequada
consisténcia da massa preparada.

Apesar de haver em milho doce caracteristicas semelhantes ao milho comum,
utilizar as mesmas praticas de manejo e de tecnologia, ha uma série de caracteres
inerentes ao milho doce que devem ser considerados ao se fazer a escolha do hibrido
a ser cultivado, e, que nem sempre possuem a mesma importancia no milho comum.
Dentre estes caracteres, destacam-se: uma alta porcentagem de germinagdo das
sementes e alto vigor das pléntulas, plantas de porte baixo, tolerédncia ao acamamento
e as principais doengas e pragas, elevado numero de fileiras de graos, graos altos e
dentados, espiga cilindrica, coloracédo dos graos amarelo claro, pericarpo macio,
textura cremosa dos gréos, adequada conservagao pos-colheita e longo periodo de
colheita, empalhamento que permita uma boa protegdo dos gréos e que nao dificulte
o processo de despalhamento na industria, e, que apresente elevado teor de acucar
no grao.

O milho doce deve apresentar uniformidade nos teores de umidade dos gréos
(69 a 75%), o que garante maior palatabilidade e manutengédo do sabor do produto
(PEREIRA FILHO; CRUZ, 2003). O ciclo completo do genétipo deve variar entre 90 e
110 dias; e apresentar maior longevidade do periodo da colheita, de 5 a 8 dias
(PEREIRA FILHO; CRUZ, 2003).
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Recomenda-se a colheita dos milhos doce quando os graos apresentarem de
72 a 78% de umidade (estadio leitoso), o que ocorre entre 20 a 28 dias apds o
florescimento. O avang¢o da maturagdo dos gréos faz com que a maioria do agucar
seja convertido em amido, reduzindo-se o sabor adocicado e a maciez dos mesmos
(PARENTONI et al., 1990).

2.2 Genes mutantes condicionadores do carater doce em milho

Existem varios genes recessivos que conferem a caracteristica doce ao milho.
Estes, sao resultados de mutacdes espontaneas que ocorreram em milho comum e
podem ser explorados isoladamente ou em conjunto com outros genes mutantes.
Apesar do numero de genes descritos na literatura ser elevado, aproximadamente
quatorze, ha relatos de que apenas oito destes foram ou estdo sendo explorados
comercialmente (TRACY, 2001).

Os genes mutantes mais utilizados comercialmente podem ser classificados
em dois grupos: superdoce e doce. Entre os grupos, ha diferengas quanto ao teor de
agucar, tipo de acucar acumulado no endosperma, textura dos graos, espessura do
pericarpo, tempo de prateleira, janela de colheita, e, vigor e germinacdo das
sementes. No primeiro grupo, milho superdoce, encontram-se os genes: Shrunken 2
(sh2), brittle 1 (bt1) e brittle 2 (bt2); ja no segundo grupo, milho doce, os alelos s&o:
sugary (sut), dull 1 (dut), waxy 1 (wx1) e amylose extender (ae1) (TRACY, 2001).

O gene mais utilizado no grupo superdoce é o Shrunken 2 (sh2). O uso deste
gene resulta em um bloqueio na sintese do amido logo no inicio das reag¢des de
quebra da sacarose. O resultado é um alto acumulo de sacarose nos gréos, podendo
chegar ao dobro do conteudo obtido nos milhos doce e cerca de quatro a oito vezes o
teor de agucar do milho comum (TRACY, 1997).

E importante mencionar algumas desvantagens de hibridos que apresentam o
gene sh2 quando comparado a hibridos de milho doce e milho comum. Devido ao
baixo acumulo de polissacarideos soluveis em agua, o grdao nao possui a textura
cremosa como ocorre em gendétipos de milho contendo o gene sugary (sut) e sugary
enhancer (se) (KAUKIS; DAVIS, 1986). Os milhos pertencentes ao grupo superdoce
sd0 os que mais apresentam problemas de germinagdo de sementes e vigor das
plantulas, devido ao maior acumulo de acucares em detrimento do teor de amido
(TRACY, 1997). Na maioria das vezes o gene sh2 é utilizado de forma isolada devido

ao elevado teor de agucar acumulado nos graos, garantindo alta qualidade. Em paises
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como Estados Unidos e Canada, o uso comercial do gene shZ2 revolucionou a
industrializagdo e o comércio de milho doce, sendo inclusive 0 gene mais usado em
genotipos destinados ao consumo in natura e o segundo mais usado em gendtipos
destinados a industria (TRACY, 1997).

Quanto ao grupo classificado como doce, as reagdes que afetam a sintese de
amido ocorrem em momento posterior as que ocorrem nos genotipos superdoce,
afetando reagdes ja dentro do amiloplasto, na fase de formacdo dos grénulos de
amido. Tais eventos resultam em menores teores de agucares quando comparado aos
gendtipos superdoce (NELSON; RINES, 1962; DENARDIN; SILVA, 2009).

Dentre os genes pertencentes ao grupo doce, su?1 é o mais utilizado
comercialmente. O sabor adocicado inerente a sua presenca deve-se ao aumento na
concentragdo de polissacarideos soluveis em agua (PSA), que se caracterizam por
carboidratos de cadeia ramificada. Isto, além de aumentar o teor de agucar de 5 a 9%
em relagdo ao milho comum, acarreta em uma textura cremosa dos graos, o que é
desejavel pelo consumidor (ARAGAO, 2002). O aumento nos niveis de
polissacarideos soluveis em agua no endosperma é decorrente do fato de que o gene
su1 esta ligado a sintese da isoamilase desramificadora, enzima que atua na rota
metabdlica para a sintese da amilopectina. Portanto, a inutilizagdo do gene su1 resulta
no acumulo de agucares e fitoglicogénio altamente ramificado e soluvel em agua no
endosperma do grao (JAMES et al., 1995).

Ha algumas desvantagens na utilizagdo do gene su1, dentre elas destacam-se:
baixa conservacao poés-colheita, rapida diminuicdo no teor de acucares apés o ponto
ideal de colheita, e ao limitado periodo de colheita. A causa da menor janela de
colheita deve-se ao fato de que os agucares sao convertidos em fitoglicogénio tanto
antes quanto apos a colheita, acarretando na reducéo constante do teor de agucar.
Quando mantido a temperatura ambiente, o milho su? perde 50% do teor de agucar
apos 24 horas apos a colheita. A taxa de perda de acucar pode ser reduzida pelo
resfriamento das espigas, mas, mesmo assim, de um a dois tercos da sacarose €&
perdida em 3 dias. Os mutantes referentes ao grupo superdoce mantem niveis mais
altos de sacarose, mesmo aos 28 dias apos o florescimento, apresentam duas vezes
mais acucar do que um milho su1 aos 21 dias apods o florescimento. Outros caracteres
relacionados a qualidade culinaria dos grédos também sao continuamente perdidos na

presenga do su1, como a cremosidade do grao, por exemplo (TRACY, 2001).
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Um outro gene comumente utilizado isoladamente ou em combinacéo, é o
sugary enhancer (se). Nao se conhece exatamente o seu modo de agao bioquimica,
portanto, milhos contendo este gene ndo se enquadram em nenhum dos dois grupos
descritos anteriormente. Quando combinado em homozigose com su?, também
resulta em teores de agucares proximos dos obtidos no grupo superdoce e niveis de
PSA similares ao su7 ndo modificado (TRACY, 2001). O resultado € um endosperma
doce e cremoso, conferindo alta qualidade. Caracteristicas como: alto teor de acucar
e ampla janela de colheita foram associados a presenca deste gene. Atualmente,
encontram-se facilmente hibridos comerciais com o gene se. Porém, a sua utilizagéo
e incorporacdo em programas de melhoramento genético ndo ocorreu tdo rapido
quanto se esperava. O reconhecimento fenotipico do gene se esta relacionada a uma
coloracéo dos graos amarela mais palida, caracteristica ndo desejavel pelo mercado.

Na Tabela 1 encontram-se as principais diferengas quanto a composi¢ao de

carboidratos em graos de milho que apresentam genes mutantes distintos.

Tabela 1 - Composicao de carboidratos nos endospermas mutantes aos 21 e 22
dias apos a polinizagao (DAP).

Gendtipo Simbolo Fendtipo Azn%!c)io Sa?(?/or )0 se redAL?tl:)Crzge(sc’/o ) PSA* (%)
21 DAP
Amilaceo - Amilaceo 80.0 29 4.8 -
Berittle 1 bt1 Superdoce 16.9 19.3 21.3 -
Berittle 2 bt2 Superdoce 7.4 17.6 41.6 -
Shrunken 2 sh2 Superdoce 21.0 22.5 26.3 -
22 DAP
Amilaceo - 48.9 7.3 3.9 0.2
Amylose extender 1 ael Doce 254 15.8 4.4 0.4
Dull 1 dut Doce 421 11.8 4.3 0.3
Shrunken 2 sh2 Superdoce 17.4 24.6 8.3 0.3
Sugary sut Doce 20.6 11.6 4.3 27.7
Waxy WX Doce 52.6 7.5 29 0.2

*PSA: polissacarideos soluveis em agua. Fonte: Adaptado de Tracy (2001).

2.3 Melhoramento genético do milho doce

Os programas de melhoramento genético geralmente adotam duas estratégias
para o desenvolvimento de hibridos de milho doce: a primeira consiste em introduzir
0 gene que confere o carater doce em linhagens elites de milho amilaceo e, através
de sucessivos retrocruzamentos, recupera-se o genétipo recorrente contendo o gene
de interesse (BREWBAKER, 2010; BREWBAKER; MARTIN, 2015).
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A segunda estratégia consiste em desenvolver linhagens a partir de
germoplasma de milho doce per se. Este germoplasma caracteriza-se por possuir
base genética estreita e caracteristicas agrondmicas indesejaveis, dificultando a
extracao de linhagens promissoras para o desenvolvimento de hibridos adaptados as
condigdes tropicais (TREAT; TRACY, 1993).

Grandes avangos tém sido obtidos em programas de melhoramento genético
provenientes de trabalhos destinados ao desenvolvimento de hibridos adaptados a
regides de clima temperado. Nos Estados Unidos, por exemplo, agricultores
encontram uma vasta gama de hibridos como opgao para semeadura, podendo optar
pela utilizagcdo de genes como: sugary 1, sugary enhancer, shrunken 2, e, em alguns
casos, combinag¢des entre sugary 1 com sugary enhancer e shrunken 2 com sugary
enhancer. Também ha opg¢des quanto a coloragdo dos gréos, pois ha mercado para
graos amarelos, brancos e espigas bicolor, mesclando graos amarelos e brancos.
Estas combinagcbes sao possiveis pois a heranca para coloragcdo dos graos é
controlada por apenas um gene (Y7) dominante para a coloragdo amarela e aditivo
quanto a sua intensidade (FORD, 2000). Desta forma, o hibrido heterozigoto para o
gene em questdo, apresenta 75% dos graos de cor amarela e 25% de cor branca.
Também ¢é possivel optar pela utilizagdo de hibridos convencionais e versdes
transgénicas.

Dentre as empresas e instituicbes publicas que desenvolvem um significativo
trabalho de melhoramento genético a fim de atender o mercado norte-americano,
destacam-se: University of Wisconsin, lllinois Fundation Seeds Inc. (IFSI); Syngenta e
Seminis. No Brasil, a empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda., em paralelo ao
germoplasma referente a este trabalho, também possui um projeto de melhoramento
a partir de acessos de milho superdoce provindos de regides de clima temperado
devido a grande contribuicao deste germoplasma para qualidade de graos. Porém, ha
uma enorme barreira quanto a sua adaptacao em condi¢des de clima tropical. Este
germoplasma €& extremamente sensivel ao fotoperiodo, sendo muito precoce e de
baixo vigor quanto utilizado em condi¢cbes de baixa latitude. Aliado a esta dificuldade,
nao ha uma aceitavel tolerancia as principais doengas que ocorrem nas regides
produtoras do Brasil.

Outro fator que limita a utilizagdo de germoplasma temperado em condi¢cdo
tropical é a heranga complexa da aparéncia e qualidade dos graos do milho doce. Tal

fato dificulta a selegéo e introgressao de tais caracteres em germoplasma adaptado.
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Tracy (2001), estudou a heranga e o tipo de agdo génica predominante sobre os
caracteres: peso da primeira espiga, numero de fileiras de graos e comprimento de
espigas. Concluiu que a heranga de tais caracteres é complexa devido a natureza
poligénica, possui efeito reciproco e que tanto a capacidade geral de combinagao
(CGC) quanto a capacidade especifica de combinagao (CEC) sdo importantes na
expressao destes caracteres e, que ambos devem ser levados em consideragao no
momento da definicdo das estratégias de melhoramento. Desta forma, apesar da alta
herdabilidade dos alelos que condicionam o carater doce e da sua facil identificacao,
a qualidade da espiga advém do somatorio de outros caracteres, que por sua vez,
apresentam heranga complexa, interagdo gendtipo ambiente significativa e baixa
herdabilidade (TRACY, 2001).

A espessura do pericarpo dos graos € um dos caracteres que mais contribuem
para a qualidade final do milho doce. Esta por sua vez, tem heranca quantitativa com
grande variabilidade genética disponivel de ser explorada por meio de selegao via
melhoramento de plantas (GARWOOD; CREECH, 1979). Segundo Ito e Brewbaker
(1981), é possivel de se obter ganhos de selecdo satisfatorios para a maciez do
pericarpo quando se aplica a selecdo massal em populacées de polinizagao aberta.
Segundo esses autores, tal fato somente é possivel pois ele observou alta
herdabilidade para o carater espessura de pericarpo (maior que 80%).

O mercado brasileiro ndo é maduro o suficiente para distinguir as diferengas
existentes entre graos de alta qualidade e grédos apenas contendo o caractere doce.
Devido a isso, muitos programas de melhoramento vém adotando a estratégia de
introduzir o gene mutante em linhagens elites de milho comum adaptadas as
condigbes tropicais e que muitas vezes ja figuram como parentais de hibridos
comerciais. O resultado da adogao desta estratégia é a obtencdo de hibridos bem
adaptados ao cultivo em regides de clima tropical, boa tolerancia as principais pragas
e doengas, alta produtividade, porém, baixa qualidade dos graos, pois estes, apesar
de apresentarem o caractere doce, possuem pericarpo espesso e textura dos graos
de qualidade inferior.

Desta forma, retrocruzamentos sucessivos sao realizados utilizando a linhagem
elite como parental recorrente e o fenétipo doce é facilmente identificado em geragoes
pares de avango, observando-se a aparéncia do grdao enrugado devido ao baixo
conteudo de amido (PARENTONI et al., 1990). O numero de retrocruzamentos pode

ser menor, caso o pesquisador possa fazer uso de marcadores moleculares a fim de
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identificar individuos da populagdo de retrocruzamento que mais se assemelham
geneticamente ao parental recorrente e que contenha o gene mutante de interesse.

De modo geral, a condugdo de um programa de melhoramento genético de
milho doce se assemelha muito a um programa de milho comum, porém, algumas
particularidades devem ser levadas em consideracdo. Uma delas trata-se da
necessidade de realizar avaliacbes e selecbes de caracteres sensoriais, onde, no
momento ideal da colheita, parte da espiga é utilizada na avaliagdo sensorial e o
restante da espiga permanece na planta a fim de se obter sementes para o proximo
ciclo de melhoramento.

Outra particularidade trata-se da necessidade de manter o gene mutante
sempre em homozigose, caso ocorra fecundacdo com graos de polen contendo
qualquer alelo divergente ao alelo doce, observa-se ja na planta mae, o fendtipo do
milho comum. E por ultimo, devido ao baixo acumulo de amido nos graos de milho
doce, suas sementes apresentam baixo vigor, baixa germinagao e baixa viabilidade.
Deste modo, o pesquisador deve se atentar quanto a manutengdo de sementes
viaveis no seu banco de germoplasma, principalmente quando se trata do milho
superdoce (TRACY, 2001).

Com o intuito de contornar os problemas de baixa qualidade das sementes em
milho superdoce, alguns programas de melhoramento tém realizado a modificagao
parcial do endosperma, em que alguns graos da espiga apresentam apenas um
fendtipo doce e o restante, a combinagado de um gene doce com um gene superdoce.
Isso € obtido por meio da manutengcdo de um dos genes em homozigose, € o0 outro
em heterozigose. Deste modo, em um hibrido comercial, as espigas colhidas apos
fecundagao cruzada apresentariam aproximadamente 75% de grdos com o fenotipo
de apenas um gene homozigoto, ao passo que os 25% restantes possuiriam ambos
genes em homozigose, obtendo a combinagdo das caracteristicas organolépticas
(TRACY, 2001).

A pratica mencionada acima foi adotada principalmente para a combinagao do
gene doce su1 (homozigoto) com o gene superdoce sh2 (heterozigoto). Assim, trés
quartos de uma espiga colhida desta forma, teriam o fenétipo doce do gene su7, ao
passo que o quarto restante teria fendétipo superdoce sh2. Com isso, aumenta-se a
dogura geral de uma espiga in natura, uma vez que 0s graos superdoce seriam
perceptiveis ao paladar, sem a drastica redugédo do vigor germinativo das sementes

com homozigose superdoce sh2, uma vez que graos su1su1Sh2sh2 apresentam
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fendtipo doce su?. Porém, o contrario ndo é verdadeiro, usando o alelo sh2 como
homozigoto, e como heterozigoto o alelo su7, uma vez que este gendtipo
Su1su1sh2sh2 apresentaria o fenétipo para germinagao de sementes de uma planta
superdoce sh2 (GALLINAT, 1975; BOYER; SHANNON, 1984; MARSHALL, 1987;
STORCK; LOVATO, 1991; TRACY, 1997).

