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RESUMO

Uso da selecio genomica e fenotipica em linhagens para predicao de testecrosses em milho

Ha tempos os melhoristas tentam prever as performances de hibridos a partir de
informacdes das suas linhagens parentais. A aplicagdo mais promissora dos marcadores
moleculares no melhoramento de plantas ¢ sua utilizagdo na sele¢do. A producdo de graos ¢é o
carater de maior interesse para os melhoristas e caracteriza-se por ser controlado por grande
numero de locos, sofrendo acentuado efeito ambiental. Ela é fun¢do direta dos seus componentes
e, como esses caracteres sdo correlacionados com a producdo, eles podem ser utilizados na
selecdo indireta para aumentar a produg@o. Os objetivos desse estudo foram: estimar coeficientes
de correlagdo entre linhagens S; de milho e seus testecrosses; mapear QTL e verificar a
congruéncia destes nas linhagens e nos testecrosses; obter médias preditas das linhagens com
base em informa¢des de marcadores moleculares; e verificar a possibilidade de selecionar
testecrosses com base nas médias preditas das linhagens, para diversos caracteres. Foram
avaliadas 256 linhagens S; e 512 testecrosses dessas linhagens com dois testadores, em
experimentos em latices simples 16x16 em seis ambientes. Foram avaliados os caracteres
producdo de graos, acamamento e quebramento, florescimento masculino e feminino, intervalo
entre florescimentos, altura da planta e da espiga, posicdo relativa da espiga, e os componentes da
producdo nas linhagens. Para o mapeamento de QTL nas linhagens e nos testecrosses foi
utilizado um mapa genético com 177 marcadores microssatélites e o modelo de mapeamento por
intervalo composto expandido para multiplos ambientes. Além das médias fenotipicas das duas
geracdes, foram obtidas médias preditas das linhagens com base nos efeitos dos QTL e também
com base em todos os marcadores do genoma. Os coeficientes de correlacdo entre as médias
fenotipicas das linhagens e dos testecrosses variaram de reduzidos para producdo de grios até
moderados para os caracteres de ciclo e estatura. Considerando os componentes da producdo das
linhagens e a producdo dos testecrosses, a maioria das correlagdes ndo foram significativas e,
quando foram, as magnitudes destas foram baixas. A congruéncia de QTL detectados nas
linhagens e nos testecrosses foi pequena para todos os caracteres considerados. As correlagdes
entre as médias preditas das linhagens e as médias fenotipicas dos testecrosses apresentaram
resultados semelhantes aqueles obtidos considerando as médias fenotipicas das linhagens. As
maiores coincidéncias de linhagens S; e testecrosses superiores selecionados foram observadas
para os caracteres de ciclo e estatura e, as menores, ocorreram para producido de grios e seus
componentes. Portanto, mesmo utilizando-se informagdes de marcadores moleculares, s6 ¢
possivel prever a performance de testecrosses a partir de informagdes das linhagens para os
caracteres menos complexos ¢ com reduzido efeito de dominancia, além de ndo ser possivel
praticar sele¢do indireta para a producdo dos testecrosses baseada nos componentes das
linhagens. Nestes casos, as informagdes dos marcadores devem ser obtidas diretamente nos
testecrosses. Mesmo utilizando informag¢des de marcadores, a selecdo pode ser iniciada durante a
obtencdo das linhagens para alguns caracteres mas, para outros, a sele¢do deve ser realizada pela
avaliacdo das linhagens em cruzamentos.

