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RESUMO

FRISKE, Elcio. Universidade Estadual do Oeste do Parand, fevereiro de 2016. Diversidade
genética e mapeamento por associacio em linhagens de milho para maturacio de graos.
Orientador: Adilson Ricken Schuelter.

O trabalho teve como objetivos avaliar a diversidade genética e mapear regides genOmicas
associadas com maturacdo de grdos em linhagens de milho comum. Os atributos fenotipicos de
81 linhagens elites de milho foram avaliados em experimento de campo implantado em
delineamento de latice quadrado com trés repeti¢des. Procedeu-se a andlise de variancia e
multivariada considerando blocos completos casualizados devido a sua equivaléncia com a
estimacdo para eficiéncia do latice. Para o mapeamento por desequilibrio de ligacdo, 72
linhagens elites foram genotipadas para marcadores SNP na plataforma 650K (Affymetrix®) e
associados aos valores genotipicos dos caracteres relacionados a maturagdo: nimero de dias para
o florescimento masculino (DFM) e feminino (DFF), e perda de umidade dos graos, determinada
pela 4rea abaixo da curva de umidade (AACUM). Os resultados da andlise de variancia
indicaram a existéncia de diversidade genética no germoplasma para todos os caracteres
avaliados, detectando-se ampla variabilidade para DFM, DFF e AACUM. Correlacdes genéticas
fracas entre os componentes de rendimento e de maturacdo indicaram a possibilidade de sele¢do
para precocidade sem comprometer a produtividade. A diversidade genética quantificada pelas
distancias de Mahalanobis permitiu sugerir combinacgdes hibridas de maior efeito heterético para
precocidade e produtividade. Houve semelhancas no agrupamento de Tocher e UPGMA, que
foram eficientes para classificar a variabilidade genética. Pelo modelo linear misto (MLM) foi
possivel detectar associacdes entre dias para o florescimento masculino e feminino com
marcadores SNP em todos os cromossomos, com predomindncia nos cromossomos 1 e 3, e para
perda de umidade nos cromossomos 5 € 6. Com a analise de regressao multipla de stepwise para
DFM, DFF e AACUM, os modelos completos explicaram 79%, 93% e 56% da variag@o para os
valores genotipicos, respectivamente, encontrando-se predominantemente marcadores
significativos nos cromossomos 1 e 3. A deteccdo de regides gendomicas semelhantes e também
distintas para esses caracteres, que sdo altamente correlacionados, torna possivel levantar a
hipétese da importancia de ligagdo génica e de pleiotropia para explicar a maturacao de graos em
linhagens de milho. Os resultados obtidos sdo promissores e as regides gendmicas associadas
com DFM, DFF e AACUM, serdo avaliadas em experimentos de validacdo, que poderdo ser

uteis em programa para selecdo de gendtipos com a maturidade buscada pelo melhorista.

Palavras-chave: Variabilidade genética. Perda de umidade. Desequilibrio de ligagdo.
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ABSTRACT

FRISKE, Elcio. State University of West Parand, in February 2016. Genetic diversity and
mapping by association in maize inbred lines for grain maturation. Advisor: Adilson Ricken
Schuelter.

The aim of this work was to evaluate the genetic diversity and map genomic regions associated
with grains maturation in common corn lineages. The phenotypic attributes of 81 elite inbred
lines of corn were assessed in field experiment implanted in square lattice design with three
repetitions. The variance and multivariate analysis were carried out considering complete
randomized blocks due to its equivalence with the estimation for the lattice efficiency. For the
mapping by linkage disequilibrium, 72 elite inbred lines have been genotyped for SNP markers
at platform 650K (Affymetrix®) and associated with the genotypic values of the traits related to
maturation: number of days for the male flowering (DFM) and female (DFF), and the grain
moisture loss, determined by the area below the moisture curve (AACUM). The results of the
variance analysis pointed out the existence of genetic diversity in the germplasm for all the
assessed traits, detecting a wide variability for DFM, DFF and AACUM. Weak genetic
correlations between yield and maturation components indicated the possibility of selection for
earliness without compromising the grain yield. The genetic diversity quantified by the distances
of Mahalanobis enabled the suggestion of hybrid combinations of higher heterotic effect for
earliness and grain yield. There were similarities in the Tocher and UPGMA grouping, which
were efficient to classify the genetic variability. By the mixed linear model (MLM) it was
possible to detect associations among days for male and female flourishing with SNP markers in
all chromosomes, with predominance of chromosomes 1 and 3 and for the loss of moisture in the
chromosomes 5 and 6. With of multiple regression analysis of stepwise for DFM, DFF and
AACUM, the complete models explained 79%, 93% and 56% of the variation for the genotypic
values, respectively, being found predominantly significant markers in the chromosomes 1 and 3.
The detection of similar and also different genomic regions for these traits, which are highly
correlated, makes possible to raise the hypothesis of the importance of the genetic linkage and
pleiotropy to explain the maturation of grains in corn inbred lines. The results obtained are
promising and the genomic regions associated with DFM, DFF and AACUM, will be evaluated
in validation experiments, which will be useful in selection programs of genotypes with the

maturity sought by the breeder.

Keywords: Genetic variability. Grain moisture loss. Linkage disequilibrium.
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1.1 INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.), cereal que apresenta ampla utilizacdo na alimentacdo humana e
animal e derivado util em diferentes segmentos da industria (PAES, 2008) € a segunda cultura de
maior drea plantada no Brasil, totalizando 15,4 milhdes de hectares (ha) dos 58,5 milhdes de ha
cultivados para a safra agricola de 2015/2016 (CONAB, 2016).

A producdo de milho de verdo vem diminuindo ano apds ano em todo Pais. Na safra de
verdao de 2005/2006 a area semeada de milho no Estado do Parana foi de 1,3 milhdes de ha,
sendo que apdés dez anos o cultivo resume-se a 424,6 mil ha (CONAB, 2005; CONAB, 2016).
Segundo Camargo e Moraes (2014), a menor expressio do milho de verdo encontra-se
relacionada a perda de espacgo para a cultura da soja, que entre os comparativos dos produtores,
relatam que essa oleaginosa possui maior rentabilidade, baixos custos e menores riscos de
producdo. Ja em relacdo ao cultivo de safrinha, que segundo estimativa da CONAB (2016)
haverd um acréscimo de 3,7% em relacdo aos 9,5 milhdes de hectares cultivados em 2015. Essa
estimativa e os dados de cultivo de anos anteriores ratificam o estabelecimento da safrinha de
milho como a principal safra de cultivo do milho, e empregados hibridos superprecoces para a
manutencdo de dreas inadequadas para a cultura do milho safrinha, e para a antecipacao do ciclo
no milho de verdo, visando escapar das estiagens comuns nos meses de novembro e dezembro
(FRANCO; MARQUES; VIGIDAL FILHO, 2013).

A semeadura do milho safrinha no Oeste do Parand vinha sendo realizada em meados
fevereiro, mas teve modificagdes que sdo diretamente relacionadas com o desenvolvimento de
variedades de soja mais precoces, possibilitando a antecipacdo de plantio desse cereal
(SEAB/DERAL, 2016). Para os plantios realizados a partir de meados de fevereiro, a cultura de
milho se estabelece em condi¢des de elevadas temperaturas no inicio do desenvolvimento
vegetativo, redugdo de temperaturas noturnas no periodo da polinizacio, ocorréncia de geadas
durante o enchimento de graos e altos indices pluviométricos na colheita, resultando em perdas
substanciais ao produtor (SOUZA, 2013). Nesse contexto, hibridos superprecoces tém sido
recomendados preferencialmente para essa época de plantio. Como a drea de milho vem sendo
empregada predominantemente em sucessdo a cultura da soja, o produtor tem a oportunidade de
explorar melhor o potencial produtivo pela escolha de hibridos precoces e superprecoces, para
abertura e fechamento da janela de plantio, respectivamente (CRUZ et al., 2010). Assim, com a
antecipacdo de plantio da safrinha de milho, a superprecocidade torna-se secunddria, podendo-se
recomendar hibridos precoces, que em condicdes edafocliméticas adequadas apresentam maior

capacidade produtiva do que os superprecoces (SHIOGA; GERAGE, 2010).
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Pela busca por hibridos de alto valor para o mercado, aliada a necessidade de agilidade
e economia de recursos, os programas de melhoramento genético de milho t€ém realizado
trabalhos de caracterizac@o de linhagens, para atributos de importancia agronémica, dentre eles a
avaliag¢do para nimero de dias para o florescimento, perda de umidade dos graos e produtividade
de graos, fornecendo informagdes aos melhoristas para a predi¢dao de hibridos promissores e com
a maturidade exigida pelo mercado (SILVA, 2014; CLOVIS, et al., 2015).

O processo de criagdo de novos hibridos baseia-se na obtencdo e identificacdo das
melhores linhagens e posteriores cruzamentos entre elas, geralmente oriundas de populagdes
distintas, apresentando alta capacidade de combinacdo (MIRANDA FILHO; VIEGAS, 1987).
Em regides tropicais, a elevada variabilidade genética do germoplasma tem dificultado a selecdo
das linhagens elites para precocidade e produtividade, pois sdo caracteres complexos e
negativamente correlacionados (HAULLAUER; CARENA; MIRANDA FILHO, 2010), mas a
selecdo pode ser realizada de modo indireto com a avaliacdo de componentes secundérios de
heran¢a menos complexa (LIMA et al., 2008; BALESTRE et al., 2012; CHAVES, 2013).

Como a produtividade de gridos e outras caracteristicas de valor econdmico para a
cultura do milho, como florescimento e perda de umidade sdo governadas por vdrios genes €
altamente influenciadas pelas condi¢des de cultivo, pesquisas tém sido intensificadas com o
intuito de predizer os valores genotipicos dos individuos para os locos de caracteristicas
quantitativas (Quantitative Trait Loci - QTLs) de interesse. Nesse contexto, ¢ fundamental aos
programas de melhoramento genético identificar a posi¢cdo dos genes no genoma e estimar 0s
efeitos génicos e interagcdes para permitir a selecdo gendomica (MEYER et al., 2013).

Com o advento de plataformas de genotipagem para os marcadores do polimorfismo de
um Unico nucleotideo (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) a custo acessivel e genotipagem
em larga escala, tornou-se possivel identificar regides gendmicas em plantas por meio do
mapeamento por associacdo, que dispensa emprego de cruzamentos (XU et al., 2009). Nessa
estratégia de andlise, a base do mapeamento ocorre no desequilibrio de ligacao (DL) da
populacdo ndo relacionada, em que se avalia o DL entre o marcador e o QTL. O mapeamento por
associacdo vem tornando-se uma poderosa ferramenta para a identificacdo de regides gendmicas
relacionados a caracteristicas genéticas complexas e que pode ser usada para selecio em
diferentes populacdes de melhoramento (YU; BUCKLER, 2006; FRITSCHE-NETO et al.,
2012).

Assim, o trabalho teve como objetivos avaliar a diversidade genética e mapear regioes

genOmicas associadas com maturacdo de graos em linhagens de milho comum.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Origem e Domesticacido da Cultura do Milho

O milho é uma graminea diploide da familia Poaceae, tribo Maydeae, género Zea e
espécie Zea mays L. E taxonomicamente identificado como Zea mays L. spp. Mays, para
distinguir do seu parente silvestre mais proximo, o teosinto, considerado de mesma espécie e
com vdrias subespécies. Sua origem data entre 7.000 e 10.000 anos atrds no México e na
América Central, e sua linha evolutiva é bastante discutida. Vdrias hip6teses t€m sido propostas
com o intuito de explica-la, porém, a teoria mais consistente relaciona a ascendéncia do milho ao
teosinto, graminea com vdrias espigas sem sabugo, que pode cruzar naturalmente com o milho,
produzindo descendentes férteis (GALINAT, 1995).

A tribo Maydeae diferencia-se pelo monoecismo, com flores unissexuadas, em
inflorescéncias masculinas e femininas separadas na mesma planta. Para o milho esse
mecanismo acentuou-se durante a evolugdo, com maior separacdo espacial da inflorescéncia
feminina (espiga) e da masculina (pendao), justificando sua classificacdo alégama, com taxa de
autofecundacgdo inferior a 5%, e compreendendo o vento seu principal agente de polinizacio

(MIRANDA FILHO; VIEGAS, 1987).

1.2.2 Fisiologia da Cultura do Milho com Enfase ao Ciclo da Cultura

O ciclo de vida da planta de milho pode ser dividido em uma série de estadios
fenoldgicos. Em cada estadio sdo identificadas mudangas que os caracterizam, controladas por
estimulos hormonais e induzidas por fatores ambientais, mas, de modo geral, sdo consideradas
duas fases: vegetativa e reprodutiva (FANCELLI, 2001).

A fase vegetativa (VE) inicia-se com a emergéncia. Os demais estadios vegetativos sao
designados numericamente como V1, V2, etc., até V(n), em que “n” representa o ultimo estadio
foliar antes do pendoamento (VT) (Figura 1). Cada estddio vegetativo € caracterizado pelo
nimero de folhas completamente expandidas. O estddio VT inicia-se quando o dltimo ramo do
penddo estd completamente visivel e os estilos-estigmas ainda ndo emergiram. O estddio VT
comecga, aproximadamente, de dois a trés dias antes da emergéncia do estilo-estigma da boneca.
O tempo decorrente entre VT e R1 pode variar consideravelmente, dependendo do gendtipo e
das condi¢cdes ambientais. Terminado a fase vegetativa, inicia-se a fase reprodutiva, também

dividida em vérios estddios, referentes ao desenvolvimento do grdo, iniciando com o estddio R1



12

(florescimento) e encerando com o R6 (maturagdo fisiologica) (Figura 1) (FANCELLI, 2001;
MAGALHAES; DURAES, 2010).

Definigio da Densidade do griio g
| L - J

\ L)

Definigio do [N
Tamanho da Espiga ‘

\

Definigéo do
Numero de Flleiras

petiito o Mo\ )

Producio Potencial

24 36 48 55
Dias apés a polinizagiio

Semanas apds a emergincia

Figura 1 - Estadios de desenvolvimento da cultura do milho. Adaptado de Fancelli (1986).

Por pertencer ao grupo de plantas C4, o milho apresenta taxa fotossintética elevada,
respondendo em rendimento ao aumento da intensidade luminosa. A maior sensibilidade a
variagdo de luz ocorre no inicio da fase reprodutiva, ou seja, nos primeiros 15 dias apds o
pendoamento (LANDAU; SANS; SANTANA, 2010). A precipitacdo e radiacdo também
assumem papel de destaque, pois o regime de chuvas determina a disponibilidade de 4dgua no
solo, afetando indiretamente as taxas de radiacdo, uma vez que chuvas intensas limitam a
radiacao solar que chega a superficie. A temperatura também representa um fator limitante, por
influenciar varios processos metabdlicos, como crescimento do sistema radicular, absor¢ao de

agua, fotossintese, respiracao e transpiracio (BARBANO et al., 2003).
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1.2.3 Genética e Melhoramento Relacionados a Maturacao em Milho

A existéncia de caracteres correlacionados pode interferir positivamente ou
negativamente a selecdo, afetando a identificacdo de progénies produtivas e precoces (FIORINI
et al., 2015). A correlacdo reflete o grau de associacdo entre caracteres e seu conhecimento €
importante por mostrar como um caractere influencia a expressdo de outros (PATERNIANI,
1993). De forma geral, o ciclo do milho encontra-se correlacionada com nimero de dias para o
florescimento (LOPES; GALVAO; CRUZ, 1995; LIMA et al., 2008; MARCONDES et al.,
2015), com a perda de umidade do grio apds a maturidade fisiolégica (SCHMIDT;
HALLAUER, 1966; GUISCEM, J. M. et al., 2002; FIORINI et al., 2015) e com os componentes
secundérios, como: comprimento de espiga, diametro de espiga, didmetro do sabugo, relacao
diametro espiga/sabugo, relacdo massa espiga/graos, nimero de fileiras de graos, peso de mil
sementes e peso hectolitro (LIMA et al., 2008; BALESTRE et al., 2012; CHAVES, 2013).

Troyer e Brow (1976) trabalharam a precocidade em milho realizando selecdo direta
entre os genotipos daquela época, que eram na grande maioria classificados como tardios, e entre
as hipoteses, acreditavam que a selecdo pudesse acarretar queda na produtividade. Ao
selecionarem progénies tardias cruzadas com linhagens elites, acabaram promovendo ampliagdo
da variabilidade genética, e com selecdo recorrente das mais precoces, perceberam que a
produtividade manteve-se a mesma. O milho por ser insensivel ao fotoperiodo mantém-se
produtivo, mesmo sendo selecionando a partir de materiais tardios (RUSSELL; STUBER, 1985,
TROYER; LARKINS, 1985).

Varidveis como altura de planta e drea foliar sdo diretamente influenciados pelo nimero
de dias para o florescimento (CHASE; NANDA, 1967) em que, hibridos de milho com maior
estatura e folhas mais extensas, apresentam maior periodo vegetativo. Tollenaar (1992)
recomendou o cultivo de milho em alta densidade de estaturas menores e de folhas curtas e
eretas, que possibilitariam incremento da produtividade sem interferir na intercep¢do solar
maxima. Com o intuito de maximizar o rendimento de graos em regidoes de curta estacdo de
crescimento, Almeida et al. (2000) sugeriram o aumento da densidade de plantio de milho
precoce como alternativa para maximizar o rendimento de grdos de hibridos resistentes ao
acamamento em regides de curta estacdo de crescimento sob condi¢des edafoclimdticas
favoraveis (PIANA et al., 2008; FARINELLI; CERVEIRA JUNIOR, 2014; FOLONI et al.,
2014).