2.4 Analise dialélica

Utilizado em larga escala por diversos melhoristas, o delineamento genético
denominado de dialelo, permite obter informagdes sobre o controle genético de
determinado carater e aferir o quao dado progenitor € eficiente em transmitir alelos
favoraveis para suas progénies. Pois o fato do progenitor apresentar uma boa média
para o carater, muitas vezes tem baixa correlagcdo com a transmissao de alelos
favoraveis para o incremento na média aos seus descendentes. Segundo Cruz et al.
(2004), as metodologias de analise dialélica tém por finalidade analisar o
delineamento genético definido e prover estimativas de parametros genéticos uteis na
selecao de progenitores para hibridacao e no entendimento da natureza e magnitude
dos efeitos genéticos envolvidos no controle dos caracteres.

Existem varias metodologias de analise dialélica. A metodologia proposta por
Griffing (1956), visa avaliar a capacidade combinatoria de um grupo de progenitores
e, quando for o caso, estudar os efeitos reciprocos. A metodologia proposta por
Gardner e Eberhart (1966) visa avaliar o potencial de variedades per se e em
combinagdes hibridas, por meio de estimativas de efeitos varietais e da heterose
manifestada no hibrido. Por ultimo, a analise dialélica proposta por Hayman (1954)
apud Cruz et al. (2004) permite avaliar o potencial de linhagens endogémicas e
estimar parametros genéticos uteis no entendimento do controle genético de
caracteres e na avaliagdo da eficacia do emprego de estratégias de melhoramento.
Em relacdo ao material genético avaliado, as diferentes metodologias de dialelo
permitem ao melhorista fazer afirmacdes sobre a concentragcao de alelos favoraveis
dominantes e recessivos importantes ao melhoramento de plantas

Griffing (1956) definiu cruzamentos dialélicos como o conjunto de n? possiveis
genodtipos obtidos a partir de n linhas puras. Nestas n? combinagdes, estariam
contidas: a) as proprias linhas puras; b) os n(n-1)/2 hibridos F1 e ¢c) um conjunto de

n(n-1)/2 hibridos F1 reciprocos.
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Conforme a metodologia proposta por Griffing (1956), os genétipos distribuidos
em uma tabela dialélica permitem a classificacao de quatro métodos experimentais,
descritos a seguir:

Método 1: sdo incluidos os parentais, o grupo de hibridos F1 e seus reciprocos
(todas as p? combinagdes);

Método 2: sdo incluidos os parentais e o grupo de hibridos F1; p (p - 1)/2
combinagdes;

Método 3: sdo incluidos o grupo de hibridos F1 e seus reciprocos; p (p — 1)
combinacdes;

Método 4: ¢ incluido apenas o grupo de hibridos F1; p (p—1)/2 combinagoes.

Conforme descrito acima, o numero de combinag¢des hibridas aumenta
exponencialmente a medida que se aumenta o numero de parentais. Apesar das
diversas vantagens em se utilizar este delineamento genético, a limitagdo quanto ao
numero de progenitores a serem estudados restringe 0 seu uso em programas de
melhoramento que requerem o desenvolvimento de varias linhagens/populagbes
concomitantemente. Outra limitacdo refere-se aos custos e espacgo referente a
avaliacao das diversas combinagdes hibridas geradas. Esta metodologia é aplicavel
a maioria das espécies cultivadas, mas fica evidente que sua utilizagao € mais factivel
para espécies de plantas alégamas devido a facilidade de se realizar os cruzamentos.

Com base nessas metodologias, o comportamento dos genaétipos € expresso
na forma de capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinacgao,
diferenciadas de acordo com o modo de acédo génica envolvida no controle dos
diversos caracteres estudados (CRUZ; REGAZZI, 1994). De acordo com Sprague e
Tatum (1942) o termo CGC é utilizado para definir o comportamento médio de um
progenitor em uma série de combinagdes hibridas. A CGC reflete o valor genético
aditivo do progenitor, ou seja, reflete a porgao de seu gendtipo capaz de ser transferida
a seus descendentes, ndo importando qual seja o outro progenitor que participe do
cruzamento.

Se os valores estimados de CGC forem altos, positivos ou negativos, ha indicio
de que o gendtipo em questdo € muito superior ou inferior aos demais gendtipos do
dialelo com relacdo ao desempenho médio dos cruzamentos. Esses valores sdo uma
indicagdo de que os genes tém efeitos predominantemente aditivos. Assim, nos

programas de melhoramento que visam a exploragdo de hibridos e selegcdo de



30

genotipos superiores, € mais indicado a selegdo de gendtipos com elevada CGC
(SPTAGUE; TATUM, 1942).

Segundo Sprague e Tatum (1942) a CEC é aplicavel a certas combinagdes
hibridas que sao relativamente superiores ou inferiores ao esperado com base na
CGC. A CEC reflete o efeito de interacao entre os alelos procedentes de cada parental
(acao génica de dominancia) e o efeito das interagdes entre os alelos de diferentes
locos envolvidos na transmissdo do carater (acéo génica de epistasia). Tais efeitos
genéticos nao aditivos ndo podem ser previstos com base na CGC, ou seja, antes de
ser realizado o cruzamento.

Desta forma, a escolha dos melhores hibridos para o melhoramento deve ser
feita com base nas maiores capacidades especificas de combinagdo, em que pelo
menos um dos progenitores envolvidos no cruzamento apresente a maior CGC. Esse
hibrido, portanto, deve ser resultado do cruzamento entre o progenitor selecionado
com base na CGC e aquele cuja frequéncia de alelos favoraveis seja superior a
frequéncia média da populagao e que apresente consideravel divergéncia em relagéo
ao progenitor com o qual esta sendo cruzado (CRUZ; VENCOVSKY, 1989).

Paiva (2014) utilizando o dialelo parcial, avaliou a capacidade combinatoéria de
onze linhagens tropicais de milho superdoce em cruzamento com dois testadores de
germoplasma temperado e concluiu que a superioridade dos hibridos desenvolvidos
em relagdo as testemunhas deveu-se a alta magnitude de efeitos de CGC das
linhagens tropicais para caracteres relacionados a produtividade.

Solomon et al. (2012) estudaram o controle genético de caracteres
agrondmicos e relacionados a qualidade de espiga e graos. Os autores realizaram um
dialelo parcial entre dez linhagens contrastantes de milho superdoce, todas contendo
0 gene sh2, sendo duas linhagens obtidas de populagdes de milho tropical e o restante
oriundas de germoplasma temperado. Eles concluiram que a variancia aditiva foi
significativamente superior a varidncia de dominéancia para os caracteres de qualidade
de espiga e gréos, enquanto que para caracteres agronédmicos a maior contribuicdo

foi do componente de variancia de dominancia.

2.5 Grupos heteréticos

Grupo heterético tem sido definido como uma colegdo de germoplasma que,
quando cruzada com germoplasma de outro grupo, tende a exibir maiores niveis de

heterose que quando cruzada com membros de seu proprio grupo (LEE, 1995). Assim,
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linhagens que apresentam elevada heterose em cruzamentos e/ou elevada
capacidade especifica de combinag¢ao sao alocados em grupos heteréticos distintos,
enquanto aqueles materiais que ndo apresentam estes resultados sdo alocados no
mesmo grupo heterotico.

Esse conceito tem implicagdes diretas nos programas de melhoramento, que
visam explorar combinag¢des hibridas, uma vez que os cruzamentos entre linhagens
sdo tecnicamente orientados e n&o feitos de forma aleatéria. O sucesso de um
programa de melhoramento de milho depende diretamente da eficiéncia da
identificacdo das melhores linhagens a serem cruzadas para o desenvolvimento de
hibridos superiores. Uma das principais dificuldades enfrentadas pelo melhorista € a
escolha das linhagens a serem utilizadas para a sintese de hibridos. A escolha das
linhagens deve-se fundamentar na capacidade de combinac&o das linhas parentais,
e devido a isso deve-se separar 0s progenitores em grupos heteréticos de modo a
maximizar o vigor hibrido (BALESTRE et al., 2008).

A alocacédo de populagdes-base e linhagens em seus respectivos grupos
heterdticos evita o desenvolvimento e avaliagao de hibridos que seriam descartados,
contribuindo para aumentar a eficiéncia nos programas de melhoramento. Assim,
linhagens obtidas de materiais alocados em um determinado grupo heterético sao
avaliadas em cruzamentos com genétipos de forma que se saiba, a priori, que esses
cruzamentos deverao apresentar médias superiores aqueles realizados dentro de um
mesmo grupo heterotico. Dessa forma, os cruzamentos sao dirigidos para explorar de
forma eficiente a heterose e/ou a capacidade especifica de combinacdo entre os
gendtipos de grupos heterdticos distintos (PINTO et al., 2001).

Supondo que |1 seja uma linhagem pertencente ao grupo heterético 1 e que |2
seja uma linhagem proveniente do grupo heterdtico 2, e, 11 x 12 é um hibrido elite.
Supondo também que lw seja uma terceira linhagem a ser cruzada com |1 ou com |2
no intuito de desenvolver uma nova linhagem, Inew. Se a linhagem I1 e lw pertencerem
ao mesmo grupo heterdtico, estas devem ser cruzadas para formar a nova populagao-
base para extragcdo da linhagem lnew utilizando a linhagem |2 como testadora para
avaliacao de suas progénies, sendo o oposto também verossimil (BERNARDO, 2010).

De acordo com Melchinger e Gumber (1998) os seguintes critérios sdo uteis
para identificar os grupos heteroticos: 1) alto desempenho e variéncia genética nos
cruzamentos entre grupos heterdticios distintos; 2) bom desempenho per se e boa

adaptagao dos grupos heterdticos. O ideal € que as linhagens produzam grande
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quantidade de pélen e graos a fim de viabilizar a produgao de sementes F1; e, 3) baixa
depressao endogamica entre cruzamentos provenientes de linhagens pertencentes
ao mesmo grupo heterotico.

A definicdo dos grupos heteroticos pode ser realizada de varias maneiras. O
mais comum baseia-se na informacao da capacidade especifica de combinagao de
linhagens ou mesmo de populagdes provenientes de cruzamentos bi parentais, como
€ o caso das “breeding populations”, ou populagdes derivadas dos cruzamentos de
linhagens elites. Outra forma de estabelecer grupos heteréticos € por meio das
distancias genéticas entre os gendtipos (linhagens e/ou populagdes) por meio de
marcadores moleculares (VON PINHO et al., 2012). Melchinger e Gumber (1998)
sugerem que, na ocorréncia de poucas populagdes, € imprescindivel a realizagao de
cruzamentos dialélicos, mas considerando um grande numero de populagdes e
genitores, estes autores sugerem a utilizagao de cruzamentos do tipo topcrosses. Nos
topcrosses realiza-se o cruzamento do germoplasma a ser classificado, com
genotipos representativos de cada um dos grupos heteréticos ja existentes e,
posteriormente, aloca-los de acordo com o desempenho do hibrido topcross. No
entanto, isso € possivel apenas quando o programa ja possui testadores
representativos de cada um dos grupos heteréticos. No caso de programas nos quais
o germoplasma ainda nao esta agrupado, uma alternativa é utilizar como testadores,
genotipos que apresentem estimativas de alta magnitude da CEC (PINTO et al.,
2001).

Existem duas maneiras de se inferir sobre a diversidade genética: de forma
quantitativa e de forma preditiva. Entre as de natureza quantitativa, citam-se as
analises dialélicas, nas quais sdo necessarios os cruzamentos entre os progenitores,
e sua posterior avaliacdo. As de natureza preditiva tém por base as diferencas
morfolégicas, de qualidade nutricional, fisioldgicas ou moleculares, quantificadas em
alguma medida de dissimilaridade que possa expressar o grau de diversidade
genética entre os genitores (CRUZ; CARNEIRO, 2003). Nesse sentido, a avaliagéo
do polimorfismo em nivel de DNA, apresenta algumas vantagens em relagao a outros
métodos porque, além de identificar o alto polimorfismo, ndo apresenta interagdes
com o ambiente (WILLIAMS et al., 1990). O uso de marcadores moleculares tem sido
amplamente empregado como ferramenta para a avaliagdo da diversidade genética
entre populagbes de milho doce, visando prever o desempenho dos hibridos (PINTO
et al., 2016).
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Em contrapartida, alguns autores contestam o uso de marcadores moleculares,
pois marcadores identificam divergéncia em todo o genoma e muitas vezes, as regides
marcadas ndo estéo relacionadas na expressao de genes relacionados a caracteres
de interesse. Segundo Barrios et al. (2009), o uso de marcadores moleculares para a
alocagao de linhagens em grupos heteréticos tem demonstrado eficiéncia para
populagdes de milho de germoplasma temperado, onde a genealogia das linhagens é
bem conhecida e a base genética é estreita. Mas alguns trabalhos confirmam que os
resultados de dialelos foram mais promissores para a formagao de grupos heteréticos
comparado aos marcadores moleculares (BALESTRE et al., 2008). Todavia, 0 uso
dos dialelos aliado aos marcadores moleculares permite aumentar a eficiéncia na
definicdo dos grupos heterdticos (BERNARDO, 2010).

O processo inicial de avaliagdo da diversidade genética visa a identificagao de
genitores adequados a obtencdo de hibridos com maior efeito heterético e que
proporcionem maior segregag¢ao em recombinagdes, possibilitando o aparecimento de
transgressivos. A importancia dos estudos sobre a divergéncia genética para o
melhoramento reside no fato de que cruzamentos envolvendo genitores
geneticamente diferentes sdo os mais convenientes para produzir alto efeito heterético
(GUIMARAES et al., 2007; PATERNIANI et al., 2008) e, também, maior variabilidade
genética em geragdes segregantes (RAO et al., 1981; BUZAR et al., 2007; CRUZ et
al., 2011). Para isso, busca-se populagbes-base para selegdo que alie ampla
variabilidade genética com alta média para o carater a ser selecionado.

Gonzalez et al. (1997), alocou dez linhagens de milho subtropical em dois
grupos heterdéticos, fazendo uso do delineamento dialélico em que empregou-se o
método 4 de Griffing (1956). Neste estudo, os autores basearam-se nas estimativas
de capacidade especifica de combinagao para alocar progenitores no mesmo grupo
heterdtico quando esta foi negativa e progenitores em grupos heteréticos distintos
quando houve estimativa de CEC positiva. Ainda, fazendo uso de delineamento
dialélico para formagdo de grupos heteréticos, Pinto et al. (2001), alocaram 18
linhagens provenientes de duas populacbes em quatro grupos heteréticos
considerando a variavel producao de graos. Para tal, os autores consideraram as
estimativas de CEC como medidas de distancia genética entre os progenitores. Para
gerar a matriz de dissimilaridade genética, foi adicionada uma constante a estimativa
de CEC a fim de torna-las todas de sinal positivo. De posse da matriz de

dissimilaridade foi obtido o dendrograma pelo método UPGMA e realizada a disperséo
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grafica dos dados pelo método de ordenagao de coordenadas principais utilizando-se
de um sistema de trés coordenadas.

A expectativa de que progenitores divergentes proporcionem bons hibridos
decorre do fato de que a heterose € fungao dos efeitos da dominéncia dos genes para
o carater em questdo e do quadrado da diferenca das frequéncias génicas de seus
progenitores, além de efeitos epistaticos, que geralmente sido negligenciados
(FALCONER, 1987).

Independentemente do método utilizado, quantitativo ou preditivo, a definicdo
dos grupos heteréticos visa, primeiramente, escolher a medida de distancia
(dissimilaridade) a ser utilizada na formagado da matriz de distancia entre pares de
individuos, para que, posteriormente, possam ser aplicados métodos multivariados
capazes de produzir uma estrutura de grupos.

A andlise de grupos implica avaliar a capacidade de alocagdo ou de
discriminagao de individuos, nos seus respectivos centros de referéncia (populacdes),
com base nas variaveis avaliadas, bem como formular e testar hipoteses sobre as
causas dessa aglomeragéao ou dispersao. A definicdo das medidas ou coeficientes de
dissimilaridade a serem utilizadas € baseada no tipo de variavel sob analise (CRUZ,
et al., 2011).

Neste sentido, os microssatélites (SSRs), repeticdes em tandem de um a seis
nucleotideos, sdo ferramentas ideais por se distribuirem aleatoriamente no genoma
da maioria dos organismos eucariotos, por apresentarem codominéncia, serem
multialélicos, possuirem alto grau de polimorfismo e serem passiveis de detecgao por
PCR (BARBOSA NETO et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Foram utilizadas para este estudo 49 linhagens parcialmente endogémicas
(F2Ss5) de propriedade da empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda. Quinze destas
linhagens foram extraidas de uma populagédo de milho superdoce sh2 aqui nomeada
como PopTe1, cuja origem é Tailandesa e possui caracteristicas inerentes de
germoplasma temperado quanto a qualidade de grdos, com bom desempenho em
condigbes tropicais; vinte e quatro linhagens foram extraidas de uma segunda
populacdo PopTe2, também de origem Tailandesa e com o gene sh2. Por fim, dez
linhagens foram obtidas por meio da introgressao do gene sh2 em germoplasma de
milho comum com boa adaptacdo a condicdes tropicais, populagdo esta nomeada
como PopTr.

As linhagens provenientes das populagdes PopTe1 e PopTe2, apresentam boa
qualidade de espiga, graos de coloragdo amarelo claro, pericarpo fino, alto teor de
agucares e boa textura dos graos. Observam-se diferengas quanto ao formato da
espiga, comprimento de espiga, arquitetura foliar, vigor de planta, altura de planta e
altura de insercao de espiga e ha linhagens braquiticas. Apesar de serem linhagens
com boa adaptagao as condi¢des tropicais de cultivo, estas linhagens apresentam-se
mais suscetiveis a doengas, especialmente a Exserohilum turcicum.

As linhagens provenientes da PopTr, apesar de conterem o gene sh2, ndo
apresentam boa qualidade de espiga, sendo os graos de pericarpo espesso,
coloragao dos graos mais intensa e porte de plantas mais alta. Porém, além de terem
nivel de resisténcia a doengas mais elevado do que o restante das linhagens em
estudo, possuem espigas mais compridas e cilindricas, caracteres importantes para o
milho doce destinado a industria.