Palavras-chave: Milho; Linhagem; Testecrosses; Correlagdo; QTL; Selecdo assistida por
marcadores moleculares
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ABSTRACT

Use of genomic and phenotypic selection in lines to predict maize testcrosses

For a long time breeders have been trying to predict the performance of hybrids based on
the performance from their parental lines. The most promising application of molecular markers
in plant breeding is their use in selection. Grain yield is the most important trait to breeders and it
is controlled by a large number of loci undergoing accentuated environmental effect. It is a direct
function of its components and as these traits are correlated with yield, they can be used for
indirect selection to increase grain yield. The objectives of this research were to estimate
correlations between S; maize lines and their testcrosses; map QTL and verify its congruence in
lines and testcrosses; predict means of the lines by using information from molecular markers;
and verify the possibility to select testecrosses from the predict means of the lines for several
traits. Two-hundred and fifty six S; lines and five-hundred and twelve testcrosses of these lines
with two testers were evaluated in simple lattice 16x16 design in six environments. The traits
analyzed were grain yield, plant lodging, days to anthesis, days to silking, anthesis-silking
interval, plant and ear height, ear placement, and the yield components in the lines. A genetic
map with 177 microsatellite markers and the multiple-environmental composite interval mapping
model were used to map QTL in the lines and in their testcrosses. In addition to the phenotypic
means of the two generations, the predicted means of the lines based on QTL effects and based in
all markers were obtained. The correlation coefficients between the phenotypic means of the lines
and of the testcrosses ranged from low to grain yield to moderate for cycle and stature traits.
Considering the grain yield components of the lines and yield of the testcrosses, most of the
correlations were not significant and, when they were, their magnitudes were low. The
congruence of QTL detected in the lines and testcrosses were small for all traits. The correlations
between the predict means of the lines and the phenotypic means of the testcrosses showed
similar results with those obtained by the lines phenotypic means. The highest coincidences of
selected superior S; lines and testcrosses were observed for cycle and stature traits and the lowest
for grain yield and its components. Therefore, even by using molecular markers information, it is
only possible to predict the testcrosses performance from the lines information to less complex
traits and with small dominance effects, as well as not being possible to carry out indirect
selection to testcrosses yield based on the components of the lines. For these cases, the markers
information must be obtained directly from the testcrosses. Even by using markers information,
selection may be initiated during lines development for some traits, but to others, the selection
must be made by evaluation of the lines in crosses.

Keywords: Maize; Lines; Testcrosses; Correlation; QTL; Marker assisted selection
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho apresenta posi¢ao de destaque dentre as atividades agricolas mundiais,
sendo uma das mais importantes também no Brasil, que é o 3° maior produtor desse grao, ficando
atras apenas dos Estados Unidos e China (GARCIA et al., 2006). A cultura do milho no Brasil
ocupa o segundo lugar em area e producdo, sendo superada apenas pela soja (IBGE, 2009) e vém
aumentando significativamente nos ultimos anos, sendo que a producdo total passou de 24 para
42 milhdes de toneladas nos ultimos 15 anos (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2008). Grande parte desse aumento se deve ao intenso
melhoramento genético dedicado a essa cultura, o que pode ser verificado pelo aumento da
produtividade média no pais que subiu de 1800 Kg ha” para 3000 Kg ha™ nesse periodo
(CONAB, 2008).

O sistema de endogamia-hibridagdo, idealizado por Shull (1908, 1909, 1910), East (1908,
1909) e Jones (1918), ainda permanece como o esquema de melhoramento mais importante para
a producdo comercial de sementes de milho. Nesses estudos, os pesquisadores observaram os
efeitos da heterose e também que, por meio da técnica de extragdo de linhagens endogamicas via
autofecundagdes sucessivas e o cruzamento dessas linhagens, era possivel selecionar os melhores
gendtipos e reproduzi-los indefinidamente. Apesar da importancia dos resultados apresentados
pelos autores, a introducdo do milho hibrido s6 ocorreu por volta da década de 1920, mas
representou um dos maiores impulsos a agricultura moderna pois, embora as técnicas e condi¢des
de cultivo tenham melhorado significativamente, ocorreu grande aumento na produtividade da
cultura (PATERNIANTI, 1993).