O florescimento em milho é um caractere oligogénico (WARNER, 1952; ROQOD;
MAIJOR, 1981, LOPES; GALVAO; CRUZ, 1995; LIMA et al., 2008; SHER et al., 2012),
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determinado em vdrios estudos por apresentar distintos tipos e magnitudes para acdo génica:
efeito aditivo e dominancia parcial (GIESBRECHT, 1960; HALLAUER, 1965), de dominancia
parcial e sobredominancia (ROOD; MAJOR, 1981), e controlado por QTLs de efeito aditivo
(KOESTER; SISCO; STUBER, 1993; CHARDON et al., 2004; BUCKLER et al., 2009).

A construcio de mapas de consenso com QTL permitiu identificar regides
cromossOmicas distribuidos em todo o genoma envolvidos no controle genético da época de
floragdo e caracteristicas relacionadas. Porém a falta de informag¢des moleculares ainda impede
descricdo mais completas e compreensdo da arquitetura genética para floragdo em milho
(SALVI; CASTELLETTI; TUBEROSA, 2009).

A perda de 4gua do grdo no campo € significativamente diferente para cada genétipo
durante e apds a maturagdo fisioldgica, e também € influenciada pelo ambiente (SCHMIDT;
HALLAUER, 1966). O periodo de perda de dgua varia mesmo quando as datas de florescimento
sao similares (TROYER; AMBROSE, 1971). A perda de dgua esta associada a duas fases, antes
e apOs a maturidade fisiol6gica. A velocidade da perda apresenta comportamento distinto em
cada uma delas, sendo lenta na fase de enchimento do grao e mais rdpida apds a maturidade
fisiolégica (BROOKING, 1990). Segundo Andrew, Ferweda e Strommem (1956), a associagcao
do ciclo de hibridos de milho avaliado em graus-dias estd correlacionada a 98% com a redugdo
do teor de dgua.

A permanéncia excessiva do milho no campo apds a maturidade fisiolégica promove
prejuizos decorrentes ao atraso da colheita, favorecendo incidéncia de doencas e gerando quebras
de produtividade (BORBA; ANDRADE; OLIVEIRA, 1994; MAGARI, KANG, ZHANG,
1996). A perda de 4gua também estd correlacionada significativamente com outras
caracteristicas morfoagrondmicas do milho (PURDY; CRANE, 1967; TROYER; AMBROSE,
1971; GUISCEM et al., 2002). Espigas com empalhamento curto (TROYER; AMBROSE, 1971)
e frouxas (CRANE; MILES; NEWMAN, 1959) favorecem rdpida secagem dos graos. Espigas
com sabugos mais curtos e didmetros menores também apresentam maior velocidade da perda de

dgua (PURDY; CRANE, 1967; CROSS; CHYLE JUNIOR; HAMMOND, 1987).
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1.2.4 Marcadores Moleculares com Enfase ao Mapeamento por Desequilibrio de Ligacao

Os marcadores moleculares tém sido utilizados pelos melhoristas com finalidade de
avaliar a diversidade genética entre germoplasma, apresentando algumas vantagens em relagdo
aos outros métodos, pois além de aumentarem a capacidade de detec¢dao de polimorfismo, sem
interacdo ambiental, podem ser avaliados em qualquer estidio de desenvolvimento; sendo
utilizados na estimagdo de diversidade genética, identificacdio de grupos heteréticos,
classificacdao de germoplasma, identificacio de genitores, pureza genética, selecdo assistida e
outros (PEREIRA; PEREIRA, 2006, GUIMARAES et al., 2006, SCHUSTER et al., 2006;
FERNANDES, 2010).

Existe, atualmente, um grande nimero de marcadores moleculares. Cada tipo de
marcador apresenta vantagens e desvantagens e a utilizagdo de um ou outro vai depender, entre
outros fatores, do objetivo do estudo, da infraestrutura disponivel, dos recursos financeiros para
o investimento, da disponibilidade de recursos humanos com treinamento apropriado e do nivel
de conhecimento da genética molecular da espécie a ser estudada (CAIXETA; FERRAO;
MACIEL-ZAMBOLIM, 2013).

Os marcadores SNPs sdo utilizados para identificar mutacdes e polimorfismos baseados
na posicao de um dnico nucleotideo, ou seja, mudanca de uma dnica base em posic¢do especifica
do genoma. Os SNPs podem ser classificados de acordo com o tipo de variagdao do nucleotideo
sendo transicdo ou transversdes. Na sua utilizacdo € necessdrio informacdes de sequenciamento
do DNA para o desenho de primers e sondas especificas, a expressdao genética mostra a
sequéncia de nucleotideos. Os marcadores SNPs podem ser utilizados na constru¢do de mapas
genéticos de alta resolucdo, no mapeamento de caracteristicas de interesse, na selecao assistida
por marcadores, nos estudos genéticos andlise de estrutura populacional, na anélise filogenética e
no mapeamento associativo com base no desequilibrio de ligacao (FALEIRO, 2011).

Os SNPs e pequenas insercOes e delecdes representam a forma mais frequente de
variacdo genética natural na maioria dos organismos e t€ém sido usados como nova geraciao de
marcadores moleculares. Os marcadores SNPs sdo geralmente bialélicos, ou seja, apresentam
dois alelos por loco, e por isso sdo menos informativos que os Simple Sequence Repeats (SSRs),
que geralmente sdo multialélicos (varios alelos por loco). Essa desvantagem é compensada pela
abundancia e capacidade dos SNPs a serem usados em genotipagem em larga escala, pois ao
contrario dos SSRs, os SNPs ndo se limitam apenas aos genes conhecidos. A distribui¢do e

frequéncia no genoma e a automacdo dos dados conferem outras vantagens desse tipo de
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marcador, que favorecem os estudos de selecio genomica ampla (CAIXETA; FERRAO;
MACIEL-ZAMBOLIM; 2013).

Em anadlises moleculares com a cultura do milho, os microssatélites e os SNPs estido
entre as técnicas mais informativas, pela disponibilidade de dados e por conterem primers ja
desenvolvidos para amplificagdo, facilitando a exploracio do seu genoma (TOME, 2009;
LANES et al., 2014).

A utilizacdo de marcadores moleculares fundamenta-se na ligacdo génica entre
marcadores e locos que governam as caracteristicas quantitativas de interesse. Todo QTL € na
verdade uma associacdo genética-estatistica entre uma regido do genoma e um caractere, que
possibilita a determinacdo do efeito da interacdo QTL por ambiente, da ocorréncia de efeitos
pleiotrépicos e/ou de ligagio génica (RESENDE; SILVA; RESENDE JUNIOR, 2013).

A construcdo de mapas genéticos detalhados com alto nivel de cobertura do genoma
possuem inuimeras finalidades ao melhoramento de plantas, tais como: cobertura e andlise do
genoma, mapeamento comparativo entre as diferentes espécies para avaliar a semelhanga entre
os genes na expressdo de um fenoétipo, predicdo de descendéncias de cruzamentos controlados,
decomposicdo de caracteres complexos em seus componentes mendelianos e identificacdo de
marcas relacionadas com regides-chave do genoma para a expressao QTLs (MOULIN, 2013).

Mapear uma populacdo € gerar um conjunto ordenado de informacdes sobre as
sequéncias do DNA que cobrem a totalidade ou parte do genoma, detalhando a distancia entre
genes e grupos de ligacOes genéticas. A técnica de mapeamento genético, que foi desenvolvida e
aplicada em populacOes segregantes, cruzamentos testes e duplo-haploides, é utilizada para
identificar regides genotipicas associadas com caracteres de interesse por meio de cruzamentos
(BERED; BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997). Porém a sua utilizacdo para fins de
melhoramento tem sido limitada aos genitores envolvidos na populagdo de mapeamento (CRUZ
et al., 2013).

Com o advento de plataformas de genotipagem para os marcadores SNPs com custo
acessivel e genotipagem em larga escala, tornou-se possivel a identificacdo de regides gendomicas
em plantas por meio do mapeamento por associacdo (XU et al,. 2009), que dispensa o emprego
de cruzamentos, conferindo a principal vantagem do mapeamento por associa¢do em relagdo ao
mapeamento por ligacdo génica, utilizando populagdes naturais ao invés de populacdes derivadas
de cruzamentos e que potencialmente possuem maior nimero de alelos por loco (FLINT-

GARCIA et al., 2005).
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Como desvantagem, a técnica apenas identifica efeitos fenotipicos de alelos com
frequéncia razoavelmente alta na populagcdo. Nessa estratégia de andlise, a base do mapeamento
ocorre no desequilibrio de ligacio (DL) da populacdo ndo relacionada, em que se avalia
estatisticamente o DL entre o marcador e o QTL, que sdo variacdes geradas por mutagcdes e
ampliadas por recombinagdes durante a evolucdo das espécies. (RESENDE JUNIOR et al.,
2013).

A eficiéncia do mapeamento associativo € significativamente influenciada pela estrutura
da populagdo, o que pode gerar associagdes espurias, isto €, entre marcador e QTL ndo ligados
(SORKHEH et al., 2008), mas a escolha da populacdo de mapeamento pelo melhorista com
ampla variabilidade genética contorna esse efeito (FRITSCHE-NETO et al, 2012).

Estatisticamente, o mapeamento por associacdo considera a diferenca entre as
probabilidades das frequéncias gaméticas observadas e esperadas sob equilibrio de ligacdo
génica (D), identificando a frequéncia dos gametas para cada loco. Por ser dependente das
frequéncias dos alelos individuais, o cdlculo de D ndo € suficiente para andlises de multiplos
pares em todo genoma, em que se utiliza o quadrado da correlagdo (r*) entre os valores de alelos
de dois locos. O 1 permite medir a propor¢do da variacdo causada por alelos do QTL que é
explicada pelos marcadores (MEUWISSEN, 2007).

A estratégia da genética de associacdo no melhoramento de plantas foi proposta
inicialmente por Bernardo e Yu (2007) para a cultura do milho, que verificaram eficiéncia de até
43% na selecdo para caracteristicas quantitativas comparado com a técnica pioneira de selecio
assistida, além da economia de recursos por minimizacdo das atividades de fenotipagem. O
genoma de milho tropical foi comparado com o de origem temperado quanto a queda de DL,
com 447 linhagens genotipadas com 1943 marcadores SNPs, e identificaram que o milho
tropical possui uma rapida queda do DL, o que fornece maiores possibilidades para a sele¢ao
(LU et al., 2011). A analise por DL tem sido efetiva em germoplasma de milho, e pode ser
empregada dentro de programas de melhoramento genético para maior nimero e precisdo de
informacdes para selecio (BERNARDO; YU, 2007; XU et al,. 2009; LU et al., 2011;
FRITSCHE-NETO et al., 2012).
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CAPITULO 1 - DIVERSIDADE GENETICA DE LINHAGENS DE MILHO PARA
CARACTERES RELACIONADOS A MATURACAO

RESUMO
Dentre os atributos fenotipicos mais importantes na cultura do milho, e que vem sendo usados
como parametro para a escolha dos hibridos, estd a produtividade associada com maturacdo dos
graos. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética associada com maturacdo
de graos em linhagens elites de milho. Os atributos fenotipicos de 81 linhagens elites foram
avaliados em experimento de campo implantado em delineamento de latice quadrado com trés
repeticoes. Procedeu-se a andlise de variancia e multivariada considerando blocos completos
casualizados devido a sua equivaléncia com a estimacao para eficiéncia do latice. Os resultados
da andlise de variancia indicam a existéncia de diversidade genética no germoplasma para todos
os caracteres avaliados, detectando-se ampla variabilidade para nimero de dias para o
florescimento masculino (DFM) e feminino (DFF), e perda de umidade dos grios, determinada
pela drea abaixo da curva de umidade (AACUM). A elevada magnitude para correlacdo genética
entre AACUM e umidade de graos coletados em diferentes momentos do estddio R6, torna
vidvel sugerir a sua substituicdo pela avaliacdo do teor de umidade em uma unica coleta. As
correlagdes genéticas fracas entre os componentes de rendimento e de maturagdo evidenciam a
possibilidade de sele¢do para precocidade sem comprometer a produtividade. Além do que, os
resultados dos métodos de otimizacdo de Tocher e de UPGMA foram concordantes, permitindo
classificar o germoplasma, e sugerir combinacdes hibridas entre linhagens dos grupos I e I, que

apresentam maior efeito heterdtico para produtividade associadas com precocidade.

Palavras-chave: Variabilidade genética. Perda de umidade. Florescimento. Precocidade.

Produtividade.
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ABSTRACT
Among the more important phenotypic attributes in the corn crop and that are being used as a
parameter to the hybrids choice, is the yield associated with grains maturation. This work aimed
to evaluate the genetic diversity associated with grains maturity in corn inbred lines. The
phenotypic attributes of 81 inbreds were assessed in field experiment implanted in square lattice
design with three repetitions. The variance and multivariate analysis were carried out considering
complete randomized blocks due to its equivalence with the estimation for the lattice efficiency.
The results of the variance analysis pointed out the existence of genetic diversity in the
germplasm for all the traits, detecting a wide variability for number of days for the male
flowering (DFM) and female (DFF), and the moisture loss of grains, determined by the area
below the moisture curve (AACUM). The extensive magnitude for the genetic correlation
between AACUM and moisture of grains collected at different moments of R6 stage, make it
viable to suggest its substitution for the moisture content evaluation in just one collection. Weak
genetic correlations between yield and maturation components indicated the possibility of
selection for earliness without compromising the yield. In addition to this, the results of Tocher
optimization methods and UPGMA were similar, enabling the classification of the germplasm
and the suggestion of hybrid combinations among inbreds of groups I and II, which presented

higher heterotic effect for yield associated with earliness.

Keywords: Genetic variability. Grain moisture loss. Flowering. Earliness. Yield.
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2.1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é a segunda cultura de maior drea plantada no Brasil apds a
cultura da soja, que ocupa 56% dos 58,5 milhdes de ha cultivados (CONAB, 2016). Na
progressdo dos ultimos dez anos, a semeadura do milho verdo perdeu espaco gradativamente
para a cultura da soja, onde no Estado do Parand a drea semeada que ja foi de 1,3 milhdes de ha
resume-se a 425 mil ha (CONAB 2005; CONAB 2016). Entre as justificativas, dos produtores
estdio a maior rentabilidade, baixos custos e menores riscos de producdo da oleaginosa
(CAMARGO; MORAES, 2014).

No entanto, o milho cultivado na segunda safra, cresceu de 711,9 mil ha para 2,0
milhdes de ha nesse mesmo periodo (CONAB 2005; CONAB 2016). Mudanca de cenério que
estabeleceu a safrinha como a principal safra de cultivo do milho (SOUZA, 2013). A
manutencdo de dreas inadequadas para a cultura do milho safrinha, e o plantio antecipado
visando escapar das estiagens comuns nos meses de novembro e dezembro nos cultivos de verao,
justificam o investimento em hibridos precoces e superprecoces de alto valor (FRANCO;
MARQUES; VIGIDAL-FILHO, 2013).

Na busca por hibridos de alto valor para o mercado, aliada a necessidade de agilidade e
economia de recursos, os programas de melhoramento genético de milho tém realizado trabalhos
de caracterizacdo de linhagens, para atributos de importancia agrondmica, dentre eles a avaliacdo
para produtividade de graos, o nimero de dias para o florescimento e perda de umidade dos
graos, que fornecem informacgdes aos melhoristas para a predi¢dao de hibridos promissores € com
a maturidade exigida pelo mercado (SILVA, 2014; CLOVIS et al., 2015).

O controle genético envolvido na determinac¢do do ndmero de dias para o florescimento
em milho foi investigado em varios estudos, detectando-se diferentes magnitudes e tipos de acao
génica envolvidos na expressdo desse caractere (WARNER, 1952; ROOD; MAJOR, 1981,
LOPES; GALVAO; CRUZ, 1995; LIMA et al., 2008). Pela andlise de QTLs relacionados ao
florescimento em mapa consenso em milho, foram identificadas regides gendmicas distribuidos
em todos os grupos de ligacio (KOESTER; SISCO; STUBER, 1993; CHARDON et al., 2004;
BUCKLER et al., 2009; SHER et al., 2012). Esses resultados discrepantes podem ser justificados
pela elevada influéncia das condi¢Oes de ambiente para determinagdo desse caractere, aliada ao
emprego de germoplasma e metodologias genético-estatisticas distintas.

A perda de 4gua do grdo no campo € significativamente diferente para cada genétipo
durante e apds a maturacdo fisiolégica, e também € muito influenciada pelo ambiente

(SCHMIDT; HALLAUER, 1966), dependente da constitui¢do genotipica, mesmo quando as



27

datas de florescimento sdo similares (TROYER; AMBROSE, 1971). A perda de dgua estd
associada a duas fases, antes e apds a maturidade fisioldgica. A velocidade da perda apresenta
comportamento distinto em cada uma delas, sendo lenta na fase de enchimento do grdo e mais
rdpida apds a maturidade fisiol6gica (BROOKING, 1990).