3.2 Extracao do DNA

Com o intuito de extrair o DNA para analise da dissimilaridade genética bem
como realizar a multiplicagdo das sementes dos progenitores para a realizagao dos
cruzamentos dialélicos, semearam-se as quarenta e nove linhagens de milho na safra
2014/2015 na Estagao Experimental de Braganga Paulista (coordenadas geograficas:

23° S; 47 W), pertencente a empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda.
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A parcela utilizada foi de cinco metros lineares, no espagcamento de 0,9 metros
entre linhas e 0,2 metros entre plantas, com vinte e cinco plantas apds o desbaste.
Destas, utilizaram-se dez plantas para realizar a coleta do DNA apds trinta dias do
semeio, e com auxilio de uma pinga de metal coletaram-se cerca de 300mg de tecido
fresco de cada planta, totalizando 490 amostras.

O DNA genbmico foi isolado de acordo com a metodologia descrita por
Hoisington et al. (1994), com pequenas modificagdes.

A extracao foi realizada em microtubo de centrifugagdo com capacidade para
1,5 mL, contendo tecido vegetal macerado com nitrogénio liquido e 700 puL de tampao
de extragcdo CTAB (Tris-HCI 1M pH 7,5; NaCl 5M; EDTA 0,5M pH 8,0; CTAB 1% e 140
mM de B-mercaptoetanol), previamente preparado.

Os tubos foram agitados e incubados em banho-maria a 65°C, durante 1 hora,
realizando-se agitagdes suaves a cada dez minutos. As amostras foram centrifugadas
durante dez minutos a 13.000 rpm. Todo o sobrenadante foi colocado em um novo
tubo com 600 pL de cloroférmio:alcool isoamilico, preparado na proporgéo 24:1, com
inversao suave durante trés minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
durante dez minutos a 10.000 rpm. A fase aquosa superior foi transferida para
microtubos novos de 1,5 mL Para precipitar o DNA, foram adicionados 0,6 volumes
de isopropanol a 4°C por volume de sobrenadante recuperado, misturando-se
levemente por inversdo por um minuto.

As amostras foram mantidas overnight a -20°C. Em seguida, foram
centrifugadas a 13.000 rpm por dez minutos. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 500 pL de etanol 70% gelado seguindo com uma nova centrifugacéo a
13.000 rpm por dez minutos. Apos o descarte do sobrenadante, as amostras foram
mantidas em estufa a 37°C para secar o pellet. Adicionaram-se 50 yL de TE com
RNase a 40 mg/L. O DNA foi entdo armazenado a -20°C.

3.3 Selegao de marcadores moleculares microssatélites

Primeiramente, tomou-se uma amostra de nove linhagens, sendo trés de cada
populagao, para verificar o polimorfismo de marcadores moleculares microssatélites
(SSR) no germoplasma de interesse. Esta etapa do estudo foi realizada no Laboratorio
de Cultura de Tecidos e Eletroforese de Vegetais da Universidade Estadual de
Maringa-PR. Todos os microssatélites utilizados foram obtidos a partir do site http./

www.maizegdb.org.
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Deste modo, selecionaram-se vinte marcadores microssatélites que
proporcionaram um bom nivel de polimorfismo e boa distribuicdo nos vinte
cromossomos do milho. Na Tabela 2, é possivel verificar os primers selecionados para
este trabalho.

Tabela 2 - Marcadores moleculares SSR selecionados para o estudo da
dissimilaridade genética entre as 49 linhagens de milho superdoce.

SSR Sentido Sequéncia de nucleotideos (5’ — 3') Bin
dupssrb Forward GATCCTACCAAAATCTTATAGGC 902
dupssré Reverse ACAGCTAGCCAAGATCTGATT '

mmc0001 Forward ATTGAGAAGATGAGAACCGTC 3.09
mmc0001 Reverse CCTACAAATGCAACAAATGCT '
mmc0501 Forward TGCTGAACACTCTAAGCAATAC 10.02
mmc0501 Reverse ATTACTCTACTCGCTGCCTG '
umc1066 Forward ATGGAGCACGTCATCTCAATGG 701
umc1066 Reverse AGCAGCAGCAACGTCTATGACACT '
umc1069 Forward AGAGAATCCCCAAGCAAACAAAC 8.08
umc1069 Reverse CTTCATCGGAGCCATGGTGT '
umc1072 Forward GAGGAGACCGCCTCTGGTTC 507
umc1072 Reverse CTTCGGGTTCCTGGACCTTCT '
umc1118 Forward GTAGTGAAATGAATCGTGAGAGCG 111
umc1118 Reverse ATCAGATTCCGAAGGGTCCATAAT '
umc1137 Forward ATCAGTCACTCTTCTGCCTCCACT 908
umc1137 Reverse GGCTGGATAATGTTGTAGCTGGTC '
umc1415 Forward GTGAGATATATCCCCGCCTTCC 8.03
umc1415 Reverse AGACTTCCTGAAGCTCGGTCCTA '
umc1506 Forward AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG 10.05
umc1506 Reverse ATAAAGGTTGGAAAACGTAGCCT

umc1635 Forward GCTGAGCAGATCTTTCCTTGTTTC 205
umc1635 Reverse AAGGAGCAGAACTCGGAGACG '
umc1757 Forward TTTTCTGCAGGGATAACATTTGTG 401
umc1757 Reverse ATAGGAGGTGAGGTGAGGAGGAAG '
umc1847 Forward GCCCAAGGTAGATTTTTACTCTCCA 407
umc1847 Reverse AAGTCGTAGAGCTCGTCGTGATG '
umc1857 Forward TTCCTTGCCAACAAATACAAGGAT 6.04
umc1857 Reverse GTTCATTGCTTCATCTTGGAACCT '
umc2059 Forward GGAAAAGGAGGAACAGTGTAAGCA 6.08
umc2059 Reverse AGCGTGATCAGACGTACAATGCTA '
umc2164 Forward AGCACACAGACAAGAGAGACAACG 505
umc2164 Reverse GACCGACAACAGAGATCGAGTACA '
umc2165 Forward AGAACACCAAATGGTGACGTTATGT 6.07
umc2165 Reverse CTAGCTCGTCTTCCCTGTGGTCT '
umc2198 Forward AGCCCAGAGAAGGGAAGCAG 507
umc2198 Reverse CTCTTCACTCGCTTCTCCCAGA '
umc2246 Forward AGGCTCCAGCTCTAGGGGAGT >
umc2246 Reverse GTGAACTGTGTAGCGTGGAGTTGT

umc2308 Forward GTCTGATCCTGATCTTGCCGAGT 509
umc2308 Reverse GGTCCGGAGAATTGATTGTTCTTT '
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Dentre os marcadores moleculares selecionados, alguns ja foram utilizados
anteriormente em trabalhos de dissimilaridade em milho doce, como: dupssr6,
umc1066, umc1137, umc1415, umc1757, umc1857, umc2164, umc2198 (LOPES,
2012); mmc0501, umc1072, umc1118, umc1137, umc1415, umc1635, umc1847,
umc2059, umc2164, umc2165, umc2246 (SILVA, 2012); e, umc1506 (LOPES, 2008;
RUPP, 2009; LOPES, 2012).

3.4 Amplificagdao do DNA

As reagoes de PCR foram realizadas em microplacas de PCR de 96 amostras,
usando um termociclador Mastercycler Nexus (Eppendorf). Foram utilizados: 2ng de
DNA, 1,35 mL de tampé&o de reagao 10X, 2,6 mM de MgCI2, 0,8 uM de cada dNTP, 1
U de Tag-DNA Polimerase (Promega), e 0,4 uM de primers Forward e Reverse
especificos para um volume final de 13,5 ul .

O programa utilizado foi o touchdown (DON et al, 1991). As condi¢gbes das
amplificacbes foram: desnaturacgao inicial de 1 minuto a 94 °C; 10 ciclos de 1 minuto
a 94 °C, 1 minuto de 65 °C com decréscimo de 1 °C a cada ciclo, 2 minutos de 72 °C;
17 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto de 55 °C, 2 minutos de 72 °C; extenséo final

de 2 minutos a 72 °C.

3.5 Eletroforese capilar e leitura dos dados

Utilizando-se os vinte marcadores moleculares SSR selecionados, analisou-se
0 gendtipo de oito individuos de cada uma das quarenta e nove linhagens presentes
no estudo, totalizando 392 individuos.

Apo6s amplificagdo dos primers SSR o material foi conduzido a eletroforese
capilar utilizando o equipamento Fragment Analyzer (Advanced Analytical
Technologies Inc.). Os picos foram analisados no software PROSize (Advanced
Analytical Technologies Inc.).

Os numeros de bases nitrogenadas para cada fragmento de DNA foram
convertidos em escala numérica, de acordo com o numero de alelos por loco. Esta
matriz numérica foi obtida atribuindo-se valores de 1 até o numero maximo de alelos
naquele loco. Assim, se o loco apresenta trés alelos, tem-se a representacao 11, 22 e
33 para as formas homozigotas e 12, 13 e 23 para as heterozigotas (CRUZ et al.,
2011).
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3.6 Analise de variancia molecular (AMOVA)

Com o intuito de verificar a distribuicdo da variabilidade genética, bem como a
presenca de diferenga significativa entre as linhagens, entre individuos dentro de
linhagens e dentro de linhagens, de posse dos dados obtidos com os 20 marcadores
moleculares SSR, procedeu-se a analise de variancia molecular (AMOVA), descrita
por Excoffier et al. (1992).

Para realizar a AMOVA, inicialmente, foi necessario calcular a distancia
genética entre pares de individuos. Para tal, utilizou-se o quadrado da distancia

euclidiana por meio da expressao abaixo:

d]'zk = (Pj - Pk),W(Pj — Pk)

em que:

pj e pr = sdo os vetores contendo as informagbes dos marcadores SSR
referente as linhagens j e k, respectivamente;

w = matriz de pesos atribuidos a cada informacao molecular.

Considerando i individuos, j alelos e k linhagens adotou-se para a AMOVA o
modelo abaixo:

Yeigy =Y + ar + by + Wi

em que:

Yiicjy = valor entre O e 1 referente ao j-€simo alelo do i-ésimo individuo da k-
ésima linhagem;

a, = efeito da k-ésima linhagem, com variancia oa?;

by ;) = efeito da i-ésimo individuo dentro da k-ésima linhagem, com variancia
ob?;

wyi(j) = efeito do j-ésimo alelo do i-€simo individuo da k-ésima linhagem, com
variancia ow?.

Na Tabela 3 pode ser visualizada a analise de variancia molecular referente as

49 linhagens e 20 marcadores moleculares SSR.
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Tabela 3 - Esquema basico da analise de variancia molecular (AMOVA) contendo
graus de liberdade (GL), soma de quadrados (SQ), quadrado médio
(QM) e esperanca de quadrado médio (EQM).

Fonte de variagédo* GL SQ QM EQM
k2
Entre linhagens k-1 Z ——x...2 [ij QM.
g (k1) x ij X" [k ow? + 20b? + 2noa?
Entre individuos . k? .
dentro de linhagens k(1) in T Z =K1Y QMo ow? + 20b?
Dentro de linhagens ki(j-1) Z xPy — Z x; .. k%] QMw ow?

Total Kij-1 z xZ = x .2 ijk ]

*A significancia referente as fontes de variagdo da AMOVA foram verificadas por meio do teste de
permutacdo de Monte-Carlo.

3.7 Parametros da diversidade genética

A diversidade genética entre as 49 linhagens do estudo foi estimada por meio
do programa estatistico GenAlex (PEKALL; SMOUSE, 2006). Os parédmetros da
diversidade genética considerados foram: numero total de alelos por loco (Na),
heterozigose observada (Ho) e esperada (He), e o conteudo médio de informagao
polimérfica (PIC).

O conteudo de informacéo polimérfica (PIC) foi estimado de acordo com a
equagao proposta por Smith et al. (1997):

PIC=1- ﬁ“ p’
i1
em que p; é a frequéncia do i-ésimo alelo do loco estudado.

O valor de PIC fornece uma estimativa do poder discriminatério do marcador,
por considerar ndo somente o numero de alelos por loco, mas também a frequéncia
relativa desses alelos (CRUZ et al., 2011). De acordo com Botstein et al. (1980), os
valores de PIC sao classificados em trés niveis: a) altamente informativo (PIC>0,5);

b) moderadamente informativo (0,5>P1C>0,25) e c) pouco informativo (PIC<0,25).

3.8 Analise discriminante baseada em componentes principais (DAPC)

Para realizar a analise da diversidade genética entre as 49 linhagens atraves
dos dados obtidos dos 20 marcadores moleculares SSR, e, aloca-las em possiveis
grupos heterdticos, realizou-se uma analise discriminante baseada em componentes
principais (DAPC).
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Para esta andlise, consideraram-se as informagdes de um grupo de individuos
pertencentes a diferentes linhagens, calculando-se uma matriz de variancias e
covariancias entre as linhagens conforme proposto por Cruz (2008).

Com base na matriz estimada, foram obtidos os componentes principais,
independentes entre si e capazes de reter, em ordem de estimacdo, o maximo da
variancia originalmente existente entre as linhagens. Esses componentes foram
utilizados como fung¢des para discriminar as linhagens avaliadas. Dessas fungdes, que
melhor discriminam as linhagens, foram obtidos os escores a partir dos valores dos
individuos que pertencem a cada linhagem, de forma que se possa, por meio de
analise de dispersao grafica, avaliar as diversidades entre essas linhagens e os
grupos a que pertencem (Cruz, 2008).

Para analise discriminante baseada em componentes principais, considerou-se
0 seguinte modelo de acordo com (Cruz, 2008):

Yij =+ Gy + Ay
em que:

Yiji: representa o valor do k-ésimo marcador SSR, do j-€simo individuo, dentro
da i-ésima linhagem; (k = 1, 2, ...20);

u: média geral;

G;. efeito da i-ésima linhagem (i = 1, 2, ...49);

A;j: efeito do j-eésimo individuo, dentro da i-ésima linhagem (j = 1, 2, ...8).

A partir dessas informacgodes, foram obtidas as médias dentro de cada linhagem,

dadas por:

n;
Xik = z Yijk
=1

Para realizar a separacéo das linhagens em grupos, de posse do arquivo de
dados genotipicos obtidos pela analise dos 20 marcadores moleculares SSR, foi
utilizada a analise discriminante pelo método K vizinho médio (LEGENDRE;
LEGENDRE, 1998). Supbs-se que n; seja o numero de individuos da i-ésima
linhagem estudada e a dissimilaridade média de um individuo a cada linhagem seja
obtida pela equacao:

n;
D, = Z dyj /n;
=1



42

sendo d,; a medida de dissimilaridade do individuo k, a ser classificado, em relagao
ao j-ésimo individuo da i-ésima linhagem.

Com base na média de todas as distancias genéticas possiveis de serem
estimadas entre os individuos, com exce¢do do individuo com ele mesmo,
independente da linhagem a qual o individuo pertence, definiu-se a linhagem de que
ele esteja mais préximo, alocando-a neste.

O numero ideal de grupos foi obtido com base no menor valor do critério de
informagéao bayesiano (BIC) (JOMBART, 2008).

3.9 Cruzamentos dialélicos

Com base no agrupamento das linhagens por meio dos marcadores
moleculares e no desempenho per se para caracteres agronémicos e de qualidade do
grao avaliados previamente, foram selecionadas doze linhagens para a realizagéao do
dialelo completo obedecendo ao método 2 proposto por Griffing (1956). Na Tabela 4,

encontra-se a relagédo das linhagens selecionadas.

Tabela 4 - Linhagens utilizadas para a obtengao das combinagodes hibridas.

Linhagem Populagao Grupo Planta Espiga
de origem (DAPC) braquitica  (Comprimento/Formato)
1 PopTe1 10 Nao Media/Cébnica
2 PopTe1 15 Nao Media/Cobnica
3 PopTe1 10 Nao Media/Cobnica
4 PopTe1 4 Nao Media/Cobnica
5 PopTe1 4 Nao Media/Cobnica
6 PopTe2 6 Sim Curta/Cbnica
7 PopTe2 6 Sim Curta/Cénica
8 PopTe2 2 Nao Media/Cobnica
9 PopTe2 16 Nao Media/Cobnica
10 PopTe2 13 Sim Curta/Cbnica
11 PopTr 8 Nao Comprida/Cilindrica
12 PopTr 11 Nao Comprida/Cilindrica

Os cruzamentos dialélicos foram realizados manualmente na safrinha de 2016
na Estacao Experimental de Bragancga Paulista, localizada numa latitude de 23° S; 47°
W, a 850 metros de altitude, sobre solo classificado como Latossolo Vermelho
Distrofico.

Para compor o campo de cruzamentos, as 12 linhagens foram semeadas aos

pares, em todas as combinagdes possiveis, em parcelas de 2 linhas de 10m, em trés
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épocas, com intervalos de 8 dias para garantir a coincidéncia do florescimento para a
producao dos hibridos. Também foram semeadas duas linhas de cada progenitor para
a realizacdo das autofecundagdes. Os cruzamentos direcionados foram realizados
conforme descrito por Borém (1999). As espigas obtidas dos cruzamentos foram

colhidas e debulhadas e as sementes selecionadas e identificadas.

3.10 Conducao dos experimentos

Foram conduzidos dois experimentos na Estagdo Experimental de Bragancga
Paulista. O primeiro experimento foi realizado durante a safra de verdo 2016/2017,
enquanto o segundo experimento foi realizado na safrinha de 2017. As semeaduras
ocorreram nos dias 12/09/2016 e 06/02/2017, respectivamente.

Foram avaliados um total de 81 tratamentos. Sendo: 66 combinacdes hibridas,
provenientes dos cruzamentos dialélicos, segundo o método 2 de Griffing (1956); 12
linhagens progenitoras; e trés testemunhas comerciais (AF428 pertencente a empresa
Sakata Seed Sudamerica Ltda, Tropical Plus e Thunder Attribute ambos pertencentes
a empresa Syngenta Seeds).

As linhagens e os hibridos foram semeados em sistema de plantio direto,
segundo delineamento experimental de latice triplo parcialmente balanceado (9 x 9)
com trés repeticées. A unidade experimental foi constituida por trés linhas contiguas,
espacadas de 0,9m entrelinhas, 0,2m entre plantas e com 5m de comprimento.
Considerou-se como parcela Util a linha central (4,5m?). A semeadura foi realizada
manualmente, depositando-se duas sementes por cova. Cerca de 25 dias apds a
semeadura foi realizado o desbaste das plantas ajustando-se a densidade final para
aproximadamente 55 mil plantas por hectare.

A colheita foi iniciada aos 25 dias apds o florescimento feminino de cada
tratamento. Um dia anterior a colheita, as linhas de bordadura das parcelas foram
avaliadas quanto ao ponto ideal de colheita. O padréo adotado para realizar a colheita
dos tratamentos foi quando os graos atingiram o estadio de grdo leitoso, com
aproximadamente 72 a 78% de umidade, corroborando com as recomendagdes de
Parentoni et al. (1990).

3.11 Manejo e tratos culturais

A adubagdo de base e cobertura realizada nos dois experimentos foram
idénticas. Foi utilizado como adubagéo de base, 400 kg ha™! do formulado NPK 08-20-
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20. As quantidades de nitrogénio e potassio aplicadas em cobertura foram parceladas
em dois momentos. A primeira adubacgao de cobertura foi realizada entre os estadios
V4 e V5 sendo aplicados 90 kg ha' de N em forma de uréia (45% N), além de mais
45 kg ha' de K20 em forma de cloreto de potassio (KCI). A segunda adubacgéo de
cobertura foi feita entre os estadios V7 e V8 aplicando-se os 90 kg ha' de N (uréia)
restantes.

Realizou-se irrigagdo por aspersdo na area experimental em ambos os
experimentos conduzidos de acordo com o regime pluvial durante o periodo da
experimentagdo, da disponibilidade de agua no perfil do solo e de acordo com a
demanda da cultura.

Foi realizado o mesmo controle de pragas, doengas e plantas daninhas em
ambos experimentos. Foram realizadas aplicagdes dos inseticidas Tiametoxan +
Lambdacialotrina, Metomil, Flubendiamida e Clorantraniliprole nas suas respectivas
doses recomendadas. Para controle das doencas, foi realizada uma aplicacdo do
fungicida Azoxistrobina + Ciproconazol (0,3 | ha™') durante o estadio fenoldgico VT
(pré-pendoamento). Ja para controle de plantas daninhas, foram realizadas duas
aplicagdes ao longo do ciclo da cultura, combinando os herbicidas Tembotriona +

Atrazina nas suas respectivas doses recomendadas.

3.12 Caracteres avaliados

Avaliaram-se os seguintes caracteres nos dois experimentos realizados:

Altura de planta (AP): para tal, fez-se o uso de uma régua de madeira e tomou-
se uma amostra de 10 plantas por parcela, sendo que, cada planta foi aferida do nivel
do solo até a insercéo da folha bandeira;

Altura de insercdo da espiga (AE): nas mesmas 10 plantas utilizadas para
obtengao da AP, mediu-se do nivel do solo até a insergao da espiga superior do colmo;

Producéo total com palha (PTCP): massa total referente ao montante de
espigas colhidas na parcela. Os dados foram convertidos para t ha™.

Produgcdo comercial sem palha (PCSP): massa de todas as espigas
classificadas como comerciais (= 15cm) colhidas na parcela. Os dados foram
convertidos para t ha'. Nao foi realizado o descarte das espigas menores que 15cm
referente as parcelas onde estavam alocadas as linhagens.

Comprimento de espiga comercial sem palha (CE): comprimento médio de oito

espigas sem palha, em cm;
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Altura de graos (AG): mediu-se o diametro, na posi¢ao mediana, de oito espigas
comerciais sem palha, e, apds a quebra das espigas, mediu-se o didmetro do sabugo
na mesma posigéo. A altura dos graos foi obtida subtraindo-se do diametro médio da
espiga o didmetro médio do sabugo e o resultado desta operacéo foi dividido por dois.
Assim obteve-se a altura de graos, em cm;

Numero de fileira de graos em espigas comerciais (FG): média do numero de

fileira de gréos obtida da contagem de oito espigas comerciais.

3.13 Analise de variancia

Dentre as possibilidades de analise de experimentos em latice, optou-se pela
realizacdo da analise de variancia intrablocos com recuperacdo da informacéao
interblocos para obtengao das médias ajustadas com base na variancia efetiva média.
O modelo matematico e estatistico que descreve o delineamento utilizado esta
representado abaixo:

Yyu=p+t,+b(r), +r +é&,
em que:

Y; = valor observado no i-ésimo tratamento presente no k-ésimo bloco alocado
na j-ésima repeticao.

u: meédia geral.

t;: efeito aleatdrio do i-ésimo tratamento [i=1, 2, ... | (v = 81)].

r;. efeito aleatorio da j-ésima repeticdo [j=1, 2 ... J (r = 2)].

b(r) i efeito aleatorio do k-ésimo bloco dentro da j-ésima repetigdo [k=1, 2, ...
K (k=18)].

&ji- erro experimental g;;;, ~ NID (0, 02comum).

ApOs a realizacdo da analise de varidncia do latice por meio da analise
intrabloco e a recuperagédo da informacéao interblocos, as médias ajustadas foram
utilizadas para estimar a soma de quadrado de tratamentos ajustada, conforme
descrita por Silva et al. (1999) pela seguinte expresséo:

oA 2
t A2 (zmlj
i=1

SOTrat () =T z m;— ;
i=1

em que:
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A

mi = media ajustada do i-ésimo tratamento, obtida por meio da analise de
variancia intrablocos do latice com recuperacgao da informacao interblocos.

! = nimero de tratamentos.

Utilizou-se como variancia residual para compor o teste de F da analise de
variancia o quadrado meédio do erro efetivo médio (variancia efetiva) da analise de
variancia intrablocos conforme indicado por Cochran e Cox (1957), cuja expresséo é:

V. {l{(ff—l)r(ku)* (VbV_er)ﬂ*Vr

r = numero de repeticdes dos tratamentos.

em que:

k = namero de tratamentos por bloco.

r = quadrado médio do residuo da analise de variancia intrabloco

Vs = quadrado médio de blocos dentro de repeti¢des ajustado.

A Tabela da analise de variancia individual para o delineamento latice triplo
parcialmente balanceado com recuperacdo da informacéo interblocos, a partir da

analise intrabloco pode ser visualizada na Tabela 5.

Tabela 5 - Esquema basico da analise de varidncia individual para o
delineamento em latice triplo parcialmente balanceado.

Fontes de variagdo G.L. S.Q. Q.M. F
Repetigcao r-1 SQR QMR -
Blocos/Repetigao (aj.) r(k-1) SQBdR QMBdR -
Tratamentos (aj.) k2- 1 SQT QMT QMT/QME
Erro Efetivo (k-1)(rk-k-1) SQE QME

Total rv—1 SQ total QM total

Os graus de liberdade dos tratamentos foram desdobrados em: hibridos (F1),
progenitores (P), testemunhas (T), contraste 1 (F1 vs T), e, contraste 2 [P vs (F1 + T)].
Deste modo, a distribuigdo dos graus de liberdade esta representada na Tabela 6.
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Tabela 6 — Desdobramento dos graus de liberdade da ANOVA individual.

Fonte de Variagao GL
Repeticoes 2
Bloco/Rep. (aj.) 24
Tratamentos (aj.) (80)
Hibridos (F1) 65
Progenitores (P) 11
Testemunhas (T) 2
FivsT 1
Pvs(F1+T) 1
Erro efetivo 136

3.14 Analise de variancia conjunta

Antes de proceder com a analise de variancia conjunta para os caracteres AP,
AE, PTCP, PCSP, CE, AG e FG avaliados nos dois experimentos, procedeu-se com
a verificagdo da existéncia de homogeneidade entre os quadrados meédios do erro
efetivo médio das analises de variancia individuais. Como critério para realizagao da
analise conjunta, adotou-se um valor de relagao entre variancias residuais menores
ou iguais que 4:1 de acordo com Pimentel Gomes (2000).

ApOs verificar a possibilidade de analise conjunta, realizaram-se analise de
variancia conjunta do latice como blocos completos com tratamentos ao acaso,
utilizando-se as médias ajustadas dos tratamentos da analise de recuperagédo da
informacgéo interblocos e tendo como quadrado médio do residuo, a variancia efetiva
média das analises individuais conforme sugerido por Regazzi et al. (1999), seguindo
modelo matematico e estatistico descrito abaixo:

Y, :y+r(p)jp +T1T, +E, +TxE, + ¢,
em que:

Y = valor médio ajustado do tratamento i, no ambiente k;

u = média geral do experimento;

r(p) jp= efeito da j-ésima repeticdo dentro do p-ésimo ambiente.

T; = efeito aleat6rio do i-ésimo tratamento [i=1, 2,... | (v = 81)]

E; = efeito aleatdrio do |-ésimo ambiente [I=1,2]

TxE;= efeito aleatério da interacdo entre o i-€simo tratamento com o I-ésimo
ambiente;

&;; = erro experimental médio.
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Para a realizagdo da analise de variancia conjunta, utilizou-se as médias
ajustadas das analises de variancia individuais do latice com uso da informagéao

intrabloco e recuperagao da informacéo interbloco. Para isso, foi montada uma Tabela

que reuniu as médias ajustadas dos v=k? tratamentos nos “s” ambientes (Tabela 7).

Tabela 7 — Esquema da tabela de dupla entrada das médias dos “v” tratamentos
nos “s” ambientes avaliados utilizados na obtencao das somas de
quadrado da analise conjunta do latice.

Trat\Amb. 1 2 P Total

1 A A . A A

mii mi2 mip mi.
2 A A . A A

mai1 ma mzp nia

mi m;, nip my
Total " " 8 )

nm. ma m s m..

Fonte: adaptado de Regazzi et al. (1999).

Tomando como base os valores observados na Tabela 7, e por meio das
expressdes matematicas, foram obtidas as somas de quadrado que compdem a
Tabela de analise de variancia conjunta para o delineamento em latice. O erro efetivo
médio da analise de variancia conjunta (/) € composto pela média dos residuos das
analises individuais. Com posse de tais informacdes, pode-se visualizar na Tabela 8

o0 esquema de analise de variancia conjunta adotado neste trabalho.

A

a

1 o om?

SQAmb =r ;Zm_p -
i=1

lp

A2

t A2 m
SQTrat(ajustado) =r - mi‘_-_
S iml Ip

n, m2

SQTrat,Amb =r Z mp, ——
vp

SQTrat * amb = SQT,E — SQTrat qjusty) — SQAmMb
A LN L el )| 997
' (r=1)k+1) ¥, ’

r = numero de repetigdes;

em que:
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! = numero de tratamentos;

@ = numero de safras;

V, = quadrado médio da analise intrabloco, correspondente a fonte de variagao
bloco dentro de repeti¢des (ajustado)

;. = quadrado médio do residuo intrablocos.

Tabela 8 - Esquema de analise de variancia conjunta para o delineamento latice
triplo parcialmente balanceado.

Fonte de Variagdo G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos (aj.) k2 -1 SQTrat(aj.) QMTrat(aj.) QMT/QME’
Ambientes a-1 SQAmb. QMAmb. QMAmMb/QME’
Tratamentos x Amb. (k2-1) (a-1) SQTratxAmb QMTratxAmb QMTxAmb/QME’
Erro efetivo médio a(k-1)(rk-k-1) SQME’ i

r

Da mesma maneira como foi feito na analise de variancia individual, os graus
de liberdade dos tratamentos para a analise conjunta também foram desdobrados em:
hibridos (F1), progenitores (P), testemunhas (T), contraste 1 (F1 vs T), e, contraste 2

[P vs (F1 + T)]. Deste modo, a distribuicao dos graus de liberdade esta representada
na Tabela 9.

Tabela 9 — Desdobramento dos graus de liberdade da ANOVA conjunta.

Fonte de Variagao GL
)

Tratamentos (80
Hibridos (F1) 65
Progenitores (P) 11
Testemunhas (T) 2
FivsT 1
P vs (F1+T) 1

Ambientes (A) 1

Tratamentos x A (80)
FixA 65
PxA 11

TxA 2

1
1
7

(F1vsT)xA
((Pvs (F1+T)) x A
Erro efetivo médio 272
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3.15 Analise de variancia do dialelo

A analise dialélica foi realizada de acordo com o método 2 de Griffing (1956),
considerado um dialelo balanceado com seus hibridos F1 e seus progenitores. Os
graus de liberdade da analise de varidncia dos efeitos de tratamentos foram
decompostos segundo o modelo:

Y,=u+g +g,+s;+¢;
em que:

u = o efeito fixo da média;

gi € g, = efeito da capacidade geral de combinagédo dos genodtipos de ordem i
e j, respectivamente;

s;j = efeito da capacidade especifica de combinagao do cruzamento ij;

g;j = erro experimental medio associado as médias da tabela dialélica.

O esquema da analise de variancia dialélica esta representada na Tabela 10.

Tabela 10 - Esquema de analise de variancia dialélica, Método 2, envolvendo
progenitores e F1, segundo Griffing (1956).

FV GL SQ QM F(fixo) F(aleatorio)
CGC p-1 SQCGC QMG QMG/QMR QMG/QMS
CEC p(p-1)/2 SQCEC QMS QMS/QMR QMS/QMR

Residuo m QMR

Para a obtengao das estimativas dos efeitos de g;; g;; s;; € r;; serdo adotadas

as seguintes restrigdes: >g; = 0; Xg; =0; Xs;; =0 (i=1,2,...,p).
3.16 Analise de variancia conjunta do dialelo

A analise dialélica conjunta foi realizada para os caracteres AP, AE, PTCP,
PCSP, CE, AG e FG avaliados na safra 2016/2017 e safrinha 2017.

O modelo utilizado para realizar a analise conjunta foi o de Griffing (1956) na
qual se considerou as combinag¢des hibridas F1s e seus progenitores, avaliando a
interacdo entre as fontes de variagao capacidade geral e especifica de combinagao

com os ambientes, seguindo o seguinte modelo matematico e estatistico:

Yy=u+g +g,+s,+E +GE, +GE, +SE +é[jk

ik
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em que:

Y;j,= meédia ajustada associada ao i-€simo progenitor e o j-&simo progenitor no
k-ésimo ambiente;

u= média geral do dialelo;

gi € g; = efeito da capacidade geral de combinagéo dos genodtipos de ordem i
e j, respectivamente;

s;j = efeito da capacidade especifica de combinag&o entre o i-ésimo genitor e
0 j-ésimo genitor;

E, = efeito do k-ésimo ambiente;

GE;;, = efeito da interagdo entre a capacidade geral de combinagao do i-ésimo
genitor com o k-ésimo ambiente.

GEj, = efeito da interag&o entre a capacidade geral de combinag&o do j-€simo
genitor com o k-ésimo ambiente.

SE;j) = efeito da interagéo entre a capacidade especifica de combinagao hibrida
obtida entre o i-ésimo genitor com o j-ésimo genitor avaliado no k-ésimo ambiente.

e, - erro experimental médio combinado

Para a realizagdo da anadlise do dialelo conjunta, utilizou-se como grau de
liberdade do residuo combinado, a soma dos graus de liberdade das analises
dialélicas individuais. Neste mesmo sentido, como quadrado médio do erro efetivo
médio para a analise dialélica foram utilizados os erros associados a cada
caracteristica avaliada nas safras de verdo 2016/2017 e na safrinha de 2017, sendo

posteriormente feita uma média aritmética dos erros.

3.17 Método de agrupamento baseado nas estimativas de CEC

A fim de obter outro método de agrupamento das linhagens como opgéo para
validar e verificar a coincidéncia na formacdo dos grupos através dos dados
moleculares, considerou-se as estimativas de CEC como medidas de distancia
genética entre os 12 progenitores utilizados nos cruzamentos dialélicos. Para gerar a
matriz de dissimilaridade genética, foi adicionado uma constante a estimativa de CEC
a fim de torna-las todas de sinal positivo, corroborando com o trabalho realizado por
Pinto et al. (2001).

De posse da matriz de dissimilaridade, utilizou-se o método de agrupamento

de otimizacao de Tocher.
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3.18 Correlagao de Pearson

Antes de proceder com a analise de correlagdo entre os caracteres de
interesse, obteve-se estimativas de dissimilaridade genética baseada nos dados
obtidos com o uso dos 20 marcadores SSR. Foi utilizada a distancia genética de
Rogers a fim de obter correlagao desta estimativa principalmente com as estimativas
de CEC, com o objetivo de validar e comparar os dois métodos de agrupamento,
baseado nos dados moleculares e nas estimativas de CEC, respectivamente.

Com o intuito de verificar o grau de associagao e a medida da intensidade entre
a distancia genética de Rogers, CEC e as médias obtidas; fez-se o estudo de
correlacao para os caracteres: AP, AE, PTCP, PCSP, CE, AG e FG. Além de verificar
qual parametro foi mais eficiente na determinagao dos grupos heteroticos, objetivou-
se também identificar qual caractere foi mais relevante para distingdo dos grupos.

O método matematico para calculo do coeficiente de correlagao foi estabelecido
por Karl Pearson, em 1896. Por essa razao é denominado Coeficiente de Correlacéo
de Pearson.