Segundo Andrew, Ferweda e Strommem (1956), a correlagdo do ciclo de hibridos de
milho avaliado em graus-dias estd correlacionada a 98% com a reducdo do teor de dgua. Outros
componentes morfoagrondmicos do milho, de heranca menos complexa, tais como didmetro da
espiga, didametro do sabugo, comprimento da espiga, comprimento do peddnculo e nimero de
fileiras também influenciam a perda de 4dgua, e sua avaliacdo auxilia a selecdo de gendtipos de
modo indireto (PURDY; CRANE, 1967; GUISCEM et al., 2002; LIMA et al., 2008; CHAVES,
2013).

Em regides tropicais, a elevada variabilidade genética do germoplasma tem dificultado
a selecdo das linhagens elites para precocidade e produtividade, pois sdo caracteres complexos e
correlacionados negativamente (HAULLAUER; CARENA; MIRANDA FILHO, 2010). Realizar
a identificacdo de materiais com rdpido florescimento e rdpida perda de umidade sem que ocorra
reducdo da produtividade; conferem os maiores desafios dos programas de melhoramento
genético (SOUZA, 2013).

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a existéncia de variabilidade genética no

florescimento e na maturacao de graos em linhagens de milho comum.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material e Condic¢oes de Cultivo

O ensaio foi implantado em condicdes de campo na estacdo experimental da
COODETEC (24°53'8.54"S; 53°32'4.72"W; 678 m de altitude), no municipio de Cascavel, na
safra de verdo 2014/15. As 81 linhagens de milho comum foram distribuidas empregando-se o
delineamento de latice quadrado (9 x 9) com trés repeti¢des, totalizando 243 parcelas. A unidade
experimental foi constituida de quatro linhas de quatro metros, com 20 plantas/rua e o
espacamento entre linhas foi de 0,76 m. Os tratos culturais foram efetuados conforme as

recomendacdes da cultura (EMBRAPA, 2010).

2.2.2 Caracteristicas Avaliadas

O numero de dias para florescimento feminino (DFF) e masculino (DFM) foi
determinado no estdgio R1 em parcela total, aferindo-se a data quando 50% + uma das plantas
estavam com emissdo de pdlen e estilos-estigmas expostos.

As coletas das espigas para a determinacdo do teor de umidade iniciaram-se no
momento que as linhagens mais precoces atingiram o estdgio R6 (maturacio fisioldgica) e
apresentavam em torno de 30% de umidade. Trés espigas foram amostradas aleatoriamente nas
observagdes, com umidade estabelecida em determinador de umidade automatico tipo 999 ES
Motomco®, com dial maximo de 35,8%. As espigas foram coletas sem desprendimento da
palha, colocadas em sacos plasticos de rede “tipo cebola”, etiquetadas e transportadas
rapidamente a um ambiente protegido, para afericio da umidade. No total, sete coletas foram
realizadas em intervalos de quatro dias, totalizando 28 dias de anota¢des para umidade de graos.
Os percentuais de umidade dos grdos para as sete amostragens realizadas foram tabuladas em
grafico visando estimar a drea abaixo da curva de umidade (AACUM) empregando-se
metodologia descrita por Shaner e Finney (1977).

Como as diferentes linhagens apresentavam considerdvel variacio no percentual de
umidade de grios, efetuou-se a colheita de todos os tratamentos quando as mais tardias atingiram
22%. Assim, todas as parcelas foram colhidas e submetidas a secagem artificial em cimara de ar
forcado a 60 °C por 72 horas, para obten¢do da umidade ideal de armazenamento de 13% e
avaliadas empregando-se metodologia descrita pelo MAPA (2009): peso de mil graos (PMG),
em gramas (g); peso hectolitro (HL), em g; massa de graos (MG), em g; relacio massa da

espiga/graos (RMEG); didmetro da espiga (DE), em milimetros (mm); didmetro do sabugo (DS),
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em mm; relacdo didmetro espiga/sabugo (RDES); comprimento da espiga (CE), em cm; e
numero de fileiras (NF) em nimero médio de fileiras por espiga. Para os caracteres RMEG, DE,
DS, RDES, CE, e NF, realizaram-se 10 observacdes/parcela, e posteriormente obteve-se a média

aritmética.

2.2.3. Analise Estatistica

Inicialmente os dados do experimento foram submetidos a verificagdo de assimetria,
curtose e distribuicdo normal dos dados pelo teste de Lilliefors, e de homogeneidade das
variancias pelo teste de Bartlett. Como todos os dados para os caracteres avaliados atenderam as
pressuposicdes da andlise de variancia, empregou-se o modelo estatistico do latice (COCHRAN;
COX, 1966). A eficiéncia do latice foi estimada para todos os caracteres, com variagdo 95,8 a
109,2%, sendo inferior ao limite de 120%, e permitindo realizar a andlise de varidncia com
modelo estatistico para experimentos conduzidos em blocos casualizados (MORAES et al.,
1988; GOMES; GARCIA, 1991).

ApOs a definicdo do modelo e a realizacdo da andlise de varidncia, estimou-se 0s
parametros genéticos e de ambiente, o coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de variacio
genético (CVg) e a herdabilidade, e efetuou-se o agrupamento das médias das linhagens em
grupos homogéneos, aplicando-se o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

As correlacdes genéticas e fenotipicas foram estimadas para identificar o grau de
associacOes entre eles. A correlacdo linear (r) entre duas varidveis aleatorias X e Y é dada pela

expressao:

3 (=D -F)

i=l

\/{iw —f)z}{i(y, —.ﬂ
(1)

r=

[i{ Y =¥
H I i=l A

Em que = refere-se a covarianciade X e Y, e - =

a variancia de X e Y (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).
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Com o intuito de identificar a linha de tendéncia das linhagens entre o nimero de dias
para o florescimento masculino (DFM), feminino (DFF) e para drea abaixo da curva de umidade
(AACUM), as médias foram submetidas ao estudo de regressao polinomial, que determinou qual

dos polindmios (1°, 2 © ou 3 ° grau) explicou satisfatoriamente a relacdo entre as linhagens e os
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caracteres. Utilizou-se o teste F para verificar a significAncia dos efeitos polinomiais,
escolhendo-se o modelo de maior grau (GOMES, 1990; CRUZ; REGAZZI, 1997).

A utilizacdo de estatistica univariada e andlise de correlacdes podem disponibilizar
informacdes insuficientes, sendo que o emprego de estratégias multivariadas, como os métodos
de agrupamento de Tocher e de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean), fornecem informacdes complementares aos pesquisadores.

Para esse fim, foi estimada inicialmente a distincia generalizada de Mahalanobis, que
leva em consideracdo as correlacdes residuais entre as varidveis analisadas. A partir da
observagdo Yij referente a j-€sima caracteristica, na i-€ésima linhagem e na k-€ésima repeticéo,
sdo estimadas as médias Xj; (= Xj;,/r) e a matriz n x n de dispersdo residual entre os caracteres, ou
matriz de varidncias e covariancias residuais (y). Considerando que dj representa a diferenca
entre médias de duas linhagens (i e 1’) para uma dada caracteristica j, a distancia generalizada de
Mahalanobis (D*) é dada por: D%;y= 8" v 8, em que &’= dj. Com as distincias de Mahalanobis
estimadas para os pares de linhagens avaliadas, submeteu-se a andlise multivariada, empregando-
se 0 método de otimizacao de Tocher e do UPGMA (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).

A 1importancia relativa dos caracteres em relacdo a divergéncia genética entre as
varidveis foi estudada segundo Singh (1981), com eliminacdo do caractere relacdo diametro
espiga/sabugo (RDES) de menor contribui¢do a divergéncia entre as linhagens.

Os procedimentos estatisticos foram realizados com auxilio do aplicativo computacional

GENES (CRUZ, 2006).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Analise Univariada

Pelos resultados da Tabela 1, observou-se diferencas significativas entre as médias das
linhagens de milho no nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, em todos os caracteres
avaliados. Esse fato indica que pelo menos uma linhagem difere significativamente das demais e
evidenciando a existéncia de variabilidade genética. Observou-se também alta precisdo do
ensaio, revelado pelos baixos coeficientes de variacdo para todos os caracteres, com excecao do

carater PMG (4,5 < CV < 11%) considerado médio (SCAPIM; CARVALHO; CRUZ, 1995).

Tabela 1 - Andlise de varidncia para 12 caracteres avaliados em germoplasma de milho comum
(Cascavel/PR, safra 2014/15)

Quadrados médios

FV GL AACUM DFM DFF MG PMG HL
Blocos 2 1492.,44 0,10 1,66 442,94 946,59 27,58
Gendtipos 80 13100,95%* 36,71%*  57,04%%* 1101,31%* 4778,47** 167,18%*
Residuo 160 371,55 0,90 1,21 69,10 162,08 14,80
Média 836,03 68,24 69,42 93,96 275,15 192,83

CV (%) 2,31 1,39 1,59 8,85 4,63 2,00
CVg(%) 7,79 5,06 6,21 19,74 14,26 3,70
CVg/CV 3,38 3,64 3,92 2,23 3,08 1,85

h? 0,97 0,97 0,97 0,93 0,96 0,91

Quadrados médios

FV GL RMGE DE DS RDES NF CE
Blocos 2 0,004 3,11 1,24 0,001 0,65 2,46
Gendtipos 80 0,005%* 36,48%* 19,56%* 0,02%* 8,94+%* 7,26%%
Residuo 160 0,000 1,06 0,31 0,001 0,28 0,28
Média 0,82 43,10 27,18 0,61 14,56 13,34

CV (%) 2,49 2,38 2,06 3,89 3,64 3,25
CVg (%) 5,24 7,97 9,32 13,69 11,67 9,33
CVg/CV 2,10 3,34 4,52 3,52 3,21 2,87

h? 0,92 0,97 0,98 0,97 0,96 0,96

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; FV = fonte de variacdo; GL = graus de liberdade; CV =
coeficiente de variacdo; CVg(%) = coeficiente de variagdo genotipica; CVg/CV =razdo do CVgcom o CV;e h?2=
herdabilidade.

AACUM = drea abaixo da curva de umidade; DFM = dias para floracio masculina; DFF = dias para floragdo
feminina; MG = massa de griaos; PMG = peso de mil graos; HL = peso hectolitro, RMEG = relagdo massa da
espiga/grios; DE = didmetro da espiga; DS = didmetro do sabugo; RDES = relacdo didmetro espiga/sabugo; NF =
nimero de fileiras; e CE = comprimento da espiga.

Em relacdo aos parametros genéticos estimados (Tabela 1), constatou-se que o0s
coeficientes de herdabilidade e a relacio CVg/CV foram superiores a 0,90 e a 1,

respectivamente, ratificando a existéncia de variabilidade genética e a importancia de fatores
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genéticos na determinacio dos caracteres relacionados a maturacdo e a produtividade de graos
(LIMA et al., 2008; HALLAUER; CARENA; MIRANDA FILHO, 2010).

Os valores médios das linhagens para o caractere AACUM variaram de 599,7 a 981,
distribuidos em 10 grupos pelo método de Scott Knott a 5% de probabilidade (Tabela 2). A
linhagem CDLO8 foi a mais eficiente na reducdo de umidade de graos, considerada a mais
precoce dentre os gendtipos. As linhagens CDL52, CDL57 ¢ CDL72 no grupo “I” também se
destacaram como precoces, com area < a 703,6. As linhagens classificadas nos grupos “A”, “B”
e “C” somaram maior AACUM por apresentarem umidade elevada no inicio das coletas e por
1sso, consideradas tardias.

Para DFM, detectou-se amplitude de 19,7 dias entre a linhagem mais precoce e a mais
tardia. Pela técnica de Scott Knott (p< 0,05), dos nove grupos formados, a linhagem CDLS57
apresentou a menor soma de DFM, que seguida das linhagens CDL08, CDL14, CDL22, CDL52
e CDL72, foram consideradas precoces, com floracdo em até 63,9 dias apds a semeadura (Tabela
2). E para DFF, a amplitude foi de 21,7 dias entre os genétipos, com agrupamento de oito grupos
por Scott Knott (p< 0,05). A linhagem CDLS57 novamente destacou-se pela precocidade
relacionada a floracdo, seguida das linhagens CDLO08, CDL22, CDL26, CDL52, CDL72 e
CDL79, também consideradas precoces para o caractere, com floragdo média < de 64,2 dias apos
a semeadura (Tabela 2).

Ao observar-se diretamente o agrupamento por Scott Knott (p< 0,05) para DFM e DFF,
nota-se grandes semelhancas de pares e até grupos de linhagens que se mantiveram juntamente
agrupados em ambos os atributos (Tabela 2). Essa associagdo foi confirmada com a estimacao da
correlagdo genética (ry) para esses caracteres, de 0,92, considerada muito forte (Tabela 3). De
maneira geral, a emissdo da inflorescéncia masculina antecede de dois a quatro dias a exposi¢ao
dos estilos-estigmas (MAGALHAES; DURAES, 2008), revelando a alta correlagdo.

Também se detectou forte correlagdo genética entre DFM e AACUM (rg=0,81) € entre
DFF e AACUM (1,=0,78) (Tabela 3), e por isso um estudo de regressdo polinomial foi utilizado
para verificar a possibilidade de estimar a AACUM dispondo apenas da informac¢do do ndmero

de dias para o florescimento.



33

Tabela 2 - Agrupamento Scott Knott a 5% de probabilidade para drea abaixo da curva de umidade (AACUM), dias para floragdo masculina (DFM)
e dias para floracdo feminina (DFF) em 81 linhagens de milho comum (Cascavel/PR, safra 2014/15)

Grupos A B C D E F G H I J
IM 981 980,9-926,3 926,2-893,0 892,9-868,4 868,3-828,8 828,7-790,4 790,3-733,4  733,3-703,7  703,6-648,9  648,8-599,7
60 20 58 12 19 37 9 17 24 1 2 3 5 4 6 10 13 14 15 54 79 52 57 8 (CDL)
= 59 77 40 41 43 31 32 34 7 11 18 23 16 21 25 27 22 26 72
8 61 75 80 38 42 45 28 33 35 36 29 30 44 46
> 50 63 68 39 48 55 62 47 49 51 53
< 81 64 67 70 71 56 65 66 69
74 76 78 73
Grupo A B C D E F G H |
M 78-76,6 765-746 74,5-723 72,2 - 69,3 69,2 - 67,6 67,5 - 66 65,9 - 64 63,9-61,3 61,2-583
60 61 58 75 19 4059 2 9 12 13 17 202328 1 3 7 10 6 1516 4 5 11 24 8 14 22 57(CDL)
p= 80 29 31 32 33 34 35 37 38 18 25 27 36 21 44 56 26 30 49 53 52 79
E 39 41 42 43 45 47 50 65 46 48 51 62 64 76 54 55 63 66
68 69 70 74 77 78 81 67 71 72 73
Grupo A B C D E F G H
™M 80-78,3 78,2 -74 73,9-71,3 71,2 - 69 68,9 - 67 66,9 - 64,3 64,2-61,3 61,2-58,3
e 175960 193437 9 1020 1 2 3 7 13182529 121516 27 4 5 6 11 14 21 8 22 26 57(CDL)
E 61 80 42 58 75 23 28 40 31 32 33 35 38 43 44 45 36 39 46 56 24 30 49 53 54 55 52 72 79
77 78 41 47 69 48 50 51 65 68 70 74 81 62 64 67 71 63 66 73 76

IM = intervalo de médias.
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Tabela 3 - Valores dos coeficientes de correlagdes genéticas (r,) acima da diagonal, e fenotipica
(rf), abaixo da diagonal, entre os componentes de producdo avaliados em
germoplasma de milho comum (Cascavel/PR, safra 2014/15)

AACUM DFM DFF MG DE DS RDES RMEG NF CE PMG HL
0,81 0,78 0,17 0,21 0,20 0,18 -0,10 0,21 0,45 0,24 0,07
092 -0,02 0,02 0,16 0,24 -030 0,12 052 0,02 0,18
-0,13 -0,15 -0,01 0,37 -0,29 0,05 0,53 -0,01 0,14
0,74 036 -0,03 059 039 031 046 0,11
0,80 -0,57 0,27 0,68 -0,03 0,35 -0,12
-0,74 -0,14 0,72 -0,06 0,03 -0,11
0,19 -0,55 0,71 0,11 0,20
0,10 0,13 0,30 041

AACUM -
DFM 0,79 -
DFF 0,76 091 -
MG 0,17 -0,02 -0,12 -
DE 0,20 0,02 -0,14 0,73 -
DS 0,20 0,15 -0,01 0,35 0,79 -
RDES 0,18 0,23 0,36 -0,03 -0,55 -0,73 -
RMEG -0,09  -0,28 -0,28 0,58 0,27 -0,13 0,19 -
NF 0,20 0,12 0,04 0,37 0,66 0,70 -0,53 0,09

- -0,11 -0,14 0,09
CE 044 050 051 030 -0,02 -0,06 0,72 0,13 -0,11 - 0,18 0,16
PMG 024 0,02 -0,01 046 035 003 0,11 029 -0,14 0,18 - 0,02
HL 0,07 0,16 0,13 0,14 -0,09 -0,10 0,19 041 0,08 0,15 0,03 -

AACUM = drea abaixo da curva de umidade; DFM = dias para floragdo masculina; DFF = dias para floracao feminina;
MG = massa de grios; DE = didmetro da espiga; DS = didmetro do sabugo; RDES = relag¢do didmetro espiga/sabugo;
RMEG = relagdo massa da espiga/graos; NF = ntimero de fileiras; CE = comprimento da espiga; PMG = peso de mil
graos; e HL = peso hectolitro.