A correlacéo € dada pela equacéao abaixo:

. Qi — ) (v — ¥))
Wil — 02Xy — )?)

em que:
r = correlacido entre os dois caracteres analisados;
x e y = caracteres entre os quais se deseja obter correlagao;

A média aritmética dos caracteres é dada por:

-5 ()
)7=% (ZYi)

3.19 Programas estatisticos utilizados

x|

Para a realizagdo das analises de variancia dos experimentos, analise de
variancia dos dialelos, obtencédo das distancias genéticas de Rogers, agrupamento
pelo método de Tocher e analise de correlagdo de Pearson, utilizou-se o software
estatistico Genes (CRUZ, 2013).

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada utilizando o programa

estatistico R através do pacote “poppr” nele instalado. Para verificar se houve
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diferenga significativa entre as linhagens do estudo, realizou-se um teste de
permutacdo de Monte-Carlo utilizando a funcao “randtest” do pacote “ade4”. Para
realizar a analise discriminante baseada em componentes principais, utilizou-se o
pacote “Adegenet” instalado no programa R, e, o numero de grupos foi definido
utilizando-se a fungao “find.clusters”. O programa estatistico R esta disponivel para

utilizagao no endereco eletrénico (http.//www.r-project.org/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros da diversidade genética

Com base nos vinte primers SSR utilizados no estudo da diversidade genética
de 49 linhagens de milho superdoce (sh2), observou-se um total de setenta e sete
alelos, variando de dois a seis alelos por loco, e, com numero médio de alelos por loco
de 3,85. Os primers umc1069 e umc2308, com seis alelos cada, foram os que
apresentaram maior numero de alelos por loco; seguidos de dupssr6 e umc1066 com
cinco alelos; mmc001, mmc0501, umc1118, umc1137, umc1415, umc1506, umc1757,
umc1857, umc2164 e umc2165 com quatro alelos; umc1072, umc1635 e umc2198
com trés alelos; e; umc1847, umc2059 e umc2246 com dois alelos por loco.

Alguns marcadores moleculares utilizados neste estudo também fizeram parte
de estudos de diversidade genética por outros autores (LOPES, 2012; SILVA, 2012).
Os referidos autores também usaram marcadores moleculares descritos em milho
comum para estudo em germoplasma de milho especial, doce e pipoca. Na Tabela
11, € possivel verificar o numero de alelos por loco para cada primer SSR utilizado no
estudo, bem como compara-los com resultados obtidos em milho pipoca (Silva, 2012)
e em milho doce (LOPES, 2012).

O numero menor de alelos por loco nos marcadores moleculares umc1072,
umc1118, umc1635, umc2059 e umc2246, quando comparado ao trabalho de Silva
(2012), pode ser explicado pelo menor numero de plantas amostradas por tratamento,
sendo esta diferenca de sete plantas.

Na Tabela 12 é possivel observar que a heterozigosidade média observada foi
menor que a heterozigosidade média esperada para a maioria dos primers utilizados,
corroborando com os dados obtidos em milho pipoca por Silva (2012). Outro dado
comum nos dois trabalhos foi o fato do primer umc1072 ser o de maior valor para Ho
e He. Heterozigosidade média observada inferior a heterozigosidade média esperada
também foi observada em trabalhos de diversidade genética em milho doce de Lopes
(2008), Rupp (2009) e Lopes (2012).
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Tabela 11 — Numero de alelos por loco (Na) para os 20 marcadores moleculares
SR utilizados no estudo em comparagao com resultados obtidos
por outros autores.

SSR Presente estudo Lopes (2012) Silva (2012)

dupssrb 2
mmc0001
mmc0501
umc1066
umc1069
umc1072
umc1118
umc1137
umc1415
umc1506
umc1635
umc1757
umc1847
umc1857
umc2059
umc2164
umc2165
umc2198
umc2246
umc2308
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No presente trabalho os valores de heterozigosidade média observada e
esperada s&o inferiores aos obtidos por Lopes (2008), Rupp (2009), Silva (2012) e
Lopes (2012), cujos valores para Ho sao de 0,17, 0,16, 0,22 e 0,16, respectivamente,
e; para He sédo de 0,51, 0,32, 0,36 e 0,32, respectivamente. Destaca-se que nos
referidos trabalhos utilizaram-se para estudo da diversidade genética linhagens S4
extraidas de uma populagdo denominada BRS401 (Rupp, 2009); linhagens Ss (Lopes,
2008); hibridos e variedades de polinizagdo aberta (Silva, 2012; Lopes, 2012); ao
passo que neste trabalho realizou-se o estudo de linhagens mais avangadas F2Ss e
que sofreram forte pressao de sele¢ao durante os ciclos de incremento da endogamia.

Segundo Morales et al. (2010), as diferengas entre estudos de diversidade
genética podem ser atribuidas, principalmente, as diferengas no tamanho da amostra
e a base genética das populagbes analisadas. As populagdes de milho doce s&o
originadas por mutagdes naturais, fato que pode acarretar redugédo na variabilidade,
principalmente devido ao efeito fundador, o que resultaria em uma baixa variabilidade

genética (ALMEIDA et al., 2011). Ainda, segundo Lopes (2012), gendtipos com
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heterozigosidade alta podem ser considerados, a médio e longo prazo, como
promissores para o processo de selec¢ao, geracao de linhagens e futura produgao de
novas cultivares.

Mesmo pertencendo a mesma espécie que o milho comum, em estudos que
comparam a diversidade genética nos locos microssatélites de linhagens e
populagdes de polinizagao aberta de milho comum, de outras espécies do género Zea,
e de milhos com caracteristicas especiais, tais como o milho pipoca e o milho doce, o
milho doce tem apresentado um numero de alelos por loco menor e valores de
heterozigosidade média também menores que os verificados para o milho comum (Liu
et al., 2003). Esta baixa variagao alélica em milho doce pode ser explicada pelo fato
deste germoplasma apresentar menor numero de acessos, menor entrada de
materiais coletados com produtores e maior quantidade de acessos provenientes de
melhoramento. Portanto, € esperada menor variagdo genética em relagédo ao milho
comum.

Outro parametro para analise da diversidade genética é o conteudo de
informagdo de polimorfismo (PIC), o qual fornece uma estimativa do poder
discriminatério do marcador e reflete o grau de polimorfismo detectado a partir de um
determinado par de primer, que esta diretamente relacionado com a variabilidade da
regiao nos genaotipos avaliados (WIETHOLTER, 2005). De acordo com Botstein et al.
(1980), os valores de PIC sao classificados em trés niveis: a) altamente informativo
(P1C>0,5); b) moderadamente informativo (0,5>PIC>0,25) e c) pouco informativo
(PI1C<0,25).

Tabela 12 — Parametros genéticos avaliados com 20 marcadores moleculares
SSR em 49 linhagens de milho. Heterozigosidade média observada
(Ho), heterozigosidade média esperada (He) e conteudo de
informacgao de polimorfismo (PIC).

Parametro genético

SSR Ho He PIC
dupssré 0.07 0.07 0.47
mmc0001 0.08 0.07 0.50
mmc0501 0 0.04 0.52
umc1066 0.04 0.05 0.59
umc1069 0.11 0.12 0.79
umc1072 0.16 0.14 0.52
umc1118 0.06 0.09 0.58
umc1137 0.09 0.09 0.53

umc1415 0.05 0.04 0.26



57

(Continuagao Tabela 12)
SSR

Pardmetro genético

Ho He PIC

umc1506 0.09 0.09 0.62
umc1635 0.06 0.07 0.60
umc1757 0.05 0.07 0.61
umc1847 0.05 0.05 0.48
umc1857 0.08 0.07 0.46
umc2059 0.03 0.03 0.13
umc2164 0.12 0.11 0.59
umc2165 0.01 0.05 0.24
umc2198 0.03 0.04 0.11
umc2246 0.04 0.03 0.48
umc2308 0.11 0.15 0.54
Média 0.066 0.073 0.48
DP 0.006 0.005 0.001

Desta forma, os marcadores moleculares mmc0501, umc1066, umc1069,
umc1072, umc1118, umc1137, umc1506, umc1635, umc1757, umc2164 e umc2308
seriam classificados como altamente informativos; dupssr6, mmc001, umc1415,
umc1847, umc1857 e umc2246 como moderadamente informativos, e; umc2059,
umc2165 e umc2198 como pouco informativos. Segundo Terra et al. (2011), os baixos
valores de PIC, como por exemplo os valores obtidos para os marcadores moleculares
umc2059, umc2165 e umc2198, indicam que a regido € conservada para o grupo de
genotipos estudados. Sendo assim, a substituicdo destes marcadores moleculares
seria recomendada para estudos de diversidade genética futuros.

O fato de haver trés marcadores moleculares considerados como pouco
informativos para o presente estudo, ndo prejudica a analise de diversidade genética
e formacéo dos grupos heteroticos entre as 49 linhagens de milho superdoce. Rupp
et al. (2009), trabalhando com 13 marcadores SSRs polimérficos para 15 progénies
de milho doce (su1), estudaram a diversidade genética dos gendtipos em questao bem
como a utilizagdo destes marcadores moleculares. O estudo sugere que 6 (46%) dos
13 marcadores SSRs utilizados ja seriam suficientes para o estudo da diversidade
genética das progénies estudadas e também sugere que a alta diversidade genética
observada entre as 15 progénies tornaria viavel a formagao de grupos heteréticos.

O valor médio de PIC de 0,48 encontra-se bem proximo dos valores médios
obtidos por outros autores que realizaram trabalhos semelhantes com a cultura do
milho. Bered et al. (2005) obtiveram valor médio de PIC de 0,57 trabalhando com

populagdes de milho doce, Almeida et al. (2011) valor de 0,5 em populagdes de milho
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comum e teosinte, Silva (2012) valor de 0,53 em milho pipoca e Lopes (2012) valor de

0,41 trabalhando com hibridos e variedades de polinizagao aberta de milho doce.

4.2 Analise de variancia molecular (AMOVA)

A analise de variancia molecular (AMOVA), Figura 1, revelou que a maior parte
da variabilidade existente se da devido a fonte de variagdo entre as linhagens
avaliadas. Uma pequena parte da variagao foi observada entre individuos dentro de
linhagens. Almeida (2003) observou a mesma tendéncia quanto a distribuicdo da
variancia molecular. Tais valores indicam que o ganho de seleg¢ao executando selegéo
dentro de linhagens seria baixo, porém, o fato da variagdo entre as linhagens ser
superior, sugere que cruzamentos entre as linhagens poderdo ter maior progresso
genético, pelo fato destas terem frequéncias alélicas distintas. Tal afirmacao, justifica
a importancia de se definir grupos heteréticos em programas de melhoramento de
milho.

Trabalhando com linhagens de milho e marcadores SSR, Gethi et al. (2002)
também constataram que a maior parte da variagao alélica estava entre as linhagens
(87,5%), ao passo que 7,6% entre individuos dentro de linhagens, e, 4,6% dentro de
linhagens. Os autores reafirmam que este comportamento € inerente de trabalhos
realizados com linhagens, o que diminui a heterozigosidade e a variacdo entre
individuos devido a autofecundagao, consequentemente a variacdo tende a ser entre
as linhagens (ALMEIDA, 2003).

Figura 1 — Analise de variancia molecular (AMOVA) entre 49 linhagens de milho
superdoce utilizando 20 marcadores moleculares SSR.

Variancia Molecular (%)

13%

= Entre linhagens = Entre individuos dentro de linhagens = Dentro de linhagens
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4.3 Agrupamento baseado na anadlise discriminante de componentes principais
(DAPC)

As 49 linhagens foram distribuidas em dezesseis grupos conforme, analise
discriminante de componentes principais com vinte marcadores SSR conforme
apresentado na Figura 2.

As linhagens extraidas das populagdes “PopTe1” e “PopTe2” foram distribuidas
em cinco grupos cada. Ja as linhagens provenientes da populagado “PopTr”’ foram
alocadas em seis grupos. Na Tabela 13 encontra-se a distribuicdo das 49 linhagens
em seus respectivos grupos.

Nao houve aglomeracao de linhagens provenientes de populagdes distintas
para todos os dezesseis grupos formados. As linhagens de planta braquitica
provenientes da populagao “PopTe2” foram reunidas em dois principais grupos: grupo
seis com cinco linhagens braquiticas em um total de oito linhagens e grupo treze com
trés linhagens braquiticas em um total de quatro linhagens.

De acordo com a Figura 2 é possivel identificar trés grandes aglomerados. O
primeiro situado na parte superior direita da figura, encontra-se a maioria das
linhagens provenientes da populagao “PopTe1” que foram reunidas nos grupos 1, 9 e
10. O grupo 13 foi uma excegao por conter linhagens provenientes da populagao
‘PopTe2” e que na sua maioria sdo de plantas braquiticas. O segundo grande
aglomerado esta localizado na parte inferior direita da figura, com a maioria das
linhagens provenientes da populacao “PopTe2” representadas pelos grupos 2, 6, 7 e
16, sendo os grupos 3 e 15 as excegdes pois se tratam de linhagens provenientes da
populacao “PopTe1”. O terceiro aglomerado alocado na parte inferior esquerda da
figura, trata-se do aglomerado com maior distdncia quando comparado aos dois
primeiros. No terceiro aglomerado, estdo as linhagens provenientes da populagao
“‘PopTr’. Tal fato era esperado, pois a populagdo “PopTr’ possui origem e
caracteristicas morfoldgicas totalmente distintas das outras duas populagdes

estudadas no presente trabalho.
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Tabela 13 — Distribuicao das 49 linhagens em seus respectivos grupos baseado
na analise discriminante de componentes principais com 20
marcadores SSR.

Grupos Populacao de origem Numero de linhagens
G1 PopTe1 3
G2 PopTe2 3
G3 PopTe1 3
G4 PopTr 1
G5 PopTr 1
G6 PopTe2 8
G7 PopTe2 4
G8 PopTr 2
G9 PopTe1 3

G10 PopTe1 4
G11 PopTr 2
G12 PopTr 3
G13 PopTe2 4
G14 PopTr 1
G15 PopTe1 2
G16 PopTe2 5

De posse de tais resultados, ha um grande indicio de que o estudo levara a
formacdo de grupos heteroéticos eficientes e condizentes com as caracteristicas
morfolégicas e com a origem das diferentes populagdes estudadas. Solomon et al.
(2011), trabalhando com 10 progenitores de milho superdoce (sh2) e utilizando 20
marcadores SSR, dividiram os 10 progenitores do estudo em 3 grupos os quais
também corroboraram com sua genealogia, alocando-se progenitores que se

originaram da mesma populagdo no mesmo grupo.
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Figura 2 - Scatterplots baseados na analise DAPC em linhagens de milho
superdoce avaliadas com 20 marcadores moleculares SSR.
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4.4 Analise de variancia

De acordo com os critérios de classificacao de coeficiente de variagao para os
carateres altura de espiga e produtividade na cultura do milho, propostos por Scapim
et al. (1995) e atualizados por Fritsche Neto et al. (2012), os coeficientes de variagéo
obtidos nos experimentos conduzidos na safra 2016/2017 e safrinha 2017 com as
combinagdes hibridas, progenitores e testemunhas foram classificados como médio a
baixo, deixando evidente a boa precisdo experimental durante a condugéao e avaliagéao
dos experimentos (Tabelas 14 e 15).

Houve menor precisdo experimental para os caracteres AP e PCSP no
experimento conduzido durante a safra 2016/2017. Ao passo que para 0s outros
caracteres os coeficientes de variagdo se mantiveram com a mesma magnitude em
ambos experimentos

Os resultados obtidos nas analises de variancia individual indicaram diferencas
significativas (P<0,05) entre tratamentos para todos os caracteres avaliados,
demonstrando haver variabilidade genética suficiente para aplicar a selegcdo em
programas de melhoramento genético visando a selegdo de gendtipos superiores.

Apesar da afirmacao de Almeida et al. (2011) de que as populagdes de milho
doce/superdoce serem provenientes de mutagdes naturais, fato que pode acarretar
em reducdo na variabilidade, principalmente devido ao efeito fundador, resultando em

uma baixa variabilidade genética, diversos trabalhos na literatura comprovam o



62

contrario e atestam a existéncia de variabilidade genética significativa para os
principais caracteres inerentes a cultura do milho superdoce, corroborando com o
presente trabalho (VOLTZ, 2002; ASSUNCAO, 2006; SOLOMON et al., 2011; SRDIC
at al., 2011; SOLOMON et al., 2012; YUWONO at al., 2017).

Tabela 14 - Resumo da analise de variancia individual para os caracteres: altura
de planta (AP), altura de inser¢cao de espiga (AE), produtividade
total com palha (PTCP) e produtividade comercial sem palha
(PCSP); avaliados na safra 2016/2017 e safrinha 2017 em 81
gendétipos de milho superdoce.

Safra 2016/2017
. Quadrado Médio
Fonte de Variagao GL AP (m) AE (m) PTCP (tha') _ PCSP (tha")
Repeticdes 2 0,025 0,003 259,373 98,67
Bloco/Rep. (aj) 24 0,074 0,015 7,494 7,199
Tratamentos (aj) (80) 0,253* 0,087* 43,443* 20,233*
Hibridos (F1) 65 0,180* 0,065* 16,415* 8,192*
Progenitores (P) 11 0,188* 0,084* 14,042* 3,242
Testemunhas (T) 2 0,059 0,125* 24,063* 27,368*
FivsT 1 0,374* 0,186* 71,516* 9,163
P vs (F1+T) 1 5,925* 1,372 2134,379* 986,558*
Erro efetivo 136 0,0867 0,0063 5,7996 4,5558
Média - 2,51 1,39 20,93 9,76
CV (%) - 11,72 5,70 11,50 21,86
Efic. latice (%) - 97,75 112,58 101,25 103,85
Safrinha 2017
o Quadrado Médio
Fonte de Variagdo  GL ——57 AE (m) PTCP (tha') _ PCSP (tha")
Repetigbes 2 0,314 0,244 206,802 35,675
Bloco/Rep. (aj) 24 1,540 0,012 3,240 1,344
Tratamentos (aj) (80) 0,219* 0,111* 43,634* 23,766*
Hibridos (F1) 65 0,128* 0,076* 18,479* 10,692*
Progenitores (P) 11 0,367* 0,126* 3,996 3,612*
Testemunhas (T) 2 0,191* 0,211* 12,774* 23,015*
FivsT 1 0,003 0,008 2,738 4,587
Pvs (F1+T) 1 4,765* 2,096* 2217,370* 1115,900*
Erro efetivo 136 0,014 0,010 3,513 1,339
Média - 2,32 1,57 16,56 8,13
CV (%) - 5,15 6,23 11,32 14,23
Efic. latice (%) - 100,12 101,29 98,84 100,00

De posse do desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em
hibridos (F1), progenitores (P), testemunhas (T), contraste (F1 vs T) e contraste (P vs
(F1+T)); para o contraste (F1 vs T) ndo houve diferenga significativa quanto aos
caracteres AP, AE e AG no experimento realizado na safrinha de 2017, ja para PCSP,
nao houve diferenga significativa para o contraste nos dois experimentos realizados.
Tal fato demonstra que os hibridos desenvolvidos no presente trabalho possuem
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médias, para os caracteres citados, semelhantes as testemunhas ja consolidadas no
mercado de sementes de milho superdoce, validando a sua competitividade.

Quanto ao desempenho dos progenitores para os caracteres relacionados a
produtividade, PCSP (safra 2016/2017) e PTCP (safrinha 2017), ndo houve diferenga
estatisticamente significativa. Este fato indica haver alta contribuicao de efeitos néo
aditivos no controle destes caracteres, pois nao houve significancia para o contraste
(F1 vs T) e houve diferenga significativa para o contraste (P vs (F1+T)) para tais
caracteres, confirmando a superioridade das combinagdes hibridas e testemunhas

quando comparado ao desempenho médio dos progenitores.

Tabela 15 - Resumo da analise de variancia individual para os caracteres:
comprimento de espiga (CE), altura de graos (AG) e numero de
fileira de graos (FG) avaliados na safra 2016/2017 e safrinha 2017
em 81 gendtipos de milho superdoce.

Safra 2016/2017
Quadrado Médio

Fonte de Variagao GL CE (cm) AG (cm) FG
Repeticdes 2 0,352 0,074 0,352
Bloco/Rep. (aj) 24 0,619 7,430 0,460
Tratamentos (aj) (80) 6,411* 0,012~ 2,968

Hibridos (F1) 65 2,191* 0,008 2,360*

Progenitores (P) 11 3,284* 0,017~ 3,092*

Testemunhas (T) 2 10,796* 0,085* 4,566*

FivsT 1 11,696* 0,094* 21,775*

Pvs (F1+T) 1 300,990* 0,043* 19,081*
Erro efetivo 136 0,457 0,007 0,425
Média - 18,17 1,01 17,17
CV (%) - 3,72 8,16 3,80
Efic. latice (%) - 101,76 100,15 100,11

Safrinha 2017
. Quadrado Médio

Fonte de Variagao GL CE (cm) AG (cm) FG
Repeticdes 2 16,591 0,312 0,175
Bloco/Rep. (aj) 24 0,833 1,421 0,520
Tratamentos (aj) (80) 6,325* 0,021* 2,872*

Hibridos (F1) 65 2,908* 0,018* 2,047
Progenitores (P) 11 1,796 0,034* 3,384*
Testemunhas (T) 2 4,039* 0,046* 5,318*
FivsT 1 4,383* 0,001 16,472*
P vs (F1+T) 1 284,711* 0,092* 32,349*
Erro efetivo 136 0,448 0,010 0,437
Média - 15,57 1,06 16,55
CV (%) - 4,29 9,30 4,00
Efic. latice (%) - 106,95 102,68 100,61
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4.5 Analise de variancia conjunta

O milho superdoce é cultivado em varios estados brasileiros e € submetido a
diversas condi¢des edafoclimaticas de cultivo. Assim, pode-se antever que a interagao
entre os genotipos e os ambientes € um fator complicador ao melhoramento de
plantas, pois pode propiciar a inversao de recomendacido dos hibridos entre as
distintas regides de avaliagao, o que de certa forma, dificulta o correto posicionamento
dos hibridos (PFANN et al., 2009; OLIBONI et al., 2013). Neste sentido, com intuito
de atenuar os efeitos negativos da interagédo entre gendtipos e ambientes, recomenda-
se a avaliacdo dos gendtipos no maior numero de ambientes possiveis, visando
identificar e selecionar os gendtipos de maior estabilidade fenotipica frente aos
ambientes avaliados (OLIVEIRA et al., 2004).

A razdo entre a maxima e a minima variancia residual estimada por meio da
analise de variancia individual para os caracteres AE, PTCP, PCSP, CE, AG e FL
avaliados na safra 2016/2017 e safrinha 2017 foram menores que 4:1 (Tabelas 14 e
15). Tais resultados estdo de acordo com o critério sugerido por Pimentel-Gomes
(2000), e indicam que as variancias residuais sdo homogéneas entre si, e justificam a
realizacdo da analise de variancia conjunta entre os experimentos. Os resumos das
analises de variancias conjuntas citadas anteriormente podem ser visualizados ao
longo das Tabelas 16 e 17.

Devido a raz&o entre a maxima e a minima variancia residual ser superior a 4:1
para o caractere AP, ndo se procedeu com a analise conjunta dos experimentos
conduzidos durante a safra 2016/2017 e safrinha 2017 para este caractere.

Os tratamentos avaliados sofreram interacdo com o ambiente somente para os
caracteres AE, PTCP e AG. Estes resultados sugerem que os gendotipos de milho
superdoce apresentaram comportamento inconsistente perante os ambientes
avaliados, ou seja, houve alteragbes entre as médias na classificagdo de seus
comportamentos nos diferentes ambientes. Solomon et al. (2012) trabalharam com
combinagdes hibridas desenvolvidas através de cruzamentos dialélicos entre dez
linhagens de milho superdoce (sh2) e também verificaram interacdo genotipos
ambientes significativa para os mesmos caracteres.

Para os caracteres PCSP, CE e FG n&o houve interagado significante entre

genotipos e ambientes. Deste modo, a selecdo com intuito de aumentar a média de
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tais caracteres deve ser efetiva para a recomendacao de genétipos para uso nas duas

safras testadas.

Tabela 16 - Resumo da analise de variancia conjunta para os caracteres: altura
de insergao de espiga (AE), produtividade total com palha (PTCP) e
produtividade comercial sem palha (PCSP) em 81 genétipos de
milho superdoce.

Quadrado Médio

Fonte de Variagcao GL

AE (m) PTCP (t ha) PCSP (t ha™)
Tratamentos (80) 0,186* 78,711* 40,320*
Hibridos (F) 65 0,131* 26,367 14,789*
Progenitores (P) 11 0,196* 10,227* 4,558
Testemunhas (T) 2 0,323* 34,021 50,172*
FivsT 1 0,136* 51,119* 13,358*
P vs (F1+T) 1 3,430* 4351,350* 2100,471*
Ambientes (A) 1 3,799* 2325,460* 322,470*
Tratamentos x A (80) 0,012* 8,366* 3,678
FixA 65 0,010 8,526* 4,095
PxA 11 0,015* 7,810 2,296
TxA 2 0,013 2,815 0,211
(FivsT)xA 1 0,058* 23,134 0,392
((Pvs (F1+T)) x A 1 0,038* 0,396 1,991
Erro efetivo médio 272 0,008 4,656 2,948

Tabela 17 - Resumo da analise de variancia conjunta para os caracteres:
comprimento de espiga (CE), altura de graos (AG) e fileira de graos
(FG) em 81 gendtipos de milho superdoce.

Quadrado Médio

Fonte de Variagcao GL

CE (cm) AG (cm) FG
Tratamentos (80) 12,176* 0,022* 5,274*
Hibridos (F1) 65 4,522* 0,014* 3,817*
Progenitores (P) 11 4,668* 0,038* 6,010*
Testemunhas (T) 2 13,977 0,127* 9,567*
FivsT 1 15,199* 0,049* 38,063*
P vs (F1+T) 1 585,592* 0,129* 50,560*
Ambientes (A) 1 819,500* 0,297* 47,515*
Tratamentos x A (80) 0,559 0,012* 0,565
FixA 65 0,577 0,012* 0,591
PxA 11 0,412 0,013 0,466
TxA 2 0,858 0,004 0,317
(FrvsT)x A 1 0,879 0,045* 0,185
((Pvs (F1+T)) x A 1 0,113 0,005 0,870
Erro efetivo médio 272 0,452 0,008 0,431

4.6 Analise de variancia do dialelo

As analises de variancia individuais do dialelo completo segundo o método 2

proposto por Griffing (1956), contendo as doze linhagens parentais e as sessenta e
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seis combinacgdes hibridas desenvolvidas, podem ser visualizadas nas Tabelas 18 e

19.

Tabela 18 - Resumo da analise de variancia individual do dialelo completo
contendo progenitores e F1s para os caracteres: altura de planta
(AP), altura de insercao de espiga (AE), produtividade total com
palha (PTCP) e produtividade comercial sem palha (PCSP) em 78
genotipos de milho superdoce.

Safra 2016/2017

Fonte de Variagéo

GL

Quadrado Médio

AP (m) AE (m) PTCP (t ha™) PCSP (t ha)
Tratamentos 77 0,259* 0,086* 44 229* 20,308*
CGC 11 0,585* 0,367* 37,098* 6,364
CEC 66 0,205* 0,039* 45,418* 22,631*
Erro Ef. Médio 136 0,087 0,006 5,799 4,556
Componente CGC - 0,012 0,008 0,745 0,043
Componente CEC - 0,039 0,011 13,206 6,025

Safrinha 2017
. Quadrado Médio

Fonte de Variaggo  GL AP (m) AE (m) PTCP (tha') _ PCSP (tha")
Tratamentos 77 0,222* 0,109* 44 939* 24,089*
CGC 11 0,868* 0,449* 37,202* 12,920*
CEC 66 0,114* 0,053* 46,229* 25,951*
Erro Ef. Médio 136 0,014 0,010 3,513 1,339
Componente CGC - 0,020 0,010 0,802 0,276
Componente CEC - 0,033 0,014 14,239 8,204

Tabela 19 - Resumo da analise de variancia individual do dialelo completo
contendo progenitores e F1s para os caracteres: comprimento de
espiga (CE), altura de graos (AG) e numero de fileira de graos (FG)
em 78 gendtipos de milho superdoce.

Safra 2016/2017

. Quadrado Médio
Fonte de Variagao GL CE (cm) AG (cm) G
Tratamentos 77 5,920* 0,009 2,726*
CGC 11 7,382* 0,019* 12,041*
CEC 66 5,676* 0,008 1,173*
Erro Ef. Médio 136 0,452 0,007 0,425
Componente CGC - 0,165 0,0003 0,277
Componente CEC - 1,741 0,0003 0,249

Safrinha 2017

. Quadrado Médio
Fonte de Variagao GL CE (cm) AG (cm) FG
Tratamentos 77 6,310* 0,021* 2,679*
CGC 11 8,159* 0,028* 10,166*
CEC 66 6,002* 0,020* 1,431*
Erro Ef. Médio 136 0,448 0,010 0,437
Componente CGC - 0,184 0,0004 0,232
Componente CEC - 1,851 0,003 0,331

Para a maioria dos caracteres avaliados, em ambos os experimentos houve

efeito significativo (P<0,05) tanto para estimativas de capacidade geral de combinagao
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quanto para especifica de combinacdo. Apenas as estimativas de CGC para o
caractere PCSP avaliado na safra 2016/2017 nao apresentou significancia. Ja para as
estimativas de CEC nao houve diferenga significativa para AG quando avaliado na
safra 2016/2017.

Solomon et al. (2012) estudaram o controle genético em milho superdoce (sh2)
de caracteres agronémicos e de caracteres relacionados a qualidade de espiga e
graos. Os autores verificaram diferenga significativa (P<0,05) para as estimativas de
CGC e CEC para os caracteres AP, PTCP, PCSP e CE. Ja para os caracteres AE e
AG houve diferenga significativa apenas para o efeito da CGC. Yuwono et al. (2017),
com intuito de verificar a importancia dos efeitos de dominancia em milho doce,
também observaram diferenga significativa para os efeitos de CEC ao que se refere
aos caracteres AP e CE.

No presente estudo, bem como em trabalhos semelhantes citados
anteriormente, os efeitos aditivos e ndo aditivos representados pelas estimativas de
CGC e CEC, respectivamente, sdo de extrema importdncia em programas de
melhoramento de milho doce e superdoce, sendo necessario adotar métodos de
melhoramento e selecdo intra e interpopulacional.

Considerando os componentes quadraticos referentes as estimativas de CGC
e CEC, principalmente para os caracteres relacionados a produtividade, como PTCP,
PCSP e CE, os efeitos da CEC foram predominantes comparado aos efeitos da CGC.
No estudo de Solomon et al. (2012) concluiram que a varidncia aditiva foi
significativamente superior a variancia de dominancia para os caracteres de qualidade
de espiga e graos, enquanto para caracteres agrondmicos a maior contribui¢gao foi do
componente de variancia nao aditiva, corroborando com os dados deste trabalho.

Deste modo, fica explicito que apesar de caracteres qualitativos e de alta
herdabilidade serem importantes em programas de melhoramento genético de milho
superdoce, hd uma enorme chance de aumentar consideravelmente o ganho de
selecdo quando se adota métodos de melhoramento visando explorar os efeitos n&o
aditivos ligados a caracteres quantitativos e de baixa herdabilidade. Tal fato corrobora
a importancia de se definir e explorar grupos heteréticos a fim direcionar as tomadas
de decisao em relagao ao desenvolvimento de populagdes para extragao de linhagens

e de combinacdes hibridas promissoras.
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4.7 Analise de variancia conjunta do dialelo

Visando identificar se as diferencas ambientais advindas das diferentes safras
foram capazes de influenciar significativamente (P<0,05) os efeitos aditivos (CGC) e
ndo aditivos (CEC) envolvidos no controle dos caracteres avaliados, procedeu-se a
analise dialélica conjunta. O resumo da analise de variancia conjunta do dialelo
completo segundo Griffing (1956) com base nos progenitores e combinac¢des hibridas
para os caracteres AP, AE, PTCP, PCSP, CE, AG e FG, avaliados na safra 2016/2017
e safrinha 2017 podem ser visualizados nas Tabelas 20 e 21.

Houve interagao significativa para as estimativas da interagcdo da CGC com os
ambientes para todos os caracteres avaliados, com excecdo de AG. Quanto as
estimativas de CEC observa-se interagéo significativa com ambientes apenas para os
caracteres PTCP e AG. No trabalho de Solomon et al. (2012), avaliando os mesmos
caracteres em milho superdoce (sh2), observou-se interagdo das estimativas de CGC
e CEC com ambientes em todas as ocasides, com excec¢ao para a estimativa de CEC
ao que se refere aos caracteres CE e AG.

Para este trabalho podemos concluir que os efeitos advindos dos genes em
aditividade apresentam magnitudes distintas nas diferentes safras avaliadas. Por
outro lado, os efeitos devidos aos genes nao aditivos apresentaram contribuicdo mais
estaveis, independentemente do ambiente, fato este que contribui para o
desenvolvimento de populacbes e selecdo de linhagens e hibridos ja que a
contribuicdo da CEC se mostrou mais importante do que a contribuicdo da CGC
quando se observam os componentes quadraticos de ambas as estimativas (Tabelas
18 e 19).
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Tabela 20 - Resumo da analise de varidncia conjunta do dialelo completo
contendo progenitores e F1s para os caracteres: altura de planta
(AP), altura de insercao de espiga (AE), produtividade total com
palha (PTCP) e produtividade comercial sem palha (PCSP) em 78
genotipos de milho superdoce.

Fonte de Quadrado Médio :

Variagdo GL AP (m) AE (m) PTCP (t.ha™) PCSI?)(t.ha
Tratamentos 77 0,420* 0,184* 80,855 40,588*
CGC 11 1,318* 0,783* 60,237* 11,787
CEC 66 0,271* 0,085* 84,282* 45,388*
Ambientes (A) 1 4,762 3,471 2328,450 315,561
Trat. x A 77 0,060 0,011* 8,314* 3,809
CGCxA 11 0,135* 0,034* 14,063* 7,497*
CECxA 66 0,048 0,007 7,356* 3,194
Erro Ef. Médio 272 0,050 0,008 4,656 2,948

Tabela 21 — Resumo da analise de varidncia conjunta do dialelo completo
contendo progenitores e F1s para os caracteres: comprimento de
espiga (CE), altura de graos (AG) e numero de fileira de graos (FG)
em 78 genétipos de milho superdoce.

Fonte de GL Quadrado Médio

Variacao CE (cm) AG (cm) FG
Tratamentos 77 11,840* 0,019* 4,829*
CGC 11 14,763* 0,034* 21,343*
CEC 66 11,353* 0,016 2,077*
Ambientes (A) 1 778,780 0,331 47,080
Trat. x A 77 0,547 0,012* 0,576
CGCxA 11 1,437* 0,012 0,864*
CECx A 66 0,399 0,012* 0,528
Erro Ef. Médio 272 0,452 0,008 0,431

4.8 Estimativas de capacidade geral de combinagao (CGC)

Tanto para milho comum quanto para o milho superdoce, buscam-se genaétipos
de porte de planta e de inser¢do de espigas mais baixos a fim de facilitar a
mecanizagao, aumentar a densidade populacional, aumentar a eficiéncia na capitacao
de luz solar e diminuir problemas de acamamento. Deste modo, os melhores
progenitores sdo aqueles cujas estimativas de CGC sdo negativas, ou seja,
contribuem para diminuir a média de seus descendentes.