Pela andlise de regressdo polinomial, detectou-se que as equacdes com efeito
quadraticos foram as que melhor representam a AACUM pelos florescimentos masculinos (Y = -
2667,8 + 88,92 X — 0,55 X% R’=0,632) e femininos (Y= -2537,5 + 84,29 X — 0,51 X%
R?=0,648). No entanto, os coeficientes de determinacdo associados as equacdes de regressio
estimadas foram de moderada magnitude, demonstrando a existéncia de outros fatores nao
explicados no modelo, e que poderdo resultar na mudanga do ordenamento das médias dos
genotipos. Assim, a determinacdo do nimero de dias para o florescimento ndo € uma decisdao
suficientemente eficaz na identificacdo de gendtipos com maior ou menor perda de umidade de
graos requeridos pelos programas de melhoramento de milho.

Considerando a importancia do caractere AACUM, mesmo apresentando alta correlagao
com florescimentos masculinos e femininos (Tabela 3), torna-se necessario verificar a
possibilidade de uma alternativa, pois sua determinagdo € bastante trabalhosa, dificultando sua
aplicacdo na rotina de um programa de melhoramento genético. Nesse contexto, foram
empregadas as umidades de graos de espigas coletadas a cada quatro dias (UR1 até UR7)
visando estimar os coeficientes de correlagdo genética com AACUM, DFF e DFM. Os
coeficientes de correlacdo genética de AACUM com as umidades de grdos foram, a partir da
terceira coleta (UR3), muito fortes (> 0,90), e atingiram a magnitude de r,=0,98 na quinta (URS5)

e sexta coleta (UR6) (Tabela 4). Nas URS e UR6, as umidades de graos das linhagens mais
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precoces apresentavam 19,7% e 17,2%, respectivamente, enquanto que as mais tardias se
encontravam com aproximadamente 35%. Essa elevada magnitude da umidade de grdos torna
vidvel sugerir a possibilidade de substitui¢do da varidvel AACUM por uma tnica coleta de
umidade, facilitando o estudo da perda de umidade e aplicdvel em rotina dentro dos programas

de melhoramento de milho.

Tabela 4 - Valores dos coeficientes de correlagdes genéticas (rg) acima da diagonal, e fenotipicas
(r¢), abaixo da diagonal, entre os caracteres relacionados a maturagdo e as coletas de
umidade em germoplasma de milho comum (Cascavel/PR, safra 2014/15)

AACUM DFM DFF UR1 UR2 UR3 UR4 UR5 UR6 UR7

AACUM - 0,81 0,78 077 08 092 095 098 098 091

DFM 0,79 - 092 070 081 080 0,79 0,77 0,775 0,68
DFF 0,76 0,91 - 062 074 079 0,76 0,777 0,73 0,60
URI1 0,72 0,65 0,58 - 092 0,77 065 0,74 0,68 0,63
UR2 0,85 0,77 0,70 0,86 - 095 0,75 087 081 0,70
UR3 0,90 0,77 0,77 0,71 0,88 - 08 091 083 0,75
UR4 0,92 0,75 0,72 0,59 0,68 0,79 - 094 092 0,87
URS 0,94 0,73 0,73 0,66 0,79 0,84 0,86 - 0,95 0,83
URG6 0,95 0,71 0,69 061 0,75 0,79 0,84 0,88 - 0,94
UR7 0,88 0,64 057 057 065 071 079 0,77 0,89 -

AACUM = drea abaixo da curva de umidade; DFM = dias para floracio masculina; DFF = dias para floragdo
feminina; UR1 = coleta em 20/01; UR2 = coleta em 24/01; UR3 = coleta em 28/01; UR4 = coleta em 01/01; URS =
coleta em 05/02; UR6 = coleta em 09/02; UR7 = coleta em 13/02.

Para os componentes de rendimento massa de graos (MG) e peso de mil graos (PMG),
as linhagens avaliadas foram distribuidas em sete e oito grupos, respectivamente, pelo teste de
Scott Knott (p< 0,05) (Tabela 5). Os valores médios das linhagens para MG variaram de 58,8 a
144,2 g, sendo que CDL21, CDL36, CDL46 ¢ CDL64 as que apresentaram maior producdo, €
para PMG a variacdo foi de 172,0 a 389,8 g, com destaque para CDL11, CDL63 e CDL73
(Tabela 5). Para o caractere peso hectolitro (HL), detectou-se variacdao de 158,7 a 205,4 g entre
as linhagens analisadas, que foram agrupadas pelo teste de Scott Knott (p< 0,05) em dois grupos
com 72 linhagens, e as demais distribuidas em trés grupos menores. Esses resultados revelam a
baixa variabilidade genética para o HL (Tabela 5). Contudo, a relacdo entre CVg/CV (Tabela 1)
foi de 1,85, indicando que ha maior importancia dos fatores genéticos em relacdo aos de
ambiente, possibilitando a sugestdo de ganhos pelo melhoramento genético.

Com a anélise das correlagdes genéticas entre os componentes de rendimento, detectou-
se que as magnitudes foram de baixa a moderada, sendo a maior delas foi entre MG e PMG
(r,=0,46). Também ndo houve associa¢des elevadas dos componentes de rendimento com as

variaveis que indicam a precocidade. As correlagdes genéticas de MG, PMG e HL foram de
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r,= 0,07 a 0,24 para AACUM, de r,= -0,02 a 0,18 para DFM, e de ro= -0,13 a 0,14 para DFF,
classificadas como muito fracas e fracas (Tabela 3). Essas baixas magnitudes indicam a
possibilidade de selecdo para precocidade sem comprometer a producdo de graos (RUSSELL;
STUBER, 1985, TROYER; LARKINS, 1985), também detectados em hibridos de milho por
Fiorini et al. (2015).

O caractere RMEG, que representa propor¢cdo do peso dos graos comparados ao peso
total da espiga, apresentou variagdo entre 0,58 a 0,91 entre as linhagens avaliadas, que foram
bem distribuidas nos quatro primeiros grupos pelo teste de Scott Knott (p< 0,05). As linhagens
CDL61 e CDL38 ficaram isoladas das demais, constituindo os grupos “E” e “F”. Apesar do
reduzido nimero de grupos (Tabela 5), semelhante ao que foi verificado para HL, hd
variabilidade genética que € passivel de ser empregada para fins de melhoramento genético, visto
que a relacido CVg/CV foi de 2,10 (Tabela 1). Nao houve correlacdes genéticas de elevadas
magnitudes com os demais caracteres, sendo as maiores associadas aos componentes de
rendimento. Rodrigues (2015) estudou as correlagdes fenotipicas do HL com demais
componentes secundarios em linhagens de milho, e ndo encontrou significancia.

Dos atributos da espiga (Tabela 6), houve semelhancas nos agrupamentos dos caracteres
diametro da espiga (DE) e didmetro do sabugo (DS). O agrupamento por Scott Knott (p< 0,05)
formou oito e nove grupos, respectivamente. Para DE, as espigas variaram de 37,8 a 51,2 mm
entre as linhagens estudadas, e para DS, as médias foram de 21,4 a 32,3 mm. Notou-se que a
linhagem considerada precoce para a AACUM, CDLS57, ficou agrupada nos grupos dos menores
didmetros. Assim como notdvel para florescimento, também houve semelhancas de pares e até
grupos de linhagens que se mantiveram juntamente agrupados para DE e DS (Tabela 4),
associagoes ratificada pela forte correlagdo genética entre as varidveis (r,=0,8) (Tabela 3).

Com os componentes de rendimento, o DS mostrou-se fortemente correlacionado
geneticamente com a MG (r,=0,74). Chaves (2013) também encontrou correlagdes genéticas do
didmetro com produtividade de graos (r,=0,66) e peso médio de 500 grdos (r,=0,67). A maior
associacdo genética entre os diametros e as varidveis que indicam precocidade foi de 0,21 (fraca

magnitude) entre DE e AACUM (Tabela 3).
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Tabela 5 - Agrupamento Scott Knott a 5% de probabilidade da massa de graos (MG), peso de mil graos (PMGQG), peso hectolitro (HL) e relacdo
massa da espiga/graos (RMEG) em 81 linhagens de milho comum (Cascavel/PR, safra 2014/15)

Grupo A B C D E F G
M 144,2 - 126 1259 -112.9 112,8 - 101,5 101,4 -91,8 91,7-76,7 76,6 - 62,1 62 - 58,8
21 36 46 6 32 40 17 11 24 29 18 20 22 42 35 8 9 2 4 15 16 17 61 70
@) 64 53 65 81 31 33 34 35 37 43 45 48 51 10 12 13 14 23 25 27 38 72 80 (CDL)
= 44 49 55 56 58 52 59 60 62 19 26 28 30 39 41 47 54
63 73 74 77 66 67 68 71 50 75 76 79 57 69 78
Grupo A B C D E F G H
M 389,8 - 354,8 354,7 - 330,9 330,8 - 302,4 302,3 - 287 286,9 - 252,8 252,7 - 229,1 229 - 172,1 172,0
11 63 73 31 12 20 21 1 2 3 18 19 22 24 6 7 10 13 5 9 14 15 8 25 26 4(CDL)
9 34 37 41 27 28 32 36 39 43 45 17 30 35 40 16 23 29 33 38 56 61
E 60 64 66 46 47 48 49 50 51 52 44 54 57 72 42 55 58 62 70 75 80
77 81 53 59 65 67 68 69 76 78 71 74 79
Grupo A B C D E
M 2054 - 195,2 195,1 - 184,4 184,3-172,8 172,7-158,8 158,7
1 2 3 4 7 1315181921 5 6 8 9 10 11 12 14 16 17 22 25 27 31 37 26 30 44 20 54 38 (CDL)
E 23 24 28 29 32 33 34 35 36 40 39 41 42 43 45 46 47 48 50 51 52 55 60 61 62 56 73
49 53 57 58 59 68 74 75 76 77 63 64 65 66 67 69 70 71 72 78 79 80 8l
Grupo A B C D E F
M 0,91 - 0,86 0,85 - 0,83 0,82 -0,8 0,79 -0,74 0,73-0,66  0,65-0,58
Sa) 5 24 33 35 36 1 4 6 7 11 18 20 21 22 26 27 3 9 10 12 15 16 2 8 13 14 25 61 38 (CDL)
% 37 40 46 53 56 28 29 30 32 34 41 42 45 48 49 52 17 19 23 44 51 55 31 39 43 47 50
~ 64 66 8l 57 58 62 65 68 71 73 74 76 77 79 59 60 63 67 72 75 54 69 70 78 80

IM = intervalo de médias.
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Referindo-se a relacdo diametro da espiga/sabugo (RDES), houve variacdo dos
valores médios de 0,44 a 0,84, distribuidos em nove grupos pelo teste de Scott Knott (p<
0,05) (Tabela 6). A propor¢do indica o espaco nas espigas disponivel para os grios, e foi
investigada pela possibilidade em favorecer a perda de dgua, mas o caractere nao apresentou
correlacdes genotipicas de elevada magnitude com atributos ligados a maturacdo e nem aos
componentes de rendimento. A tnica correlacdo de elevada magnitude foi com DS (r,=-0,74),
negativa e esperada pela atuacdo direta de DS no cdlculo de RDES (Tabela 3).

Para os caracteres nimero de fileiras (NF) e comprimento de espiga (CE), foi
possivel formar nove e oito grupos, respectivamente, pelo teste de Scott Knott (p< 0,05). Para
NF, as linhagens variaram de 10,4 a 18,7 fileiras, e para CE, de 12,5 a 19,9 cm (Tabela 6).
Associacdo de elevada magnitude foram observadas entre NF e DE (r,=0,68); NF e DS
(r=0,72) e CE e RDES (r,=0,71) (Tabela 3), que eram esperadas para esses componentes
secunddrios por serem geralmente proporcionais e ja observadas por outros autores (LOPES
et al., 2007; CHAVES, 2013). As correlacdes genéticas entre CE e as varidveis que indicam a
precocidade foram de moderada magnitude, CE e AACUM (r,=0,45), CE e DFM (1,=0,52), e
CE e DFF (r,=0,51) (Tabela 3). Embora Cross, Chyle Junior ¢ Hammond (1987) tenham
afirmado correlacio entre CE e a taxa de secagem em variedades de milho, Guiscem et al.
(2002) n@o observaram nenhuma relagdo para hibridos. Em virtude de essa associacdo ser de
moderada magnitude, as diferencas nos resultados observados e na literatura sdo efeito da

variabilidade genética de cada germoplasma avaliado e do efeito ambiental.
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Tabela 6 - Agrupamento Scott Knott a 5% de probabilidade do didmetro da espiga (DE), didmetro do sabugo (DS), relagdao diametro espiga/sabugo
(RDES), nimero de fileiras (NF), e comprimento da espiga (CE) em 81 linhagens de milho comum (Cascavel/PR, safra 2014/15)

Grupo A B C D E F G H
IM  51,2-51 50,9 -48,38 48,7 - 46,1 46 -43,3 43,2 -41,6 41,5-39,7 39,6 - 38,2 38,1 -35,8
64 6 43 46 3 18 20 21 31 7 11 13 14 22 32 33 1 5 1216 19 2 8 9 1523 4 28 41 10 17 25
LS 81 36 40 48 55 56 39 44 45 49 50 51 62 26 29 30 35 38 24 27 34 37 42 75 78 57 61 72
58 68 71 73 74 63 65 66 67 77 47 52 70 76 53 54 59 60 69 79 80 (CDL)
Grupo A B C D E F G H 1
M 32,3-30,9 30,8 - 29,7 29,6 - 28,2 28,1 -27,1 27-259 25,8 - 24,8 24,7 -23.5 23,4 -229 22,8-214
6 14 48 3 43 51 13 18 20 22 2 7 9 16 1 4 11 12 8 15 34 24 25 28 5 10 57 17 37 41
n 50 55 71 56 58 64 31 32 36 38 19 21 33 44 23 26 27 29 35 54 59 52 72 53 79 (CDL)
A 68 81 39 40 46 49 45 47 62 67 30 42 63 69 60 66 75
61 65 70 74 73 77 76 78 80
Grupo A B C D E F G H |
M 0,84 - 0,82 0,81 -0,76 0,75-0,7 0,69 - 0,67 0,66 - 0,62 0,61 - 0,58 0,57 - 0,54 0,53-0,5 0,49 - 0,44
27 40 52 58 16 18 23 5 9 22 1 6 7 8 2 11 14 26 28 4 17 19 12 15 21 3 13 42
A 36 41 75 33 51 61 10 20 24 25 35 39 43 45 46 30 32 38 37 49 53 47 54 68
@ 65 78 79 29 31 34 44 55 57 62 63 66 48 50 56 70 74 71 (CDL)
80 60 67 72 77 69 73 76 59 64 81
Grupo A B C D E F G H 1
M 18,7-179 17,8-16,8 16,7-157 15,6-149 14,8 -13.9 13,8 - 13 129-11,7 11,6 - 11,2 11,1-104
6 48 74 3 40 50 13 43 4 4 9 14 1 5 7 1517 2 8 11 16 24 10 12 28 54 73 41 72 (CDL)
[ 51 56 71 45 46 49 19 31 33 18 20 21 22 23 26 27 30 32 34 52 57 6l
Z 55 62 64 35 47 58 25 29 36 38 39 37 53 60 66 67 76 79
81 63 68 70 42 59 65 69 78 75 77 80
Grupo A B C D E F G H
M 19,9 - 18,8 18,7 - 18 17,9 - 16,6 16,5-15,9 15,8 - 15,1 15-14 13,9-13,3 13,2-12,5
19 28 59 9 32 41 1 6 7 21 23 2 11 12 20 5 8 10 17 4 13 15 3 14 43 54 57 (CDL)
m 61 65 42 53 67 24 34 36 40 45 26 27 30 35 18 25 29 31 16 22 38
o 77 78 46 51 56 58 62 37 39 44 47 33 50 55 63 48 68 70
64 75 80 81 49 52 60 76 66 69 73 74 71 T2 79

IM = intervalo de médias.
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2.3.2 Analise Multivariada

As distancias de Mahalanobis (DZ) estimadas entre os pares de linhagens variaram entre
10,05 e 1032,31 sendo CDL57 e CDL58 as mais divergentes, enquanto que CDLA47 e CDL58 as
mais semelhantes.

Pelo método de agrupamento de Tocher, empregando as distancias de Mahalanobis, foi
possivel reunir as linhagens em oito grupos (Tabela 7). O grupo I abrangeu 73% das 81
linhagens avaliadas, seguido pelos grupos IV, II, V e III que incluiram oito, seis, trés e duas
linhagens, respectivamente. J4 as linhagens CDL73, CDL38 e CDL41 foram distribuidas de
maneira isolada nos grupos VI, VII e VIIL

As linhagens precoces, CDL52, CDL57, CDL72 e CDLO8, identificadas pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade para os caracteres AACUM, DFM e DFF, foram reunidas no
grupo II da anélise multivariada pelo método de otimizacdo de Tocher. Observou-se também que
as linhagens CDL64, CDL36, CDL46 e CDL21, que se destacaram para massa de graos (MG) na

andlise univariada, também estdo contidas em mesmo grupo da andlise multivariada (Tabela 7).

Tabela 7 - Agrupamento pelo método de Tocher com base na distancia de Mahalanobis entre o
germoplasma de milho comum mediante 12 parametros genéticos (Cascavel/PR, safra
2014/15)

Grupos Linhagens

47 69 27 1 23 34 718 7 9 42 29 35 45 62 33
18 67 39 77 32 76 2 16 36 49 51 21 65 30 44

! 15 46 81 31 13 68 50 70 12 74 19 40 25 56 66
63 24 10 26 3 43 64 58 20 6 71 22 48 11

II 5279 72 57 8 54

111 14 55

v 75 80 59 60 17 37 28 41

\Y% 5 53 4

VI 73

VII 38

VIIIT 61 (CDL)

Visando a obtencao de novos hibridos comerciais precoces adaptados as condi¢des de
safrinha (CLOVIS et al., 2015) ou para populacdes de melhoramento (MIRANDA et al., 2003),
sugere-se o cruzamento de linhagens dos grupos I e 11, desde que pertengcam a grupos heterdticos
distintos (PATERNIANI et al., 2008). Observou-se a matriz de Mahalanobis, para predizer

alguns desses cruzamentos entre as linhagens que apresentaram as maiores distancia (Tabela 8).
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Poucos cruzamentos foram destacados com as linhagens CDL8, CDL52 e CDL54. E para as
linhagens CDL57, CDL72 e CDL79, sugeriram-se mais cruzamentos, por haverem maiores
distancias com vdrias linhagens entre os grupos I e II. A linhagem CDLS57 foi a mais divergente

com as demais linhagens, e D> 600,0 foram observadas entre varios genétipos (Tabela 8).

Tabela 8 - Maiores distancias de Mahalanobis entre as linhagens precoces do grupo II com as
linhagens do grupo I pelo método de Tocher, em germoplasma de milho comum
(Cascavel/PR, safra 2014/15)

Intervalo de Distancias (D?)

Linhagens (400 - 500) (500,1 a 600) (600.1-700)  (<700,1)
57 2 7 121318233436 3 O 31 32424546 6 43 48 50 19 20 40
39 44 47 51 62 67 56 65 68 70 71 74 78 64 77 81 58 (CDL)

3 31 32 42 43 51 56 64
79 65 68 70 71 74 77 6 19 20 40 48 50 81 58

3 19 20 43 50 56 64 71
72 74 81 6 40 48 58

8 11 31 40 43 48 50 77 81 19 20 58
52 19 20 40 48 50 58
54 19 40 58

A estimacdo da contribuicdo relativa dos caracteres relacionados a maturagdo e a
producdo, pelo método de Singh (1981), permitiu revelar em ordem decrescente, a sua
importancia para a divergéncia genética: DS (15,4%), CE (14,1%), PMG (10,8%), DFF (10,3%),
DEFM (9,7%), NF (9,1%), AACUM (8,9%), DE (7,8%), HL (4,8%), RMGE (4,7%), MG (3,7%)
e RDES (0,2%). O cardter RDES teve importancia secunddria pela pequena contribuicdo,
entretanto seu descarte causou alteracdes na constituicdo dos grupos, sendo recomendada a
permanéncia do mesmo no estudo de divergéncia (SHIMOYA et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2004; SCHUELTER et al., 2005).

Para andlise de agrupamento pelo método hierdrquico UPGMA, o nivel de corte
arbitrario foi estabelecido em que houvesse diferencas (ou distancias) entre os grupos. A
definicao do ponto de corte aos 50% levou em conta o nimero de grupos obtidos pelo método de
Tocher e a melhor distribuicao das distancias no dendrograma, projetando-se a formacdo de
cinco grupos. O grupo I abrangeu 71% das linhagens, o grupo II por cinco linhagens, o grupo III
por 13 linhagens, e os grupos IV e V por apenas uma linhagem, CDL38 e CDL61

respectivamente (Figura 2).
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Houve semelhanca entres os agrupamentos de Tocher e do UPGMA, sendo o grupo I foi
composto por 55 linhagens semelhantes. As linhagens CDLS52, CDL57, CDL72 e CDLOS
consideradas precoces para AACUM, DFM, e DFF ficaram novamente agrupadas em mesmo
grupo, compondo o grupo III do UPGMA. Observa-se também que as linhagens CDL17,
CDL60, CDL37, CDL41 e CDL28 do grupo II do UPGMA, estavam agrupadas em Tocher no
grupo IV. Em ambos os agrupamentos as linhagens CDL38 e CDL61 formaram grupos tnicos.
Ambos os agrupamentos foram considerados eficientes, revelando variabilidade genética do

germoplasma (LANES, 2010).



o
Bed

L
== Py

]

28 ol o IR B R R N B AR R BB R R E S R R B, B S S TR R R R B8 5 e S R D BB R S
-

|

— i
— i
! 1 II ¢
|—‘—I i
— = i
— | m ;
' ’J v |
Vi
(1] 10 20 30 40 ] 60 70 a0 90 100

Figura 2 - Dendrograma do agrupamento pelo método do UPGMA com base na distancia de Mahalanobis sob 12 parametros genéticos em
germoplasma de milho comum (Cascavel/PR, safra 2014/2015)
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2.4 CONCLUSOES

A perda de umidade determinada por meio da drea abaixo da curva de umidade fornece
resultados com alta confiabilidade, mas a sua anotacdo € bastante trabalhosa, dificultando a sua
utilizacdo na rotina de um programa de melhoramento de milho.

O emprego da floragdo feminina e/ou masculina € ineficiente para classificacdo da
maturacdo de linhagens de milho.

A avaliacdo da umidade em unica coleta pode ser uma alternativa para substituir a
determinagdo da drea abaixo da curva de umidade desde que o germoplasma apresente ampla
amplitude para a umidade de graos no momento da colheita.

As correlacdes genéticas de baixa magnitude entre os componentes de rendimento e de
maturagdo indicam a possibilidade de selecdo para precocidade sem comprometer a
produtividade.

A diversidade genética permitiu classificar a variabilidade genética existente no

germoplasma e sugerir combinacdes hibridas de maior efeito heterdticos para precocidade e

produtividade.
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CAPITULO 2 - MAPEAMENTO POR ASSOCIACAO DE DIAS PARA O
FLORESCIMENTO E PERDA DE UMIDADE DE GRAOS EM MILHO

RESUMO
Com o advento das plataformas de genotipagem de alta capacidade tornou vidvel o emprego de
dados moleculares para realizacdo de mapeamento por associacdo em caracteres de importancia
agrondmica. Esse trabalho teve como objetivo mapear regides gendmicas associadas com
maturacio de graos em linhagens de milho comum. Para o mapeamento por desequilibrio de
ligacdo, 72 linhagens elites foram previamente genotipadas para marcadores SNP na plataforma
650K (Affymetrix®), e os seus respectivos valores genotipicos foram preditos pelo
REML/BLUP para os caracteres nimero de dias para o florescimento masculino (DFM) e
feminino (DFF), e perda de umidade dos grdos, determinada pela area abaixo da curva de
umidade (AACUM). Para evitar associagOes espurias entre marcadores SNPs e os caracteres
avaliados, realizou-se inicialmente a andlise de estrutura da populacdo. A andlise de associag¢ao
entre os marcadores SNPs e os caracteres DFM, DFF e AACUM foi realizada utilizando-se
modelo linear misto (MLM) e de regressao multipla stepwise. Pelo MLM foi possivel detectar a
maior importancia de marcadores significativos nos cromossomos 1 e 3 para associacdo com 0s
caracteres DFM, DFF e AACUM. Contudo, associa¢des entre dias para florescimento masculino
e feminino com marcadores SNP foram também verificadas nos demais cromossomos. Com a
andlise de regressdo multipla de stepwise para DFM, DFF e AACUM, os modelos completos
explicaram 79%, 93% e 56% da variacdo para os valores genotipicos, respectivamente. As
associacOes detectadas encontravam-se também relacionadas aos marcadores localizados
predominantemente nos cromossomos 1 e 3. A deteccdo de regides gendmicas semelhantes e
também distintas para esses caracteres, que sdo altamente correlacionados, torna possivel
levantar a hipétese da importancia de ligacdo génica e de pleiotropia para explicar a maturagao
de graos em linhagens de milho. Além do que, a observacdo de efeitos distintos dos alelos para
os respectivos marcadores que apresentam associagdo com esses atributos, indica o potencial do
germoplasma para selecdo de linhagens com a maturidade requerida pelo melhorista. Enfim, os
resultados obtidos sdo promissores e as regides gendOmicas associadas com DFM, DFF e
AACUM, deverao ser avaliadas em experimentos de valida¢do, que poderdo ser tuteis em

programa de melhoramento de milho.

Palavras-chave: Desequilibrio de ligacdo. Precocidade. Maturacdo de graos.
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ABSTRACT
With the advent of high capacity genotyping platforms, it has enabled the use of molecular data
to carry out mapping by association for agronomic important traits. The aim of this work was to
map the genomic regions associated with grains maturation in corn inbred lines of common corn.
For the mapping by imbalance connection, 72 elite inbred lines have been previously genotyped
for SNP markers at platform 650K (Affymetrix®), and its respective genotypic values were
predicted by REML/BLUP for the traits number of days for the male (DFM) and female (DFF)
flourishing and grain moisture loss, determined by the area below the moisture curve (AACUM).
To avoid spurious associations between the SNP’s markers and the assessed traits, it was initially
carried out a structure analysis of the population. The association analysis between the SNP’s
markers and the traits DFM, DFF and AACUM was carried out using the mixed linear model
(MLM) and of multiple regression stepwise. By the MLM it was possible to detect higher
importance of significant marker in chromosomes 1 and 3 for the association with the traits
DFM, DFF and AACUM. However, associations between days for male and female flourishing
with SNP markers were also verified in the other chromosomes. With of multiple regression
analysis of stepwise for DMF, DFF and AACUM, the complete models explained 79%, 93% and
56% of the variation for the genotypic values, respectively. The detected associations were also
found to be related to the markers located predominantly in the chromosomes 1 and 3. The
detection of similar and also different genomic regions for these traits, which are highly
correlated, makes possible to raise the hypothesis of the importance of the genetic linkage and
pleiotropy to explain the earliness in corn inbreds. In addition to this, the observation of the
distinct effects of the alleles for the respective markers, which show association with these
attributes, indicates the potential of the germplasm for the selection of inbred lines with the
earliness required by the breeder. Finally, the obtained results are promising and the genomic
regions associated with DMF, DFF and AACUM should be assessed in validation experiments,

which will be useful in corn improvement programs.

Keywords: Linkage disequilibrium. Earliness. Grains maturation.
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3.1 INTRODUCAO

O mercado de sementes de milho tem apresentado grandes mudangas, principalmente
nas regides produtoras do Sul do Brasil, em que as épocas de plantio tém sido antecipadas na
safra de verdo e também na de safrinha. Nesse contexto, os programas de melhoramento tém
trabalhado o desenvolvimento de hibridos com elevado potencial produtivo, mas com maturagao
diferente dos que ja vinham sendo comercializados até recentemente. Dessa forma, o
conhecimento do germoplasma e o entendimento sobre o controle genético para maturagdo € de
fundamental importancia para otimizar a selecdo de linhagens e agilizar o processo de
desenvolvimento de hibridos competitivos.

A precocidade de uma linhagem ou hibrido de milho é determinada basicamente pelo
nimero de dias para floragdo (LOPES; GALVAO; CRUZ, 1995; LIMA et al., 2008;
MARCONDES et al., 2015) e pela velocidade da perda de dgua dos graos apds a maturidade
fisiolégica (SCHMIDT; HALLAUER, 1966; GUISCEM et al., 2002; FIORINI et al., 2015). O
controle genético envolvido na determinacdo do nimero de dias para o florescimento em milho
foi investigado em vdrios estudos, detectando-se diferentes magnitudes e tipos de acao génica na
expressao (WARNER, 1952; ROOD; MAJOR, 1981, LOPES; GALVAO; CRUZ, 1995; LIMA
et al., 2008), e regides gendmicas distribuidos em todos os grupos de ligacdo pela andlise de
QTLs (KOESTER; SISCO; STUBER, 1993; CHARDON et al., 2004; BUCKLER et al., 2009;
SHER et al., 2012).

J4 a velocidade de perda de umidade de grdos, por ser uma caracteristica bastante
trabalhosa e altamente influenciada pelas condi¢cdes de ambiente, tem sido pouco estudada
geneticamente, e sua determinacdo tem sido comumente realizada apenas em hibridos pré-
comerciais e comerciais, visando possibilitar a orientacdo dos técnicos junto aos produtores de
milho. Contudo, a perda de dgua do grao no campo € significativamente diferente para cada
genoétipo durante e apds a maturacdo fisiologica (CROSS; KABIR, 1987; SALA et al., 2005;
FILIPENCO et al., 2013), revelando a importancia de fatores genéticos que determinam a
maturacdo em germoplasma de milho. Assim, é de fundamental importancia mapear os fatores
genéticos e estimar os efeitos gé€nicos e interagdes para permitir a selecio baseada em
informacdes gendmicas (MEYER et al., 2013).

O uso da técnica de marcadores moleculares tem sido uma ferramenta rdpida e eficaz no
estudo dos gendtipos, por detectar polimorfismo diretamente a nivel molecular e ndo conter
influencia ambiental (FALEIRO, 2011). Eventos do desenvolvimento dos marcadores tipos SNP,

genotipagem em larga escala a custos acessiveis e aumento da capacidade de andlises
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computacionais, permitiu o desenvolvimento de novos métodos de mapeamento genético, entre
eles a genética de associacdo, que possibilita ao pesquisador mapear seu germoplasma sem
necessidade de gerar os cruzamentos, utilizando-se da genética de associacdo (CRUZ et al.,
2013).

Nessa estratégia de andlise, a base do mapeamento ocorre no desequilibrio de ligacdo da
populacdo ndo relacionada, em que se avalia estatisticamente o desequilibrio de ligacdo entre o
marcador e o QTL, que sdo variacdes geradas por mutacdes e ampliadas por recombinagdes
durante a evolugio das espécies (RESENDE JUNIOR et al., 2013). A estratégia da genética de
associacdo no melhoramento de plantas foi proposta inicialmente com a cultura do milho por
Bernardo e Yu (2007), e apresenta resultados positivos no mapeamento de linhagens, que
encontraram um conjunto de genes intimamente ligados ao florescimento (DURAND et al.,
2012).

O objetivo desse trabalho foi identificar regides gendmicas para nimero de dias para o

florescimento e perda de umidade apds a maturidade fisiol6gica em linhagens de milho comum.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Germoplasma e Condicoes de Cultivo

O mapeamento associativo foi conduzido a partir de um painel de 72 linhagens elites do
Programa de Melhoramento de Milho da Cooperativa Central de Pesquisa Agricola
(COODETEC).

O ensaio experimental para andlise fenotipica foi realizado em delineamento em blocos
incompletos com trés repeti¢des na safra agricola 2014/15 na Fazenda Experimental, localizada
em Cascavel/PR. A unidade experimental foi constituida de quatro ruas de quatro metros, com
20 plantas rua”' e o espacamento entre linhas foi de 0,76 m. A bordadura lateral e entre os blocos

foi semeada com hibrido comercial.

3.2.2 Fenotipagem e Analise dos Dados

O nuimero de dias para florescimento feminino (DFF) e masculino (DFM) foi
determinado no estidgio R1 em parcela total, aferindo-se a data quando 50% + uma das plantas
estavam com emissdo de polen e estilos-estigmas expostos.

As coletas das espigas para a determinacdo do teor de umidade iniciaram-se no
momento que as linhagens mais precoces atingiram o estdgio R6 (maturacio fisiolégica) e
apresentavam em torno de 30% de umidade. Trés espigas foram amostradas aleatoriamente nas
observagdes, com umidade estabelecida em determinador de umidade automatico tipo 999 ES
Motomco®, com dial méximo de 35,8 %. As espigas foram coletas sem desprendimento da
palha, colocadas em sacos plasticos de rede “tipo cebola”, etiquetadas e transportadas
rapidamente a um ambiente protegido, para afericio da umidade. No total, sete coletas foram
realizadas em intervalos de quatro dias, totalizando 28 dias de anotacdes para umidade de graos.
Os percentuais de umidade dos grdos para as sete amostragens realizadas foram tabuladas em
grifico visando estimar a 4rea abaixo da curva de umidade (AACUM) empregando-se
metodologia descrita por Shaner e Finney (1977).

Os dados de DFM, DFF e AACUM foram submetidos a andlise genotipica pelo
procedimento de REML/BLUP (maxima verossimilhanga residual ou restrita/ melhor predi¢do
linear ndo viciada), que conduzem a estimacao e predicdo mais precisas de pardmetros genéticos
e valores genéticos, respectivamente (RESENDE, 2008). Todos os dados eram balanceados e

por isso os efeitos do modelo ndo precisaram ser testados via testes F da Andlise de Deviance.
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A estimacdo dos parametros genéticos utiliza o valor fenotipico (y) conhecido, para a
predicdo dos valores genéticos (VG) e dos valores genotipicos (VGp), que sdo varidveis
aleatdrias desconhecidas (RESENDE, 2002). O valor fenotipico pode ser expresso por y = 1 + a
+d + e, em que y € o valor fenotipico tempordrio, p € a média geral, a é o efeito aditivo, d é o
efeito de dominancia, e € o efeito de ambiente, p + a € o valor genético aditivo,ep+a+d=p
+ g € o valor genotipico.