Apesar da interacgo CGC com ambientes ter apresentado diferenca
significativa (P<0,05), nota-se na Figura 3 que os melhores progenitores para AP, séo

da populagéo “PopTe2” (planta braquitica) para ambas as safras avaliadas. Sendo os
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progenitores P6 e P7 os que apresentaram as melhores estimativas de CGC para

altura de plantas, seguido do progenitor P10.

Figura 3 — Estimativas de CGC para AP dos 12 progenitores nos dois
experimentos realizados. Linhas representam valores iguais a duas
vezes o desvio padrao (ponto onde ha diferenga significativa).
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Quanto as estimativas de CGC para AE, o progenitor P4 se destacou nos dois

experimentos realizados, os progenitores P8, P1, P9, P5 e P7 se destacaram na safra
2016/2017, e os progenitores P5 e P1 na safrinha 2017 (Figura 4).

Figura 4 — Estimativas de CGC para AE dos 12 progenitores nos dois
experimentos realizados. Linhas representam valores iguais a duas
vezes o desvio padrao (ponto onde ha diferenga significativa).
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Com excecgao dos caracteres AP e AE, para todos os outros caracteres conduz-

se o0 melhoramento genético em milho superdoce com o intuito de aumentar a média
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dos gendtipos selecionados para PTCP, PCSP, CE, AG e FG. Deste modo, busca-se
selecionar gendtipos com estimativas de CGC positivas e de alta magnitude.

Para PTCP, alguns progenitores apresentaram estimativas de CGC de sinais
opostos quando se comparam os valores nas duas safras, sendo os progenitores PG,
P10 e P12 os que apresentaram tal comportamento. Deste modo, a interacéo entre
as estimativas de CGC com ambientes torna-se de suma importancia ao analisar o
desempenho de cada progenitor quanto aos seus efeitos em distintas safras. Para a
safra de 2016/2017 os melhores progenitores em ordem decrescente foram P2, P1,
P3, P8 e P11, enquanto para a safrinha 2017 foram P8, P2, P11 e P1; com especial
desempenho para o progenitor P8. Nota-se que apenas para o progenitor P2 houve

alta estimativa de CGC nas duas safras avaliadas (Figura 5).

Figura 5 — Estimativas de CGC para PTCP dos 12 progenitores nos dois
experimentos realizados. Linhas representam valores iguais a duas
vezes o desvio padrao (ponto onde ha diferenga significativa).

W Safra 2016/2017 @ Safrinha 2017

2.50

2.00 =
1.50 =
1.00 X

0.50
0.00 -

-0.50 5 -

-1.00 -

P1 P2 P3 P4 PS P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

(t.hah)

]

P

DP (3 0,39 | DP (z:.5: 0,58

Quanto ao caractere PCSP, alguns progenitores (P1, P8, P11 e P12) também
apresentaram estimativas de CGC de sinais opostos nas diferentes safras (Figura 6).
Os progenitores P1, P10 e P6 foram os que mais se destacaram em ordem
decrescente na safra 2016/2017. Na safrinha 2017 os progenitores de maior destaque
em ordem decrescente foram P11, P10, P8 e P6. Os progenitores P10 e P6 foram
selecionados pelas suas estimativas favoraveis de CGC nas duas safras avaliadas e,
apesar deste caractere estar correlacionado ao caractere PTCP, nao houve
coincidéncia quanto aos progenitores de melhor estimativa de CGC para os dois
caracteres (Figuras 5 e 6). Tal fato pode ter sido influenciado pelo comprimento de

espigas, pois para PCSP houve o descarte de espigas menores que 15 cm, o que
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pode justificar a diferenga quanto a selecdo dos progenitores para os diferentes

caracteres (ver estimativas de CGC e CEC para CE).

Figura 6 — Estimativas de CGC para PCSP dos 12 progenitores nos dois
experimentos realizados. Linhas representam valores iguais a duas
vezes o desvio padrao (ponto onde ha diferenga significativa).
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Para cultivares de milho doce destinadas a industria, que € a principal finalidade
em nosso pais, ha uma série de caracteres extremamente importantes e
correlacionados ao rendimento industrial. Tal rendimento deve ser ao redor de 40%,
ou seja, para cada 100 kg de espigas empalhadas, o rendimento devera ser igual ou
maior que 40 kg de gréaos enlatados (PEREIRA FILHO et al., 2016). Além do formato
cilindrico da espiga garantir um bom aproveitamento na desgrana, o comprimento da
espiga, a altura dos graos, o numero de fileira de graos e também o formato dos graos
(preferencialmente dentados), influenciam diretamente no rendimento industrial a ser
obtido.

Deste modo, inicia-se a discussao quanto as estimativas de CGC, ao que se
refere a caracteres correlacionados com o rendimento industrial. Para o caractere CE,
os progenitores P12 e P2 apresentaram alta estimativa de CGC em ambas as safras,
se mostrando importantes para aumentar a média do referido caractere nas
combinagdes hibridas das quais participam em cruzamentos. Os progenitores P3 e
P11 apresentaram estimativas de CGC altas para a safra 2016/2017 (Figura 7).

Para o caractere AG nao houve interagao significativa entre CGC e ambientes.
Desta forma, analisaram-se as estimativas de CGC considerando o ambiente médio.
Os progenitores de maiores estimativas de CGC para AG em ordem decrescente
foram P1, P9, P5, P6 e P4 (Figura 8).
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Figura 7 — Estimativas de CGC para CE dos 12 progenitores nos dois
experimentos realizados. Linhas representam valores iguais a duas
vezes o desvio padrao (ponto onde ha diferenga significativa).
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Figura 8 — Estimativas de CGC para AG dos 12 progenitores nos dois
experimentos realizados. Linhas representam valores iguais a duas
vezes o desvio padrao (ponto onde ha diferenga significativa).
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Quanto ao numero de fileiras de gréos os progenitores P10 e P4 apresentaram
altas estimativas de CGC em ambas as safras, ao passo que o progenitor P12 se
destacou apenas na safra 2016/2017, e, o progenitor P5 apenas na safrinha 2017
(Figura 9).
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Figura 9 — Estimativas de CGC para FG dos 12 progenitores nos dois
experimentos realizados. Linhas representam valores iguais a duas
vezes o desvio padrao (ponto onde ha diferenga significativa).
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4.9 Estimativas de capacidade especifica de combinagao (CEC)

Devido a importéancia referente aos efeitos ndo aditivos provindos dos genes
gue controlam os caracteres avaliados, fato este que pode ser facilmente verificado
analisando os componentes quadraticos provenientes das analises individuais do
dialelo, a discussao quanto as estimativas de CEC obtidas torna-se de extrema valia
tendo em conta os objetivos do presente trabalho.

As estimativas de CEC referente aos caracteres AP, AE, PCSP, CE e FG dos
quais nao se observou interacdo significativa entre CEC e ambientes estédo
apresentadas nas Figuras 10 a 14, considerando os valores obtidos no ambiente
medio. Ja as estimativas onde houve interagdo significativa com os ambientes,
referentes aos caracteres PTCP e AG, podem ser visualizadas nas Figuras 15 e 16
para cada ambiente avaliado.

Para AP a amplitude das estimativas de CEC foi de -0,23 m a 0,74 m, havendo
maior tendéncia a aumentar a média do caractere, pois 51 das 66 combinagdes
hibridas desenvolvidas apresentaram estimativas de CEC positivas para AP, ao passo
que apenas 15 combinagdes hibridas apresentaram estimativas de sinal negativo
(Figura 10). Assim como para a estimativa de CGC procuram-se estimativas de CEC
negativas no intuito de diminuir a altura de plantas das combinagdes hibridas a serem
selecionadas. Deste modo, a combinagdo hibrida de melhor estimativa para o
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melhoramento foi P6 x P7 (-0,23 m), sendo esta proveniente do cruzamento de duas
linhagens de planta braquitica. Outras duas combinagdes hibridas apresentaram
estimativas negativas e de boa magnitude para diminuir a altura de plantas: P4 x P5
(-0,21 m) e P2 x P7 (-0,11 m).

Figura 10 — Estimativas de CEC do ambiente médio referente aos 66 hibridos de
milho superdoce para o caractere altura de planta (AP).
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Vale ressaltar que nas combinagdes hibridas de maiores estimativas positivas
de CEC para AP ha a participagao de linhagens provenientes da populagao “PopTr”,
demonstrando que essas linhagens possuem genes que estédo relacionados com o
aumento na altura de plantas, como € o caso dos hibridos: P4 x P7 (0,74 m), P6 x P12
(0,25 m)P7 x P12 (0,19 m), P1 x P11 e P9 x P11 (0,18 m), P10 x P12 (0,17 m), P6 x
P11 (0,14 m), e, P7 x P11 e P8 x P11 (0,13 m). Observa-se também que as
combinag¢des hibridas em que houve a participagédo de pelo menos uma linhagem de
planta braquitica nao apresentaram estimativas de CEC negativas o suficiente para
refletir em plantas significativamente menores, com exce¢ado da combinagao P2 x P7.
Fato que corrobora com informagao que o carater planta braquitica é governado por
um unico gene de natureza recessiva (br2) (BANDEL, 1978). De acordo com Leng
(1957), Anderson e Chow (1963) e Scott e Campbell (1969), além do gene de maior
efeito (br2), ha heranca poligénica de diversos genes modificadores que estédo
relacionados ao porte de plantas, e a reducédo na altura de plantas pode variar de
acordo com as diferentes combinacdes destes modificadores nas quais o gene br2
esta presente.
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Quanto ao caractere AE nota-se que as mesmas combinacdes hibridas que se
destacaram para AP também se destacaram quanto a sua estimativa de CEC no
sentido de diminuir a altura de insergdo de espigas. Deste modo, as combinagdes
hibridas P6 x P7, P4 x P5 e P2 x P7 apresentaram estimavas de CEC de -0,12 m, -
0,11 m e -0,05 m, respectivamente. Outras combinagdes hibridas também se
destacaram, como: P11 x P12 (-0,08 m); P6 x P10 (-0,07 m); P2 x P10 (-0,06 m); P2
x P7, P2 x P8 e P8 x P10 (-0,05 m); e; P1 x P3 e P1 x P5 (-0,02 m). Quanto as
linhagens braquiticas notou-se a mesma tendéncia observada para o caractere AP,
apenas trés (P2 x P10, P2 x P7 e P8 x P10) das vinte e sete combinag¢des possiveis
entre linhagens com e sem o gene br2, apresentaram estimativas de CEC de alta
magnitude no sentido de diminuir a AE. Ja para as linhagens provenientes da
populagdo “PopTr”, ao contrario do que aconteceu para o caractere AP, em que
combinag¢des hibridas contendo tais linhagens apresentaram as maiores estimativas
de CEC, para AE os valores de CEC tiveram boa distribuicdo, ndo sendo possivel

observar tal tendéncia (Figura 11).

Figura 11 — Estimativas de CEC do ambiente médio referente aos 66 hibridos de
milho superdoce para o caractere altura de insercao de espiga (AE).
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O carater PCSP é um dos mais importantes na cultura do milho superdoce, pois
esta diretamente correlacionado com o rendimento industrial e, consequentemente,
com a rentabilidade da cultura. Deste modo, procura-se aumentar a média deste

carater nas populagdes, linhagens e combinag¢des hibridas a serem desenvolvidas.
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Apesar de nao ser o escopo deste trabalho discorrer sobre as médias, para o
carater PCSP é conveniente citar que as combinagdes hibridas que apresentaram
maiores estimativas de CEC também foram os tratamentos de maior média, sendo
estas de P3 x P8 (13,39 t ha''), P1 x P10 (13.53 t ha'!), P5 x P6 (12,68 ha™'), P7 x
P12 (12 t ha'), P4 x P6 (12,29 t ha'), P2 x P11 (12,47 t ha'), P3 x P9 (11,55 t ha™),
P1x P8 (12,16 t ha'), P5 x P7 (10,59 t ha), P10 x P11 (12,36 t ha'"), P7 x P11 (11,31
t ha'), P8 x P12 (11,64 t ha') e P5 x P10 (11,34 t ha™"); e, as combinagdes hibridas
de menores estimativas de CEC foram aquelas de menores médias para PCSP: P6 x
P7 (5,8 tha'), P4 x P5 (6,07 tha'), P1 xP3 (7,42tha')e P3 x P11 (8,27 tha'). Vale
destacar que a média geral para o carater foi de 9,85 t ha-1 e a média da melhor
testemunha Thunder Attribute foi de 9,21 t ha™.

Figura 12 — Estimativas de CEC do ambiente médio referente aos 66 hibridos de
milho superdoce para o caractere produtividade comercial sem
palha (PCSP).
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Em todas as combinacdes hibridas de alta estimativa positiva de CEC para
PCSP mencionadas acima, ndo houve cruzamento entre linhagens provenientes da
mesma populagdo, ou seja, os efeitos ndo aditivos sdo manifestados em maior
magnitude quando realiza-se cruzamentos interpopulacionais. Ja quanto as
estimativas de CEC de sinal negativo, houve cruzamentos intrapopulacionais, ou seja,
entre linhagens provenientes da mesma populagdo, como € o caso da combinagéo
hibrida P6 x P7, e, também, das combinag¢des P6 x P10, P7 x P10, P11 x P12, P7 x
P9, P8 x P10 e P2 x P4 (Figura 12).
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As estimativas de CEC para o carater PCSP é um bom pardmetro para a
formacao de grupos heteréticos considerando o germoplasma de estudo, ja que houve
grande contribuicdo dos efeitos ndo aditivos e uma boa correlagao entre estimativas
de CEC com a genealogia dos progenitores que participaram dos cruzamentos e,
também, com as médias observadas.

Os efeitos da CEC para CE tiveram amplitude entre 1,59 cm e -0,92 cm, sendo
as combinagdes hibridas P1 x P10, P7 x P12, P8 x P12, P1 x P12, P9 x P12, P6 x
P12, P1 x P11, P10 x P12, P9 x P11, P7 x P11, P3 x P10, P1 x P8, P2 x P3 e P2 x
P11 as de maiores estimativas, e, as combinagdes hibridas P6 x P7, P4 x P5, P7 x
P10, P1 x P3, P3 x P5 e P6 x P9 as de maiores estimativas de sinal negativo,
contribuindo para o encurtamento das espigas. Vale ressaltar que entre as
combinagdes hibridas de maiores estimativas de CEC para CE, na maioria delas, ha
pelo menos um dos progenitores proveniente da populagdo “PopTr” (P11 e P12),
enquanto que as combinagdes hibridas de maiores estimativas de sinal negativo de
CEC ha a participagdo de progenitores de planta braquitica provenientes da
populacao “PopTe2” (P6, P7 e P10). Tal fato era esperado baseado no desempenho
per se dos referidos progenitores, ou seja, progenitores provenientes da populagao
“PopTr’ com espigas compridas, e, progenitores de planta braquitica provenientes da
populacao “PopTe2” com espigas curtas (Figura 13).

Figura 13 — Estimativas de CEC do ambiente médio referente aos 66 hibridos de
milho superdoce para o caractere comprimento de espiga (CE).
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Apenas as combinacdes hibridas que apresentaram as melhores estimativas

de CEC para CE apresentaram espigas com mais de 18 cm de comprimento, com
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excegao da combinagao P2 x P12 (18,88 cm) que apresentou CEC de 0,81cm apenas.
Ja as combinagdes hibridas com CEC negativa apresentaram médias abaixo dos 17
cm, sendo as combinag¢des P6 x P7 (15,69 cm) e P4 x P5 (14,89 cm) as de espigas
mais curtas. As testemunhas tiveram média para CE de 17 cm.

Comparando a importancia relativa da CEC/CGC, para FG se mostra bem
inferior quando comparado aos outros caracteres avaliados. Porém, a amplitude
observada foi entre 0,84 e -1,08, amplitude esta que pode ter uma boa contribuigcao
para o aumento do rendimento industrial. As combinag¢des hibridas com melhores
estimativas de CEC em ordem decrescente sdo: P3 x P6, P4 x P7, P4 x P12, P2 x
P12, P10 x P12, P4 x P10, P9 x P11, P4 x P8, P1 x P12, P2 x P11, P5 x P6, P8 x P9,
P4 x P6, P5 x P12, P4 x P11, P8 x P12, P3 x P11, P7 x P8 e P7 x P11. A exemplo do
comportamento observado para CE, grande parte (11 entre 19) das combinagdes
hibridas listadas acima possuem participacdo de progenitores provenientes da
populacado “PopTr” (P11 e P12). Ja, as combinagdes hibridas que apresentaram
menores estimativas de CEC também em ordem decrescente foram: P11 x P12, P4 x
P5, P4 x P9, P6 x P7, P2 x P10, P2 x P6, P1 x P6, P3 x P12 e P3 x P4 (Figura 14).

Figura 14 — Estimativas de CEC do ambiente médio referente aos 66 hibridos de
milho superdoce para o caractere fileira de graos (FG).
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Para PTCP as combinagdes hibridas P2 x P11, P5 x P6, P1 x P10 e P4 x P6
se destacaram quanto sua estimativa de CEC nos dois ambientes avaliados, ao passo
que as combinagdes P3 x P8, P2 x P7, P2 x P11, P4 x P10 e P7 x P8 se destacaram
apenas na safra 2016/2017, e as combinagdes P2 x P8, P7 x P12, P5 x P10, P3 x P6,
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P2 x P3, P5 x P7, P8 x P12, P1 x P3, P4 x P9 e P8 x P11 se destacaram apenas na
safrinha 2017. Ja as combinacdes hibridas P6 x P7, P4 x P5 e P4 x P8 apresentaram
estimativas negativas e de alta magnitude nos dois experimentos realizados, ao
passo que as combinagdes P1 x P7, P9 x P10, P2 x P9, P2 x P8, P3 x P10, P3 x P7,
P2 x P10, P2 x P6, P6 x P11, P3 x P11, P8 x P10 e P5 x P8 apresentaram tal
desempenho apenas na safra 2016/2017, e, as combinacdes P7 x P10, P7 x P9, P2
x P4, P3 x P12, P3 x P5 e P5 x P12 apenas na safrinha 2017. Novamente, nas
combinagdes que obtiveram maiores estimativas de CEC prevaleceram os
cruzamentos interpopulacionais, com excec¢ao para as combinagdes P2 x P3 e P1 x
P3 na safrinha 2017 (Figura 15).