Os parametros e valores genotipicos foram obtidos considerando o modelo 21 do
software SELEGEN-REML/BLUP, adequado para selecdo de gendtipos com vdrias repeti¢des e
observacdes de médias, em tnico local, conforme modelo: y = Xr + Zg + e, em que y € o vetor
de dados, r € o vetor dos efeitos de repeti¢cao (assumidos como fixos) somados a média geral, g é
o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatérios) e e € o vetor de erros ou residuos
(aleatorios). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos

(RESENDE, 2008).

3.2.3 Genotipagem

O DNA gendmico das 72 linhagens do painel de associacdo foi obtido a partir de
sementes utilizando-se o método descrito por McDonald (1994), sendo realizada a genotipagem
com marcadores SNP com a Plataforma Axiom™ Genome-Wide Maize600 Array. Do total de
616.201 marcadores SNP contidos no Array, foram empregados 418.287 marcadores que
apresentaram resultados de alta resolugdo, e polimoérficos nas amostras utilizadas, para a

realizacdo das andlises.

3.2.4. Analise da Estrutura Populacional

Para evitar associagdes espurias entre marcadores SNPs e as caracteristicas avaliadas,
foi realizada inicialmente a andlise de estrutura da populacdo. A anélise foi realizada utilizando o
algoritmo markov chain monte carlo (MCMC) para o modelo bayesiano generalizado,
empregando-se programa InStruct (GAO et al., 2007). O algoritmo implementado no programa
InStruct ndo necessita da pressuposi¢do de equilibrio de Hardy-Weinberg na populacio.

Para se obter uma boa convergéncia dos dados, foram estimadas as frequéncias alélicas
para cada nimero de subpopulacdes simuladas (k), e na sequéncia estimou-se a probabilidade da
linhagem i pertencer a uma populacio k. Para esse fim, foi empregados burn-in de 5000

simulagdes com 50 mil repeti¢des (run length periods), testando-se oito possibilidades de sub-
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agrupamentos. O melhor ndmero de k é o que apresenta o menor valor no critério de informacgao

da deviance (DIC) entre todos os k simulados.

3.2.5. Analise de Associacao

A andlise de associacdo entre os marcadores SNPs e os caracteres de interesse, DFM,
DFF e AACUM foi realizada pelo emprego do programa computacional TASSEL versdo 5.2.12
(BRADBURY et al., 2007), utilizando-se modelo linear misto (MLM) e de regressdao multipla
Stepwise pelo aplicativo computacional JMP (SAS, 1990)

O MLM ¢€ representado por y = XB + Qv + Iu + e, onde y é o vetor dos valores
fenotipicos, X € o vetor que representa os valores genotipicos de SNP, B € o vetor dos efeitos
fixos dos gendtipos, Q € a matriz estimada com a andlise de estrutura da populagdo, v € o vetor
de efeitos fixos decorrentes das populacdes, I € matriz identidade, u é o vetor de efeitos
aleatdrios relacionados ao background genético e e € o vetor de erros aleatdrios.

A significancia das associagdes entre os marcadores SNP e os atributos fenotipicos
DFM, DFF e AACUM foi determinada por meio da identificagdo dos maiores valores de
—LoglO(P). O —LoglO(P) foram utilizados para a obtencdo dos graficos do tipo Manhattan Plot.
Marcadores SNPs significativos na andlise MLM foram utilizados na andlise de regressdo
multipla (stepwise), empregando-se o aplicativo computacional JMP (SAS, 1990), para obter um
modelo linear contendo apenas marcadores ndo redundantes. Os caracteres fenotipicos DFM,
DFF e AACUM foram considerados como variaveis dependentes, enquanto os dados genotipicos
foram tratados como independentes. A andlise foi baseada no seguinte modelo: Y = a + bym; +
bomy + + bjm; + + bym, + d + e, na qual a variacdo na varidvel dependente (Y = média da
linhagem para o atributo fenotipico) encontra-se associada a uma fun¢do linear para o conjunto
de varidveis independentes m;, representados por ultimo pelos marcadores SNP. Além disso, no
modelo encontram-se inseridos bj, que representam os coeficientes de regressdo parcial
relacionado de maneira empirica entre Y e mj, d € o desvio da regressdo, enquanto que e € o erro
aleatorio.

Como critério de selegdo das varidveis independentes para comporem a analise de
regressao multipla foram empregados os marcadores SNP significativos entre 0,1% e 0,5% de

probabilidade para os diferentes caracteres, previamente analisados pela MLM.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Analise Fenotipica

As médias dos valores genotipicos para o nimero de dias para o florescimento
masculino (DFM), nimero de dias para o florescimento feminino (DFF) e 4rea abaixo da curva
de umidade (AACUM) foram de 68,2, 69,4 e 836 respectivamente. Os coeficientes de variagao
experimental ndo ultrapassaram 2,3%, e a estimativa de acurdcia do ensaio, que mede a
correlacdo entre valores genéticos preditos e valores verdadeiros, foram superiores a 98%
(Tabela 9). Ensaios com acurdcia acima de 90% sdo considerados de excelente precisdo

experimental (RESENDE, 2008).

Tabela 9 - Valores genotipicos preditos e parametros genéticos para os caracteres dias para
floracdo masculina (DFM), dias para floracdo feminina (DFF) e area abaixo da
curva de umidade (AACUM) estimados pelo REML/BLUP (SELEGEN, Modelo
21) avaliados em germoplasma de milho comum (Cascavel/PR, safra 2014/15)

Linhagem DFM DFF AACUM Linhagem DFM DFF AACUM Linhagem DFM DFF AACUM

CDLO1 67,9 69,6 829,1 CDL25 64,7 69,9 800,2 CDL49 64,77 66 811,5
CDL0O2 69,3 69,6 8569 CDL26 68 634 7475 CDL50 70,2 70,6 880,3
CDL03 683 69,3 829,8 CDL27 65,1 68,6 8251 CDL51 689 68,9 7952
CDL04 64,1 64,8 8119 CDhL28 71,2 71,3 8578 CDL52 61,5 634 6875
CDLOS 64,1 654 8614 CDL29 69,6 70,2 819,7 CDL53 65 663 802,1
CDL0O6 66,3 65,8 800,6 CDL30 644 64,7 791,7 CDL54 64,1 64,7 717,6
CDLO7 68 70,3 8498 CDL31 69,6 69,6 8714 CDL55 64,7 654 8589
CDLO8 62,1 63,4 606,8 CDL32 69,9 70,9 875 CDL56 67 67,3 8127
CDL09 69,3 73,2 885,3 CDL33 69,3 69,6 843,1 CDL57 58,5 58,5 654,1
CDL10 68 71,6 8072 CDL34 70,3 74,2 885,6 CDL58 75,1 75,8 935

CDL11 654 65,7 8447 CDL35 69,6 70 8394 CDL59 72,2 79,4 9287
CDL12 699 674 8915 CDL36 67,6 67 8579 CDL60 76,4 784 976,7
CDL13 69,6 70 825,5 CDL37 71,2 74,9 9069 CcbLel 77,7 79,7 900,5
CDL14 62,8 644 7552 CDL38 69,6 69,6 880,1 CDL62 683 68,3 8378
CDL15 66,7 67 7625 CDL39 69,2 68,6 847 CDL63 65 65,3 868

CDL16 67 68,4 808,77 CDL40 72,8 72,9 903,77 CDL64 67,3 67,7 830

CDL17 70,2 78,1 886,2 CDL41 70,2 73,5 905 CDL65 70,2 70,3 7975
CDL18 689 69,6 839,7 CDL42 70,6 74,8 883 CDL66 64,4 64,8 805

CDL19 72,8 75,5 9114 CDL43 70,2 70,3 904 CDL67 68 674 8398
CDL20 69,6 732 931 CDL44 66 69 826,2 CDL68 70,6 69,6 8748
CDL21 67,3 65,7 811 CDL45 70,2 70,3 874 CDL69 69,6 72,9 809,7
CDL22 61,5 61,5 7365 CDL46 67,6 67,7 817,77 CDL70 70,2 70,9 8553
CDL23 69,6 72,2 836.8 CDL47 70,2 72,6 813,77 CDL71 653 67,3 8323
CDL24 689 66 867,8 CDL48 68 69 829,1 CDL72 65 634 6796

Média 68,2 694 836 Vg 11,9 18,5 4240,8 h* 0,97 097 097
IC 13 15 25,6 Ve 09 12 3692 CVgi% 5 62 7,7
Acurdcia 0,98 0,98 0,98 i 12,8 19,7 4613,6 CVe% 1,3 1,5 2,3

IC = intervalo de confianca; Vg = variancia genotipica; Ve = variancia residual; Vf = variancia fenotipica; h? =
herdabilidade; CVgi% = coeficiente de varia¢do genotipica; CVe% = coeficiente de variacdo residual.
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Os valores genotipicos para DFM variaram de 58,5 a 77,7 dias, com intervalo de
confianca de 1,3 dias, sendo préximo ao obtido para DFF de 58,5 a 79,7 dias, com intervalo de
confianca de 1,5 dias, e para AACUM a amplitude foi de 606,4 a 976,9, com intervalo de
confianga de 25,6 (Tabela 9). De maneira geral, os valores genotipicos foram semelhantes as
médias fenotipicas, as quais podem ser justificadas pela elevada acurdcia do experimento e alta
relacdo entre variacdo genética e residual (CVgi/CVe), denotando a predominancia dos efeitos

genéticos em relacdo aos de ambiente para a determinagdo desses caracteres.

3.3.2 Analise de Modelo Linear Misto (MLM)

Pela anélise de associa¢do baseada na abordagem de modelo linear misto (MLM), que
leva em consideracdo as informacdes de parentesco (K) e estrutura populacional (Q), detectou-se
que marcadores SNP estdo associados com os valores genotipicos anotados para DFM, DFF e
AACUM nas 72 linhagens elites de milho.

Dos 408.848 marcadores selecionados considerando uma FMA (frequéncia minima dos
alelos) de 0,05, e distribuidos nos 10 cromossomos (n = 10) do milho, foram identificadas 1217,

1004 e 62 associagdes com DFM, DFF e AACUM (Tabela 10), respectivamente, tendo como
valor de probabilidade de 0,05% ou [—loglO(P—Valor)] > 3,3. Em termos percentuais, o numero de

associacOes aumentou consideravelmente para AACUM, considerando probabilidades entre 0,05
a 0,1%. J4 em relacdo aos caracteres DFM e DFF houve um incremento de 215 e 275
associagoes, respectivamente. Independentemente das probabilidades, ambas as abordagens tém
sido consideradas adequadas para trabalhos com mapeamento por associacao.

Esses resultados revelam de maneira preliminar, que o caractere AACUM comparado
com DFM e DFF, apesar de apresentarem forte correlacdo (rg=0,8), apresenta comportamentos
distintos quanto ao nudmero e a distribuicdo nos diferentes cromossomos. Levando em
consideracdo a probabilidade 0,05% para os caracteres avaliados (Tabela 10), as associacdes
para DFM e DFF foram detectadas em todos os cromossomos, com predomindncia nos
cromossomos 1 e 3. Para o caracteres AACUM as associa¢Oes ocorreram predominantemente
nos cromossomos 5 e 6, com demais grupos de ligacdo, excetuando os cromossomos 2, 4 e 8.

Com os valores estimados de -log10(P-valor) para cada marcador SNP associados aos
caracteres DFF, DFM e AACUM, foram construidos graficos denominados de Manhattan plot
(Figura 3). Nesse grafico, as coordenadas gendmicas (marcadores SNP) encontram-se contidas
no eixo X, com o -log'’(P-valor) para cada SNP apresentado no eixo Y, o que significa que cada

ponto do Manhattan plot refere-se a um SNP. Pelos resultados, contidos na Figura 3 e que ja
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foram descritos na Tabela 10, constata-se ampla variacdo de valores de probabilidade (P-valor),
o que é de se esperar, pois o grifico apresenta a informacdo para todos os marcadores SNP

distribuidos em todas as regides gendmicas das 72 linhagens avaliadas.

Tabela 10 - Associacdes detectadas pelo método MLLM nos diferentes cromossomos de milho e
respectivas [—loglo(P—valor)]

Cromossomo DFM DFF AACUM
>33 33a3 >33 33a3 >33 33a3

1 437 80 281 172 6 22
2 31 22 19 14 0 9
3 615 45 609 20 6 66
4 7 5 8 3 0 0
5 34 21 29 31 25 20
6 2 0 1 4 16 13
7 5 2 5 0 2 3
8 12 13 5 15 0 0
9 63 26 30 16 1 4
10 17 1 17 0 6 4

Total 1217 215 1004 275 62 141

DFM = dias para floragdo masculina; DFF = dias para floracdo feminina; AACUM = drea abaixo da curva de
umidade.

Considerando um P-valor minimo de 0,05%, destacado no grafico por uma linha
paralela ao eixo X, detecta-se visualmente uma tendéncia para associacdoes nos diferentes
cromossomos para todos os caracteres. Pela andlise dos caracteres DFM e DFF (Figura 3),
detecta-se uma elevada concentracdo de pontos nos cromossomos 1, 3 e 9, acima da linha de
corte.

Os marcadores SNP que apresentam maior coeficiente de determinacdo (0,346 a 0,378)
para DFM, encontram-se distribuidos predominantemente no cromossomo 3, seguido pelos
cromossomos 1, 9 e 10 (Tabela 11). Com excecdo dos alelos A e B do marcador SNP20067
(localizado no cromossomo 5), que promove redu¢do e aumento do nimero de dias para o
florescimento masculino, respectivamente, todos os demais alelos de marcadores associados com
DFM, promovem acréscimo diferencial da magnitude para esse atributo fenotipico Em relacdo
aos marcadores do cromossomo 1 associados com DFM, constata-se que SNP30377, SNP30378
e SNP30379 localizam-se numa mesma regido gendmica. Além desse agrupamento, marcadores
do cromossomo 3 podem ser distribuidos nos seguintes grupos: A) SNP205575, SNP205576 e
SNP205577; B) SNP207624 e SNP207632; C) SNP208896, SNP208897, SNP208898,
SNP208900, SNP208903 e SNP208911.
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Figura 3 - Manhattan plot dos valores de significancia das associacOes nos
cromossomos de milho. (A) dias para o florescimento masculino (DFM),
(B) dias para o florescimento feminino (DFF), e (C) drea abaixo da curva
de umidade (AACUM).
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Tabela 11 - Associacdo de marcadores SNP com dias para florescimento masculino (DFM) que
apresentam os vinte maiores coeficientes de determinacdo genotipicos

Marcador Crom. Posicao Dl?{fgl)cm F Prob. R? aII:efle:)toA ;iil)t%
SNP30377 1 80501096 0 11,55 0,005 0,35 9,27 12,67
SNP30378 1 80501147 0,1 11,55 0,005 0,35 12,67 9,27
SNP30379 1 80501166 0,1 11,55 0,005 0,35 9,27 12,67
SNP205575 3 137387675 0 12,49 0,003 0,378 9,56 12,83
SNP205576 3 137388596 0,9 12,49 0,003 0,378 9,56 12,83
SNP205577 3 137388601 0,9 12,49 0,003 0,378 9,56 12,83
SNP207359 3 143412818 6025,1 11,52 0,006 0,349 9,37 7,04
SNP207624 3 144339824 6952,1 12,23 0,003 0,37 9,49 11,84
SNP207632 3 144385393 6997,7 12,23 0,003 0,37 9,49 11,84
SNP208896 3 148280723 10893 11,41 0,006 0,346 11,77 9,46
SNP208897 3 148280762 10893,1 11,41 0,006 0,346 11,77 9,46
SNP208898 3 148280846 10893,2 11,41 0,006 0,346 9,46 11,77
SNP208900 3 148281005 10893,3 11,41 0,006 0,346 9,46 11,77
SNP208903 3 148281122 108934 11,41 0,006 0,346 9,46 11,77
SNP208911 3 148296482 10908,8 11,41 0,006 0,346 11,77 9,46
SNP208969 3 148540244 111526 11,42 0,006 0,346 9,45 11,62
SNP210573 3 154593697 17206 11,59 0,005 0,351 11,86 9,47
SNP320067 5 19450686 0 11,6 0,005 0,351 -3,66 1,77
SNP550493 9 87081218 0 11,78 0,005 0,357 7,84 7,31
SNP574797 10 2255084 0 11,94 0,004 0,362 8,88 8,89

Crom. = cromossomo; kb = kilobase; F = valor tabelado de F; Prob. = probabilidade; R? = coeficiente de regressdo.

Com a selegdo arbitrria dos cinco marcadores com maior R* em cada cromossomo, e
tendo um P-valor maximo de 0,05%, verificou-se uma melhor distribui¢do das marcas em
relacdo a identificacio das associagdes, sem levar em consideracdo a localizacdo cromossdmica
(Tabela 12), reduzindo a redundancia da informacgao.

Mesmo com o aumento da abrangéncia de exploracdo da informacgdo associada com
esse atributo fenotipico, nos diferentes cromossomos, houve o predominio das associacdes que
promovem aumento do numero de dias para o florescimento masculino. Contudo, foram
identificados os marcadores SNP99996 (R2=0,321) e SNP140194 (R2=0,313), mapeados no
cromossomo 2, que influenciam esse caractere pela diminuicio do nimero de dias para o
florescimento masculino. Ja os alelo A dos marcadores SNP320067 (cromossomo 5; R2:0,351),
SNP426703 (cromossomo 6; R2:0,22) e SNP553215 (cromossomo 9; R2:0,326) tem efeito no
sentido de reduzir a magnitude de DFM, e o alelo B para aumentar o nimero de dias para o

florescimento masculino (Tabela 12).
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Tabela 12 - Associagdo de marcadores SNP com dias para o florescimento masculino (DFM) que
apresentam os maiores coeficientes de determinagdo genotipicos nos diferentes

Cromossomos

Marcador  Crom. Posicdo Dlisf)ma F Prob. R? ;;:if;toA i;eét%
SNP30377 1 80501096 0 11,55 0,005 0,35 9,27 12,67
SNP30378 1 80501147 0,05 11,55 0,005 0,35 12,67 9,27
SNP30379 1 80501166 0,07 11,55 0,005 0,35 9,27 12,67
SNP31857 1 86453728 5952,6 11,1 0,008 0,336 10,05 7,75
SNP72564 1 237745765 1572447 11,19 0,007 0,339 9,58 11,46
SNP99996 2 5683041 0 10,6 0,011 0,321 -7,75 -2,01
SNP100782 2 7002411 1319,4 10,53 0,012 0,319 6,19 8,13
SNP121034 2 63666312  57983,3 10,82 0,009 0,328 8,4 9,62
SNP140194 2 150627595 144944.6 10,33 0,013 0,313 2,77 -7,66
SNP141716 2 156518238 150835,2 10,8 0,009 0,327 9,42 7,64
SNP205575 3 137387675 0 12,49 0,003 0,378 9,56 12,83
SNP205576 3 137388596 0,9 12,49 0,003 0,378 9,56 12,83
SNP205577 3 137388601 0,9 12,49 0,003 0,378 9,56 12,83
SNP207624 3 144339824  6952,1 12,23 0,003 0,37 9,5 11,84
SNP207632 3 144385393  6997,7 12,23 0,003 0,37 9,5 11,84
SNP257243 4 52260631 0 9,87 0,019 0,299 9,84 9,56
SNP260782 4 66936094 14675,5 10,06 0,016 0,305 8,26 8,13
SNP273546 4 125546880 73286,2 10,12 0,016 0,306 9,56 10,35
SNP279360 4 150464779  98204,1 10,71 0,01 0,324 10,54 9,06
SNP285500 4 170713249 118452,6 10,02 0,017 0,304 10,28 9,56
SNP320067 5 19450686 0 11,6 0,005 0,351 -3,66 1,77
SNP340876 5 83513348  64062,7 10,15 0,015 0,308 8,49 8,58
SNP358393 5 159520691 140070 10,28 0,014 0,311 9,21 10,15
SNP379755 5 214848833 195398,1 9,98 0,017 0,302 9,57 9,97
SNP380227 5 215517075 196066,4 10 0,017 0,303 9,6 10,36
SNP417963 6 144895218 0 10,08 0,016 0,305 9,62 9,09
SNP426703 6 164852725 19957,5 14,53 0,032 0,22 -4,39 0
SNP433301 7 15213713 0 9,95 0,018 0,301 9,6 8,7
SNP440379 7 42883819  27670,1 10,18 0,015 0,308 8,73 8,39
SNP444921 7 65689807  50476,1 9,93 0,018 0,301 9,59 9,13
SNP453829 7 105857557 90643,8 9,86 0,019 0,299 9,56 9,69
SNP453992 7 106382234 911685 9,87 0,019 0,299 9,56 9,37
SNP481205 8 6857610 0 9,98 0,017 0,302 10,19 9,51
SNP494051 8 64651755  57794,1 9,37 0,028 0,284 8,02 8,23
SNP498571 8 83936006  77078,4 10,5 0,012 0,318 8,28 9,59
SNP511931 8 132602495 1257449 10,06 0,016 0,305 8,19 8,29
SNP521229 8 158091356 151233,7 10,12 0,016 0,307 8,75 9,85
SNP550493 9 87081218 0 11,78 0,005 0,357 7,84 7,31
SNP552273 9 93444892 6363,7 10,77 0,01 0,326 5,97 7,48
SNP553215 9 96668547 9587,3 10,77 0,01 0,326 -0,95 5,7
SNP554195 9 99848965 12767,7 10,77 0,01 0,326 7,1 9,61
SNP561432 9 124312989  37231,8 11,3 0,007 0,342 5,99 7,61
SNP574777 10 2250507 0 10,62 0,011 0,322 9,23 10,44
SNP574782 10 2251882 1,3 10,62 0,011 0,322 10,44 9,23
SNP574784 10 2252206 1,6 10,62 0,011 0,322 9,23 10,44
SNP574797 10 2255084 4.5 11,94 0,004 0,362 8,88 8,89
SNP579132 10 17680625 15430,1 10,39 0,013 0,315 9,7 8,45

Crom. = cromossomo; kb = kilobase; F = valor tabelado de F; Prob. = probabilidade; R? = coeficiente de regressao.
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Com a selecdo dos vinte marcadores com maior estimativa para o coeficiente de
determinagdo (variagdo de 0,372 a 0,385) para DFF (Tabela 13), constata-se que todos
promovem o aumento da expressdo do caractere, isto €, estdo envolvidos com aumento do
ndmero de dias para o florescimento, apresentando diferentes magnitudes conforme o alelo para
o respectivo marcador SNP. Do total selecionado, dezessete pertencem ao cromossomo 3, € 0s
remanescentes ao cromossomo 1. Com uma andlise mais detalhada constata-se que os
marcadores SNP31857, SNP31858 e SNP31859, localizam-se na mesma regido gendmica do
cromossomo 1 e com efeitos semelhantes para o caractere DFM. No cromossomo 3 foi possivel
distribuir os marcadores com base em sua localizagdo nos seguintes grupos: A) SNP207624 e
SNP7632; B) SNP208896, SNP208897, SNP208898, SNP208900 e SNP208903; C)
SNP208911, SNP208912, SNP208914, SNP208915, SNP208917 e SNP208919; D) SNP208940,
SNP208942 e SNP208942.

Tabela 13 - Associacdo de marcadores SNP com dias para o florescimento feminino (DFF) que

apresentam os vinte maiores coeficientes de determinacdo genotipicos

Marcador Crom. Posicado Dliﬁ?)ma F Prob. R? alI:fflecl)t(,)A ;:;e(l)t%
SNP31857 1 86453728 0 12,99 0,002 0,383 13,88 9,39
SNP31858 1 86453849 0,1 12,99 0,002 0,383 13,88 9,39
SNP31859 1 86453885 0,1 12,99 0,002 0,383 9,39 13,88
SNP207624 3 144339824 0 12,65 0,002 0,373 12,38 15,55
SNP207632 3 144385393 45,6 12,65 0,002 0,373 12,38 15,55
SNP208896 3 148280723 39409 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208897 3 148280762 3940,9 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208898 3 148280846 3941 12,64 0,002 0,372 12,28 16,09
SNP208900 3 148281005 3941,2 12,64 0,002 0,372 12,28 16,09
SNP208903 3 148281122 3941,3 12,64 0,002 0,372 12,28 16,09
SNP208911 3 148296482  3956,7 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208912 3 148300603  3960,8 13,06 0,002 0,385 12,28 16,45
SNP208914 3 148322156 39823 12,64 0,002 0,372 12,28 16,09
SNP208915 3 148322197 39824 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208917 3 148350247 40104 12,64 0,002 0,372 12,28 16,09
SNP208919 3 148369517  4029,7 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208924 3 148386495  4046,7 12,64 0,002 0,372 12,28 16,09
SNP208940 3 148398036  4058.,2 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208942 3 148399520 4059,7 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208944 3 148399889  4060,1 12,64 0,002 0,372 12,28 16,09

Crom. = cromossomo; kb = kilobase; F = valor tabelado de F; Prob. = probabilidade; R? = coeficiente de regressao.
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Com a selegdo arbitrdria dos cinco marcadores com maior R* em cada cromossomo, e
tendo um P-valor maximo de 0,05%, verificou-se uma melhor distribuicdo das marcas associadas
com DFF (Tabela 14), ou melhor, reduzindo a redundancia da informacdo. Continuou tendo
predominio de marcadores afetando o DFF, por meio do aumento da magnitude do atributo
fenotipico conforme o alelo considerado. Contudo, por essa estratégia de exploracdo de
resultados foi possivel detectar outros marcadores que promovem a reducdo do nimero de dias
para o florescimento feminino, o SNP140194 (cromossomo 2; R? = 0,278), SNP307771
(cromossomo 4; R? = 0,337) e SNP523409 (cromossomo §; R’ = 0,254), e seus respectivos
alelos. Ja o alelo A do marcador SNP320067 (cromossomo 5; R2:0,292) tem efeito no sentido de
reduzir a magnitude de DFF e o alelo B para aumentar o ndmero de dias para o florescimento.

Os resultados de associacao para os caracteres € DFM (Tabela 11) e DFF (Tabela 13),
pelo método MLM, revelam a importancia de regides gendmicas dos cromossomos 1 e 3 que
encontram-se associadas com o aumento do nimero de dias para o florescimento masculino e
feminino. Além disso, os resultados permitem detectar a existéncia de marcadores comuns
(SNP207624, SNP207632, SNP208896, SNP208897, SNP208898, SNP208900, SNP208903 e
SNP208911) para ambos os caracteres, sendo possivel aventar a existéncia de pelo menos um
QTL putativo comum para florescimento masculino e feminino. A existéncia de regides
genOmicas com associacdo para esses atributos (BUCKLER et al.,, 2009; SALVI;
CASTELLETTTI; TUBEROSA, 2010) tém como uma provavel explicacdo a coevolucao, isto é, a
interdependéncia desses atributos da planta como forma de garantir a perpetuacdo da espécie. O
milho € uma espécie monoica, e a fecundacdo cruzada é um dos mecanismos empregados como
forca para evitar os efeitos da depressio endogamica (GOODMAN; SMITH, 1987,
MAGALHAES; DUROES, 2008). Contudo, a existéncia de considerdvel taxa de autofecundacdo
(FANCELLLI, 2002), revela a importancia da sincronia do florescimento masculino e feminino
como forma de garantir a produ¢do de novas progénies. Além disso, a existéncia de regides
genOmicas distintas pode evidenciar a importancia de mecanismos genéticos como a pleiotropia,
em que a heranca de dois ou mais “produtos primarios distintos” sdo provenientes de um mesmo

gene e responsaveis por diferentes fendtipos (GRUNEBERG, 1938; STEARNS, 2010).
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Tabela 14 - Associagdo de marcadores SNP com dias para o florescimento feminino (DFF) que
apresentam os maiores coeficientes de determinacdo genotipicos nos diferentes

Cromossomos

Marcador Crom. Posicao Dli{fgl)ma F Prob. R? iileét?k iileét(];
SNP30894 1 82635267 0 11,58 0,005 0,341 11,45 5,98
SNP31857 1 86453728 3818,5 12,99 0,002 0,383 13,88 9,39
SNP31858 1 86453849 3818,6 12,99 0,002 0,383 13,88 9,39
SNP31859 1 86453885 3818,6 12,99 0,002 0,383 9,39 13,88
SNP72564 1 237745765 155110,5 11,31 0,006 0,333 12,58 15,27
SNP121034 2 63666312 0 9,66 0,026 0,279 11,73 12,65
SNP134362 2 125714019 62047,7 9,75 0,021 0.287 12,43 11,14
SNP140194 2 150627595 86961,3 9,44 0,026 0,278 -5,8 -10,79
SNP141716 2 156518238 92851,9 9,77 0,02 0,288 12,5 11
SNP158103 2 205845705 142179.,4 9,45 0,026 0,278 12,54 13,47
SNP207624 3 144339824 0 12,65 0,002 0,373 12,38 15,55
SNP207632 3 144385393 45,56 12,65 0,002 0,373 12,38 15,55
SNP208896 3 148280723 3940,9 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208897 3 148280762 3940,9 12,64 0,002 0,372 16,09 12,28
SNP208912 3 148300603 3960,8 13,06 0,002 0,385 12,28 16,45
SNP273546 4 125546880 0 9,54 0,024 0,281 12,55 13,51
SNP279360 4 150464779 24917,9 10,44 0,012 0,308 13,7 11,69
SNP285500 4 170713249 45166,4 9,39 0,027 0,277 13,34 12,57
SNP296920 4 201542878 75995,9 9,43 0,026 0,278 11,9 12,67
SNP307771 4 235008648 109461,8 11,43 0,006 0,337 -9,52 -8,62
SNP320067 5 19450686 0 9,92 0,018 0,292 -5,78 0,08
SNP342628 5 90974458 71523,8 9,59 0,023 0,283 13,45 12,61
SNP345736 5 103661654 84210,9 9,47 0,026 0,279 12,03 12,89
SNP379755 5 214848833 195398,1 9,4 0,027 0,277 12,59 13,38
SNP380227 5 215517075 196066,4 9,32 0,029 0,275 12,58 11,96
SNP417963 6 144895218 0 10,02 0,017 0,295 12,79 11,56
SNP433301 7 15213713 0 9,41 0,027 0,277 12,54 13,86
SNP440379 7 42883819 27670,1 8,75 0,045 0,258 10,16 10,16
SNP444921 7 65689807 50476,1 9,25 0,031 0,272 12,59 12,64
SNP453829 7 105857557 90643,8 9,43 0,026 0,278 12,53 13,67
SNP453992 7 106382234 91168,5 9,36 0,028 0,276 12,65 13,32
SNP481205 8 6857610 0 9,53 0,024 0,281 13,67 12,47
SNP498571 8 83936006 77078,4 10,09 0,016 0,297 10,88 12,58
SNP505018 8 110246395 103388,8 13,49 0,050 0,199 8,52 0
SNP521229 8 158091356 151233,7 10,25 0,014 0,302 10,94 13,36
SNP523409 8 163582607 1567249 8,01 0,05 0,254 -0,15 -6,42
SNP530783 9 6299512 0 21,9 0,002 0,323 5,5 0
SNP533008 9 12721563 6422,1 990 0,018 0,292 10,92 12,47
SNP550493 9 87081218 80781,7 10,36 0,013 0,305 9,32 8,07
SNP554195 9 99848965 93549,5 10,26 0,014 0,302 9,68 12,66
SNP554300 9 100233143 93933,6 9,82 0,02 0,289 11,59 12,84
SNP574777 10 2250507 0 10,2 0,015 0,3 12,05 13,6
SNP574782 10 2251882 1,3 10,2 0,015 0,3 13,6 12,05
SNP574784 10 2252206 1,6 10,2 0,015 0,3 12,05 13,6
SNP574797 10 2255084 4.5 10,87 0,009 0,32 10,68 10,9
SNP574810 10 2257612 7,1 9,57 0,024 0,282 13,3 12,13

Crom. = cromossomo; kb = kilobase; F = valor tabelado de F; Prob. = probabilidade; R? = coeficiente de regressao.
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Tabela 15 - Associa¢do de marcadores SNP com drea abaixo da curva de umidade (AACUM) que
apresentam os vinte maiores coeficientes de determinacdo genotipicos

Marcador  Crom. Posi¢ao Dl?{fgl)cm F Prob. R? al;:;eétz iiil)t%
SNP2920 1 6782564 0 9,02 0,036 0,213 -2,69 -63,19
SNP15630 1 38006781 312242 8,45 0,056 0,2 151,12 177,8
SNP30377 1 80501096 73718,5 8,79 0,043 0,208 140,32 183,38
SNP30378 1 80501147 73718.,6 8,79 0,043 0,208 183,38 140,32
SNP30379 1 80501166 73718.,6 8,79 0,043 0,208 140,32 183,38
SNP30902 1 82698127 75915,6 8,97 0,038 0,212 139,86 180,64
SNP170876 3 2383952 0 8,79 0,043 0,207 171,24 145,4
SNP185609 3 51165913 48781,9 8,84 0,042 0,209 175,64 142,81
SNP200433 3 118908827 116524,9 9,06 0,035 0,214 -34 -74,07
SNP207297 3 143113099 140729,1 9,56 0,024 0,226 149,43 186,35
SNP207624 3 144339824 141955,9 8,45 0,056 0,2 140,54 166,28
SNP207632 3 144385393 142001,4 8,45 0,056 0,2 140,54 166,28
SNP210324 3 153765908 151381,9 8,53 0,053 0,201 160,21 134,01
SNP210592 3 154627927 152243,9 8,4 0,059 0,198 171,08 144,09
SNP337562 5 71853037 0 8,61 0,05 0,203 93,1 38,4
SNP337578 5 71898318 45,2 9,82 0,02 0,232 65,95 116,78
SNP401360 6 95460203 0 9,73 0,021 0,23 74,07 24,86
SNP550493 9 87081218 0 8,38 0,06 0,198 101,06 85,07
SNP595323 10 86757710 0 8,49 0,055 0,2 0,24 47,04
SNP595325 10 86765879 8,1 8,88 0,041 0,209 -39,09 10,19

Crom. = cromossomo; kb = kilobase; F = valor tabelado de F; Prob. = probabilidade; R? = coeficiente de regressao.