Figura 15 — Estimativas de CEC do ambiente médio referente aos 66 hibridos de
milho superdoce para o caractere produtividade total com palha
(PTCP) avaliados na safra 2016/2017 e safrinha 2017.
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Assim como para FG, para AG a contribuicdo dos efeitos de CEC, quando
comparado com a contribuicdo dos efeitos de CGC, é muito inferior a contribuigcao
observada para o restante dos caracteres avaliados nos dois experimentos. Essas
estimativas tiveram amplitudes entre 0,12 cm e -0,073 cm na safra 2016/2017, e, entre
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0,19 cm e -0,11 cm na safrinha 2017. Apesar de haver diferenga significativa entre as
estimativas de CEC para as combinag¢des hibridas desenvolvidas, o ganho obtido
pode n&o representar vantagem significativa para a industria que ira processar e
comercializar o milho. Quanto as estimativas de CEC para AG, apenas as
combinagdes hibridas P4 x P7, P5 x P10 e P10 x P11 apresentaram bom desempenho

para os dois ambientes avaliados (Figura 16).

Figura 16 — Estimativas de CEC do ambiente médio referente aos 66 hibridos de
milho superdoce para o caractere altura de graos (AG) avaliados na
safra 2016/2017 e safrinha 2017.
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4.10 Agrupamento baseado nas estimativas de CEC

Os grupos formados por meio da metodologia de agrupamento de otimizagao
de Tocher, considerando as estimativas de CEC como distancia genética, conforme
trabalho realizado por Pinto et al. (2001), podem ser visualizados na Tabela 22, para
os caracteres AP, AE, PTCP, PCSP, CE e FG. As estimativas de CEC para o carater
AG foram excluidas de tal analise devido a baixa contribuigdo dos efeitos ndo aditivos.
Foram consideradas como distancia genética as estimativas obtidas no ambiente
médio para aqueles caracteres onde ndo houve interacdo da estimativa com os
ambientes (AP, AE, PCSP, CE e FG). Por outro lado, quando a interagdo CEC x
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Ambientes foi significativa o calculo da divergéncia genética com base na CEC foi
realizado para cada ambiente.

Conforme mencionado no item 4.9, quando discutido sobre os efeitos nao
aditivos para cada carater, tais efeitos podem ser um 6timo parametro para a formacgao
de grupos heteréticos para o germoplasma em estudo, ja que os efeitos de CEC
observados corresponderam ao que era esperado de acordo com a genealogia das
linhagens, e também corresponderam ao breve comentario realizado a respeito das
meédias obtidas, principalmente para os caracteres PCSP e CE.

De forma geral, linhagens provenientes de uma mesma populagao (cores
iguais) se agruparam em grupos comuns ou muito proximos para a maioria dos
caracteres. Observa-se também que para a maioria dos caracteres considerados, 0s
progenitores de planta braquitica (P6, P7 e P10) provenientes da populagao “PopTe2”
foram agrupadas no Grupo 1 com exceg¢ao para o carater FG. Outro padrao observado
foi o dos progenitores P1 e P3, e P4 e P5 serem agrupados quase sempre no mesmo
grupo ou grupos bem proximos. Os progenitores P11 e P12 provenientes da
populacdo “PopTr” hora estavam agrupadas no mesmo grupo hora estavam
agrupadas em grupos vizinhos, ou seja, muito semelhantes geneticamente.

Quanto aos caracteres mais consistentes PCSP e CE, com base no que foi
discutido quando se analisaram as estimativas de CEC (item 4.9), observa-se
praticamente a mesma distribuicdo dos progenitores nos grupos formados, ou seja,
progenitores P6, P7 e P10 no Grupo 1, progenitores P4 e P5 no Grupo 2, progenitores
P1 e P3 no Grupo 3, progenitores P2 e P8 no Grupo 4 e progenitores P11 e P12 no
Grupo 5. Com excegao do progenitor P9 que ocupou posigdes diferentes.

Deste modo, pode-se afirmar a presenga de pelo menos quatro grupos de
linhagens onde houve uma boa consisténcia dos agrupamentos para a maioria dos
caracteres avaliados. Sao eles: progenitores P6, P7 e P10 (Grupo 1), progenitores P4
e P5 (Grupo 2), progenitores P1 e P3 (Grupo 3) e progenitores P11 e P12 (Grupo 4).
Quanto os progenitores P2, P8 e P9 nao foi possivel agrupa-los com seguranga devido

a inconsisténcia de seus posicionamentos.
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Tabela 22 — Agrupamento de Tocher baseado nas estimativas de CEC para os
caracteres altura de planta (AP), altura de inserg¢ao de espiga (AE),
produtividade total com palha (PTCP), produtividade comercial sem
palha (PCSP), comprimento de espiga (CE) e fileira de graos (FG).

Caracter CEC G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

AP

(m)

P11 P9
AE P12
(m)
e P9 P11 P12
('i_’ ng’) 2016/20 -
17

P12 P11 R

PTCP  Safrinha ES
(tha) 2017

P9 P8

P10

P6 P11 P9
(Ft’f]:f’) Médio = P7 m P12

P10
CE Y P7 P8 P12
(cm) Médio Pg

P10

P11 P6 P8
FG Médio P12 P7 P10

P9

Grupos formados estao representados pela letra G, linhagens provenientes da “PopTe1” estdo em cor
verde escuro, linhagens provenientes da “PopTe2” estdao em verde claro, linhagens provenientes da
“PopTr” em amarelo e nimeros em vermelho referem-se a plantas braquiticas.



84

4.11 Analise de correlagao

As estimativas de correlagdo de Pearson entre a média dos caracteres AE,
PTCP, AG, AP, PCSP, CE e FG com as estimativas de CEC e distancia de Rogers
podem ser visualizadas na Tabela 23. De posse destas estimativas foi possivel
verificar o grau de associagao entre a distancia genética de Rogers obtida através dos
dados de 20 marcadores SSR com as estimativas de CEC e médias para cada
caractere avaliado a fim de determinar qual metodologia utilizada para formag&o dos
grupos heterdticos € mais assertiva para o germoplasma em questao.

Para AE houve correlagédo significativa (P<0,05) para todas as fontes de
variagdo avaliadas, ou seja, tanto a distancia genética de Rogers quanto as
estimativas de CEC possuem certo grau de associagdo com as meédias obtidas. A
correlagdo observada entre a distdncia de Rogers e CEC com as médias para AE
foram similares, sendo possivel afirmar que ambas as metodologias de escolha de
grupos heteréticos sado igualmente eficazes para AE. Solomon et al. (2012)
trabalhando com linhagens de milho superdoce (sh2) também encontraram correlagéo
significativa (0,48%) entre a performance per se dos hibridos desenvolvidos e heterose
ao que se refere a AE. Seria semelhante dizer que houve correlagao significativa entre
média para AE e CEC, corroborando com o resultado obtido no presente trabalho.

Quanto ao carater PTCP, houve correlagéo significativa, porém, de baixa
magnitude entre a distancia genética de Rogers e s;;2,5,,, e X,. Para as estimativas
de correlagdo entre CEC e médias, além de haver significancia para os dois
ambientes, os valores sao superiores comparado aos demais, sendo 85,3% para a
safra 2016/1027 e 87,6% para a safrinha 2017. Tal diferenga entre as estimativas de
correlagao indica que a CEC é mais assertiva para a formagao dos grupos heteroticos
quando comparado aos dados moleculares.

Houve correlacao significativa entre as estimativas de CEC com médias para o
caractere AG nos dois ambientes. Porém, como foi discutido anteriormente, apesar
de haver diferenca significativa para CEC e também correlagado alta e significativa
entre CEC e médias, a contribuicdo de tais efeitos na média ndo € algo que se possa
explorar comercialmente frente ao ponto de maturidade que se encontra o programa
de melhoramento da Sakata Seed Sudamerica Ltda. Portanto, decide-se excluir este

caractere para formagao dos grupos heteroticos.
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Para os caracteres AP, PCSP e CE houve correlagao significativa para todas
as fontes de variacado analisadas. No entanto, as altas estimativas de correlagao entre
CEC e médias para PCSP e CE reforcam o fato destes dois caracteres serem os mais
consistentes no presente trabalho, levando em consideragéo seus objetivos, conforme
foi discutido nos itens 4.9 e 4.10.

Solomon et al. (2012) também verificaram correlagao significativa entre médias
genotipicas e CEC para AP, enquanto que Srdc et al. (2011) verificaram correlagéo
significativa entre similaridade genética obtida com os dados de marcadores
microssatélites e CEC para PCSP. Este ultimo com estimativas superiores ao
presente trabalho, sendo esta de -57,8%. A estimativa obtida por Srdc et al. (2011) é
de sinal negativo pois trabalharam com similaridade genética ao invés de
dissimilaridade genética como no presente trabalho.

Para FG, apesar de nao haver correlagao significativa entre distancia genética
de Rogers e médias, houve significancia para distancia genética com CEC e para CEC
com médias, demonstrando que ambas as metodologias utilizadas para a formagéo
dos grupos heteraticos quanto ao caractere FG s&o eficazes.

Basicamente objetivou-se com a andlise de correlagéo verificar o grau de
associagao entre os métodos utilizados, quantitativo (baseado na analise dialélica) e
preditivo (baseado em marcadores moleculares) para determinacdo de grupos
heteréticos bem como verificar a correlacdo entre estes dois parametros com as
médias obtidas para cada caractere. Apesar de haver correlacido entre os dois
meétodos utilizados e destes com as médias obtidas, a analise de correlagdo mostrou
que as estimativas de CEC tiveram maiores estimativas de correlagdo com as médias
referentes aos principais caracteres para o milho superdoce, portanto, a definicdo dos
grupos heteréticos baseados nas estimativas obtidas através do dialelo parece ser
mais assertiva que o método baseado nos dados dos marcadores SSR. Tal fato

também foi relatado por Balestre et al. (2008) trabalhando com milho gréo.
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Tabela 23 — Estimativas de correlagcao de Pearson para os caracteres altura de
insercao de espiga (AE), produtividade total com palha (PTCP),
altura de graos (AG), altura de plantas, produtividade comercial sem
palha (PCSP), comprimento de espiga (CE) e fileira de graos (FG)
demonstrados de acordo com a significancia da interagao entre
tratamentos e CEC com ambientes para cada caractere.

FyV Caracteres
AE (m) PTCP (t ha™) AG (cm)
D. Rogers x s;;1 -- 23.47ns 15.30ns
D. Rogers x s;;2 -- 27.02* 18.81ns
D. Rogers x5, 54.39* 30.40* 23.45ns
D. Rogers x (x;) 50.20* 5.86ns -6.07ns
D. Rogers x (x,) 43.73* 30.94* 22.67ns
D. Rogers x (X,,) -- 21.59ns 15.05ns
5y X (%1) 52.18* - -
5 X (¥2) 53.13* - -
sij1 X (%1) - 85.30* 83.59*
Sij2 X (X3) - 87.60* 90.02*
Caracteres
Fv AP (m) PCSP (tha™) CE (cm) FG
D. Rogers x5,; 38.47* 38.8* 54.47* 43.95*
D. Rogers x x 57.90* 24.08* 50.35* 23.36ns
5, XX 59.66* 95.11* 80.08* 57,07*

ns e *: ndo significante e significante pelo teste de t (p<0,05) respectivamente. s;;1,
sij2 e 5, estimativas de CEC para safra 2016/2017, safrinha 2017 e ambiente médio

respectivamente. x;, X, € x,,: meédias para safra 2016/2017, safrinha 2017 e ambiente
medio respectivamente.

4.12 Comparagao entre os dois métodos utilizados para determinagdo dos

grupos heteréticos

Os progenitores P1 e P3, P4 e P5, e P6 e P7 ficaram agrupados juntos em
ambas as metodologias utilizadas (Tabela 24). Se considerarmos que as linhagens 11
e 12, das quais se alocaram em grupos distintos utilizando a metodologia preditiva,
fazem parte do mesmo grupo devido a proximidade dos grupos formados, as

caracteristicas morfologicas e a sua comum origem, entdo podemos dizer que houve
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a coincidéncia entre as duas metodologias quanto ao agrupamento em 8 das 12
linhagens utilizadas neste trabalho, representando uma coincidéncia de 67%.

Vale citar que os hibridos mais promissores desenvolvidos neste trabalho estéo
em avaliagcdo pela empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda. nas principais regides
produtoras a fim de selecionar gendtipos com potencial para serem introduzidos nos
mercados de milho doce para consumo in natura e para o processamento industrial.
Tais combinagdes hibridas sdo provenientes de cruzamentos entre progenitores de
planta braquitica provenientes da populagdo “PopTe2” com progenitores sem o gene
br2 provenientes tanto da populagcao “PopTe1” quanto da populagdo “PopTe2”,
quando da selecao para atender o mercado para consumo in natura. Ao passo que as
combinagdes hibridas mais promissoras para atender o mercado de industria foram
obtidas cruzando-se progenitores provenientes da populagdo “PopTr’ com
progenitores provenientes das outras duas populagdes, independentemente do tipo
de planta. Tal fato corrobora com o agrupamento obtido através das estimativas de
CEC.

Apesar do agrupamento obtido por meio das estimativas de CEC ter se
mostrado mais eficaz que o obtido por meio dos dados moleculares, recomenda-se a
utilizacdo de marcadores moleculares para tal fim, com o intuito de direcionar os
cruzamentos para validagao de tais grupos e, posteriormente, adotar-se metodologia
quantitativa de agrupamento para ajuste dos grupos formados. Pois a utilizagcédo de
cruzamentos dialélicos é limitada pelo numero de progenitores a serem incluidos no
estudo devido ao aumento consideravel no numero de combinagdes hibridas
possiveis de serem desenvolvidas e posteriormente avaliadas.

Segundo Bernardo (2010), atribuir determinada linhagem ou populagdo a
grupos heteroticos pode ser mais complexo quando ndo ha determinagao de grupos
heteréticos previamente. Nestas situagdes os marcadores moleculares tém sido
usados para classificar o germoplasma em grupos ou subgrupos homogéneos. As
analises estatisticas de agrupamento e de componentes principais sdo uteis neste
propdsito. Posteriormente, gendtipos representativos destes grupos podem ser
utilizados em cruzamentos dialélicos e os mais promissores podem ser alocados em
grupos heteréticos potenciais.

De acordo com o presente trabalho, a definigdo de grupos heteroticos em milho
superdoce é tarefa complexa e envolve o uso de metodologias preditivas e

quantitativas para sua definigdo, bem como conhecimento quanto a genealogia do
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germoplasma de estudo e acompanhamento posterior quanto a aceitabilidade do
mercado frente ao uso e desempenho das combinacdes hibridas desenvolvidas.
Deste modo, levando todas essas variaveis em consideracao, definem-se trés
grupos heteréticos para as linhagens de milho superdoce pertencentes a empresa
Sakata Seed Sudamerica Ltda. Sendo um grupo constituido de linhagens de planta
braquitica e germoplasma temperado “PopTe2”, um segundo grupo constituido de
linhagens provenientes de populagdes de germoplasma temperado (PopTel e
PopTe2) mas sem o gene br2, e, um terceiro grupo constituido de linhagens

provenientes da populagao “PopTr’ de germoplasma adaptado a clima tropical.

Tabela 24 — Comparagéao entre o agrupamento realizado com o método preditivo
via dados de marcadores moleculares (DAPC) e o agrupamento
realizado com o método quantitativo baseado nas estimativas de
(CEC) obtidas do dialelo completo de Griffing (1956) método 2.

Progenitor Popul_agéo Grupos  Grupos Plan,tg _ Espiga
de origem  (DAPC) (CEC) braquitica (Comprimento/Formato)
P1 PopTe1 10 3 Néo Media/Cbnica
P2 PopTe1 15 ? Néo Media/Cbnica
P3 PopTe1 10 3 Nao Media/Cbnica
P4 PopTe1 4 2 Nao Media/Cbnica
P5 PopTe1 4 2 Nao Media/Cobnica
P6 PopTe2 6 1 Sim Curta/Cbnica
P7 PopTe2 6 1 Sim Curta/Cénica
P8 PopTe2 2 ? Nao Media/Cobnica
P9 PopTe2 16 ? Nao Media/Cbnica
P10 PopTe2 13 1 Sim Curta/Conica
P11 PopTr 8 4 Nao Comprida/Cilindrica
P12 PopTr 11 4 Nao Comprida/Cilindrica
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5 CONCLUSOES

- Apesar dos diferentes métodos utilizados para a definicdo dos grupos
heterdticos serem validos, considerou-se o método baseado nas estimativas de CEC

mais assertivo.

- Os caracteres PCSP e CE foram os mais informativos quanto a formacao dos

grupos heteréticos baseado nas estimativas de CEC.

- Recomenda-se a utilizagdo de metodologia preditiva (por meio de marcadores
moleculares) e quantitativa (por meio de analise dialélica) na definicgdo de grupos
heteréticos em milho superdoce bem como levar em consideracdo informacgdes
quanto a genealogia das linhagens e desempenho das combinagdes hibridas

desenvolvidas frente a demanda de diferentes mercados potenciais.

- Dividiram-se as linhagens de milho superdoce pertencentes a empresa Sakata
Seed Sudamerica Ltda em trés grupos heterdticos. Grupo 1: linhagens de planta
braquitica provenientes da populagao “PopTe2”; Grupo 2: linhagens provenientes das
populacdes “PopTel1” e PopTe2” sem a presenca do gene br2; Grupo 3: linhagens

provenientes da populagao “PopTr’ com boa adaptacéo para clima tropical.
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