No gréifico de Manhattan plot, para o caractere AACUM (Figura 3) detecta-se uma
grande concentracdo de pontos no cromossomo 3, seguido por aqueles dos 1, 5, 10, 6 € 9, em
ordem decrescente. Pela analise dos marcadores SNP com maior significincia para esse atributo
fenotipico (Tabela 15), todos os marcadores e respectivos alelos, com excecao do SNP2920,
SNP200433 e SNP595325, promovem aumento do nimero de dias para o florescimento. Os
alelos A e B dos marcadores SNP2920 e SNP200433, mapeados nos cromossomos 1 e 3,
respectivamente, promovem a reducdo da umidade de graos. Ja para o marcador SNP595325,
localizado no cromossomo 10, os alelos A e B estimulam a maior € a menor perda de umidade,
respectivamente. Diferente do que foi detectado nos caracteres DFM e DFF, os marcadores
associados com AACUM apresentaram maior distribuicao pelo genoma, isto €, menor nimero de
grupos de marcadores para uma mesma regido genomica. Contudo, os marcadores SNP30377,
SNP30378 e SNP30379, pertencentes ao cromossomo 1, e os marcadores SNP207624 e
SNP207632 pertencentes ao cromossomo 3, foram agrupados por estarem em mesma regiao

genOmica e apresentarem efeito para menor perda de umidade de graos.
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Tabela 16 - Associa¢do de marcadores SNP com drea abaixo da curva de umidade (AACUM) que
apresentam os maiores coeficientes de determinacdo genotipicos nos diferentes

Cromossomos
Marcador Crom.  Posi¢do Dligl)ma F Prob. R® al;:@f;-‘:;toA if:il)t%
SNP2920 1 6782564 0 9,02 0,036 0,212 -2,69 -63,19

SNP30377 1 80501096 73718,5 8,79 0,043 0,207 140,32 183,38
SNP30378 1 80501147 73718,6 8,79 0,043 0,207 183,38 140,32
SNP30379 1 80501166 73718,6 8,79 0,043 0,207 140,32 183,38
SNP30902 1 82698127 75915,6 8,97 0,038 0,211 139,86 180,64

SNP170356 3 1560323 0 154 0,022 0,181 -114,97 0

SNP170876 3 2383952 823,6 8,79 0,043 0,207 171,24 145,4

SNP185609 3 51165913 49605,6 8,84 0,042 0,208 175,64 142,81

SNP200433 3 119000000 117439,7 9,06 0,035 0,213 -34 -74,07

SNP207297 3 143000000 141439,7 9,56 0,024 0,225 149,43 186,35

SNP337493 5 71718465 0 16,36 0,015 0,192 -54,02 0

SNP337495 5 71718818 0,3 16,36 0,015 0,192 54,02 0

SNP337499 5 71719108 0,6 16,36 0,015 0,192 54,02 0

SNP337562 5 71853037 134,5 8,61 0,05 0,203 93,1 38,40

SNP337578 5 71898318 179,8 9,82 0,02 0,231 65,95 116,78

SNP401360 6 95460203 0 9,73 0,021 0,229 74,07 24,86

SNP407896 6 116000000 20539,8 15,1 0,025 0,178 -50,08 0

SNP407914 6 116000000 20539,8 15,1 0,025 0,178 -50,08 0

SNP407922 6 116000000 20539,8 151 0,025 0,178 50,08 0

SNP407925 6 116000000 20539,8 15,1 0,025 0,178 50,08 0

SNP441618 7 47581826 0 15,67 0,019 0,184 -48,4 0

SNP463961 7 141000000 93418,2 15,66 0,02 0,184 -56,21 0

SNP534511 9 17232436 0 13,91 0,041 0,164 44,27 0

SNP575592 10 4896397 0 15,22 0,023 0,179 45,11 0

SNP575595 10 4896514 0,1 15,22 0,023 0,179 45,11 0

SNP576935 10 9466318 4569.,9 14,22 0,036 0,167 -48,64 0

SNP576942 10 9471660  4575,3 14,22 0,036 0,167 -48,64 0

SNP595325 10 86765879 81869,5 8,88 0,041 0,209 -39,09 10,19

Crom. = cromossomo; F = valor tabelado de F; Prob. = probabilidade; R? = coeficiente de regressao.

Pela selecdo dos marcadores com os maiores valores para os coeficientes de

determinagdo por cromossomo (Tabela 16), e que apresentam P-valor maximo de 0,005%

associados com AACUM, verificou-se agrupamento de marcadores com associacio numa
mesma regido gendmica dos cromossomos 1 (SNP30857, SNP30858 e SNP30859), 5
(SNP337493, SNP337495 e SNP337499), 6 (SNP407914, SNP407922 e SNP407925) e em duas
do cromossomo 10 (SNP575592 e SNP575595; SNP576935 e SNP576942). Esse resultado

evidéncia a ocorréncia de redundancia de marcadores dentro do mesmo grupo de desequilibrio

de ligacdo.
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Em relacdo aos efeitos dos marcadores dos SNPs (Tabela 16), constatou-se que,
diferente do que foi detectado nos resultados das andlises de MLM para os atributos DFM e
DFF, houve a predominéncia por associagdes do alelo A para aumento ou para reducdo da
expressdao da AACUM, com o alelo B em efeito nulo. A redu¢do da magnitude dos valores de
AACUM ¢ desejavel, pois permite a colheita antecipada, e a identificacdo desses marcadores é
de fundamental importancia para fins de selecdo gendmica, visando o desenvolvimento de
linhagens precoces. Nesse contexto, verificou-se que ambos os alelos dos marcadores SNP2920
e SNP200433, mapeados respectivamente nos cromossomos 1 e 3, influenciam a expressao
fenotipica por meio do aumento da perda umidade, isto é, para reducdo dos valores de AACUM.
Ja os alelos de marcadores distribuidos nos cromossomos 3 (SNP170356), 5 (SNP337493), 6
(SNP407896 e SNP407914), 7 (SNP441618 e SNP463961) e 10 (SNP576935, SNP576942)
promovem o aumento da perda de umidade em um dos alelos, e de efeito nulo no outro.

Os marcadores SNP207624 e SNP207632, localizados em mesma regido gendmica do
cromossomo 3 (Tabela 15), associados com o aumento da magnitude para AACUM também
foram significativos para o aumento do numero de dias de florescimento masculino (Tabela 11) e
feminino (Tabela 13), Além disso, o marcador SNP550493, mapeado no cromossomo 9 (Tabela
15) para AACUM, também encontra-se associado com o aumento do nimero de dias para o
florescimento masculino (Tabela 11) e feminino (Tabela 14). Resultados que podem levantar a
hipétese da existéncia de um QTL putativo comum para esses caracteres altamente
correlacionados.

Outros autores encontraram outras regides cromossOmicas ligadas ao florescimento,
mas todos citam QTLs associados ao cromossomo 1 e/ou ao 3. Pela técnica de mapeamento por
intervalo, para o florescimento feminino, QTLs foram encontrados nos cromossomo 1 e 9
(RAGOT et al., 1995), e nos 1, 8 ¢ 9 (KOZUMPLIK et al., 1997). E considerando a média de
floragdo, QTLs foram encontrados nos cromossomos 1, 3, 8 e 10 (CHARDON et al., 2005).
Ribaut et al. (1996) estudaram a selecao de genétipos de milho tolerantes a seca, e identificaram
QTLs envolvidos na expressao do florescimento sob seca distribuidos nos cromossomos 1, 2, 4,

5,8,9¢e10.

3.3.3 Analise de Stepwise
Com o intuito de diminuir a redundancia de informacdo das associacdes detectadas pela

andlise de MLM (Tabela 10), foram utilizados os marcadores SNP com diferentes significancias

para DFM (P-valor >0,02%), DFF (P-valor > 0,05%) e AACUM (P-valor > 0,5%) e submetidas
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a andlise de regressdo de stepwise pelo programa JMP (SAS, 1990). Segundo Schuster e Cruz
(2004), por esse método estatistico, testa-se o0 modelo que melhor explique a variacdo de cada
caractere, incluindo varidveis principais associadas, sem redundantes. A primeira varidvel a ser
considerada na andlise de regressdo, é aquela de mais alto coeficiente de correlacdo, e a selecdao
da sequéncia de entrada dos preditores na equagdo exploratdria € feita estatisticamente, que
seleciona os SNPs que estdo associados com o fenétipo por meio da adicao e teste F do SNP no
modelo base. A explicacdo para adocdo dessa estratégia de andlise refere-se ao nimero de
marcadores significativos associados aos atributos fenotipicos de interesse e pela limitacdo de
1000 marcas que podem ser analisadas pelo programa JMP.

Com o modelo completo (R?=0,79) obtido a partir da andlise de stepwise para o
caractere DFM (Tabela 17) foi possivel verificar a inclusio de marcadores mapeados nos
cromossomos 3, 1 e 2, em ordem decrescente em relacio ao nimero. No cromossomo 3, 0s
alelos A dos marcadores SNP205683 e SNP208896 encontram-se associados com o aumento do
numero de dias para o florescimento masculino, enquanto que os alelos B para a sua reducao. Ja
para o alelo A do marcador SNP197155, também pertencente ao cromossomo 3, o efeito € para
reducdo da expressdo do atributo fenotipico, e o seu alelo alternativo encontra-se associado com
o aumento da magnitude do atributo fenotipico. Em relacdo aos marcadores do cromossomo 1,
os alelos A dos marcadores SNP30378 e SNP7453, promove aumento e redugdo,
respectivamente, para nimero de dias para o florescimento masculino. Pela comparacdo dos
marcadores incluidos no modelo completo de stepwise e a andlise individual das marcas pelo
MLM, constata-se a concordancia para SNP30378 e SNP208896, revelando a importancia dessas
marcas para explicacdo relacionada ao florescimento masculino.

Para o caractere DFF (Tabela 17), constata-se que os marcadores incluidos no modelo
completo (R*=0,93) encontram-se mapeados nos cromossomos 1 e 3. Os alelos A dos
marcadores SNP33060, SNP205762, SNP210455, SNP209980, SNP33130 e SNP208477,
aumentam o nimero de dias para o florescimento feminino, enquanto que o alelo alternativo para
os respectivos marcadores promovem a reducdo. J4 para o efeito do alelo A do marcador
SNP207314 detectou-se reducdo e para o alelo B o aumento do numero de dias para
florescimento feminino. Dos marcadores selecionados pelo modelo ndo houve concordancia com
aqueles marcadores significativos pelo MLM, empregando-se uma abordagem univariada, isto é,

considerando os marcadores individualmente.
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Tabela 17 - Denominagdo e posi¢ao dos marcadores SNP nos respectivos cromossomos, efeito e
porcentagem da variancia fenotipica explicada pelos marcadores (R?) baseado na
andlise de regressdao multipla stepwise para DFF, DFM e AACUM

Caracteristica =~ Marcador Posicdo Cromossomo  Efeito  Probabilidade R* Acumulado
SNP205683 137683421 3 -1,51 0,0003 0,24
SNP30378 80501147 1 -1,94 0,0001 0,45
DEM SNP197155 105353101 3 1,39 0,0012 0,56
SNP208896 148280723 3 -0,93 0,0004 0,67
SNP7453 17510426 1 0,63 0,0006 0,75
SNP101841 9360726 2 0,49 0,0047 0,79
SNP33060 90789962 1 -0,125 0,0001 0,53
SNP207314 143167952 3 2,92 0,0031 0,66
SNP205762 138121855 3 -4,13 0,0013 0,77
DFF SNP210455 154091253 3 -0,231 0,0003 0,87
SNP209980 151942945 3 -0,72 0,0007 0,92
SNP33130 90955306 1 -1,67 0,0029 0,93
SNP208477 147010907 3 -0,6 0,0029 0,93
SNP207297 143113099 3 21,55 0,0147 0,14
SNP180097 31332458 3 22,6 0,0345 0,23
SNP587139 55518826 10 78,53 0,0159 0,34
AACUM SNP30378 80501147 1 -33,5 0,0221 0,43
SNP170876 2383952 3 -16,84 0,0475 0,49
SNP534511 17232436 9 -16,66 0,0296 0,56

DFM = dias para floracdo masculina; DFF = dias para floracdo feminina; AACUM = drea abaixo da curva de
umidade.

Pela andlise de stepwise para AACUM (Tabela 17), constata-se que trés dos seis
marcadores incluidos no modelo completo (R*=0,79) encontram-se mapeados no cromossomo 3,
e 0os demais nos cromossomos 1, 9 e 10. Os alelos A dos marcadores SNP207297, SNP180097 e
SNP587139 encontram-se associados com a reducdo da expressdo para esse atributo, € os
respectivos alelos alternativos com sua reducdo. Ja os efeitos dos alelos A para os marcadores
SNP30378, SNP170876 e SNP5345119 com aumento da magnitude desse caractere, isto &, com
a menor perda de umidade. Pela comparacao dos resultados, baseado nos critérios estabelecidos
para ambas as metodologias, os marcadores SNP207297, SNP30378, SNP170876 e SNP534511
foram concordantes quanto a importancia na determinacdo da AACUM.

Em relacdo aos marcadores significativos pela andlise de stepwise nos diferentes
cromossomos (Tabela 17), detecta-se a existéncia de duas regides gendmicas do cromossomo 1
envolvidas na determinagdo desses caracteres relacionados a maturagdo de graos em milho. Os
alelos do marcador SNP7453, que se encontra associado a DFM, representa uma das regides
genOmicas. Ja na outra regido gendmica do cromossomo 1, observa-se a existéncia do marcador
SNP30378, que foi significativo para DFM e AACUM, e dos marcadores SNP33060 e
SNP33130 muito préoximos (165,3 kilobases), e que os seus respectivos alelos, se encontram

associados com DFF. Para o cromossomo 3, observa-se duas regides gendmicas envolvidas na
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determinacdo da AACUM e representada pelos marcadores SNP170876 e SNP180097; uma
terceira associada com DFM (marcador SNP197155); e uma quarta regido gendmica ampla que
tém influéncia sobre todos os atributos fenotipicos avaliados. Dentre os marcadores dessa regido
gendmica ampla, constata-se que os marcadores SNP205683 e SNP205762, envolvidos na
determinacdo do DFM e DFF, respectivamente, encontram-se relativamente préximos, ou
melhor, distam um do outro em 438,4 kb. Além desses, os marcadores SNP207314 e
SNP207297, mapeados também no cromossomo 3 e ainda mais préximos (54,9 kb), encontram-
se associados com DFF e AACUM, respectivamente.

A utilizacdo da andlise de regressdo de stepwise € geralmente limitada pelo grande
nimero de SNPs (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010), mas a sua aplicacdo associada
com metodologia que filtre marcadores, pode reduzir os efeitos com falsos positivos e na
estimacao dos erros (MOTYER et al., 2011; FERNANDO; GARRICK, 2013). Pela andlise
preliminar da metodologia de MLM e uso desses marcadores significativos na andlise de
stepwise, verificou-se que houve concordancia dos resultados (Tabelas 11, 13 e 15), permitindo
confirmar a importancia de regides gendmicas pertencentes aos cromossomos 1 e 3. Assim, torna
possivel levantar a hipdtese de que a elevada correlacdo genética positiva encontra-se fortemente
associada com ligacdo génica, que segundo Falconer (1987), representa a tendéncia de genes
serem transmitidos conjuntamente durante a meiose, sendo uma causa transitdria para correlacdo.
Contudo, nao se pode descartar a hipétese de pleiotropia, que é uma propriedade em que genes
afetam mais de um caractere, sendo uma causa permanente de correlacdo (GRIFFITHS, 1967).
Com isso, o conhecimento do grau de associacdo existente entre os caracteres agrondmicos e/ou
marcadores moleculares sdo de importancia para o melhorista, porque a selecdo sobre

determinado caractere pode alterar o comportamento do outro.
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3.4 CONCLUSOES

As linhagens de milho apresentam ampla variabilidade genética para florescimento e
perda de umidade de graos.

O ndmero de associagdes significativas € dependente da natureza genética do atributo
fenotipico e da abundancia de regides gendmicas com polimorfismo.

A selecdo arbitraria de marcadores significativos por cromossomo permite aumentar a
eficiéncia na identificagdo de regides gendmicas de interesse pela reducdo da redundancia de
informacao.

A maturidade em milho € determinada provavelmente por QTLs, localizados em regides
especificas do genoma, e que ligacdo génica e/ou pleiotropia sejam as causas de correlagao
genética.

As regidoes genOmicas associadas com floracdo e perda de umidade de grios podem
aumentar ou reduzir a magnitude desses atributos, ou até mesmo ter efeito nulo, indicando o
potencial de uso de marcadores significativos na obtencdo de germoplasma com a maturidade
requerida pelo melhorista.

A estratégia de andlise, combinando-se modelo linear misto com a de regressao multipla
de stepwise, possibilita aumentar a eficiéncia no processo de identificacdo de marcadores

relevantes, e descarte dos que apresentam informacgao redundante.
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4 CONCLUSOES GERAIS

A variabilidade genética para caracteres relacionados a maturacdo de grdos e aos
componentes do rendimento revela a possibilidade de ganho genético.

O emprego do mapeamento por desequilibrio de ligacdo para florescimento e perda de
umidade de grdos pode ser uma estratégia eficiente na selecdo de genétipos com a maturidade

requerida.