No melhoramento de hibridos de milho, linhagens endogdmicas sdo produzidas e
selecionadas tanto por suas performances per se como pelo desempenho de seus hibridos, sendo
que a selecdo de linhagens superiores ¢ baseada na sua capacidade geral e especifica de
combinag¢@o. Geralmente essas linhagens sdo avaliadas em testecrosses, utilizando-se para tanto
uma linhagem endogdmica como testadora, oriunda de germoplasma distinto daquele do qual as
linhagens, que serdo avaliadas, foram obtidas. Como o cruzamento das linhagens com o testador
e a condugdo de experimentos para avaliagdo das progénies de testecrosses apresentam custo
elevado, além de requerer grande quantidade de tempo e recursos humanos, informagdes das

linhagens que possam ser indicativas da performance de seus testecrosses sdo desejaveis
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(MIHALJEVIC et al., 2005). Relagdes de produtividade e de outros caracteres de importancia
agrondmica em linhagens e esses mesmos caracteres nos hibridos, tém sido estudados desde o
inicio dos programas de melhoramento de hibridos até os dias atuais (HALLAUER; MIRANDA
FILHO, 1988; MIHALJEVIC et al., 2005). Dessa maneira, o entendimento de como a expressao
de caracteres em linhagens ¢ transmitida aos seus hibridos ¢ de grande interesse para os
melhoristas de plantas.

Estimativas experimentais de correlacdo genética entre linhagens per se e a performance
de seus hibridos variam consideravelmente para diferentes culturas, caracteres e geracdo de
endogamia. Em milho, para caracteres que apresentam reduzido efeito de dominancia e alta
herdabilidade, como teor de umidade nos grios, comprimento de espigas ou dias para o
florescimento, as estimativas de correlagdo genética sdo de medianas a elevadas. No entanto, as
estimativas sdo reduzidas para caracteres que apresentam efeito pronunciado de dominancia e/ou
para caracteres mais complexos, como producdo de grios (HALLAUER; MIRANDA FILHO,
1988). Desse modo, a selecdo das linhagens por meio das suas performances per se pode ser
eficiente para aqueles caracteres que apresentam elevada herdabilidade e pequeno efeito
heterdtico, mas nao para os caracteres mais complexos, de menor herdabilidade e que apresentam
acentuada heterose, os quais, geralmente, sdo de grande interesse no melhoramento. Para esses
caracteres, recomenda-se a sele¢do das linhagens por meio da avaliacdo dos seus cruzamentos em
testecrosses.

A producido de graos em milho ¢ o principal carater de interesse, tanto para os melhoristas
como para os agricultores. Sua principal caracteristica ¢ que trata-se de um carater quantitativo,
controlado por um grande nimero de locos (JUGENHEIMER, 1976; PATERNIANI, 1993), que
possuem pequeno efeito individual sobre o fenotipo (GELDERMANN, 1975; COMSTOCK,
1978), fazendo com que sua expressdo sofra acentuado efeito do ambiente. Na literatura existem
diversos estudos mostrando que a producdo de graos apresenta estimativas baixas de coeficiente
de herdabilidade e, também, que existem muitos caracteres no milho que sdo correlacionados.
Dessa forma, uma alternativa para se contornar a dificuldade de aumento da producgdo de grios
utilizando a selecdo direta ¢ a utilizagdo da selecdo indireta, realizada com base em caracteres que
sejam altamente correlacionados com a produgdo de graos, possuam magnitudes mais elevadas de
coeficientes de herdabilidade e sejam de avaliagdo mais facil que a produgdo de grios per se

(FALCONER; MACKAY, 1996).
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Em milho a producio de graos ¢ funcdo direta dos seus componentes (JUGENHEIMER,
1976), que sdo a prolificidade ou nimero de espigas por planta, peso médio do grdo, niimero de
fileiras de grdos na espiga, numero de graos por fileira, comprimento da espiga, diametro da
espiga e profundidade de grdo. Como esses caracteres sdo menos complexos que a propria
producdo, apresentando geralmente maiores coeficientes de herdabilidade e sofrendo menor
efeito do ambiente, além de serem altamente correlacionados com a produgdo, eles podem ser
utilizados para se praticar selecdo indireta para produgdo de graos, resultando em maior resposta
a selecdo do que a selecdo praticada diretamente para a producdo (HALLAUER; MIRANDA
FILHO, 1988; ARIAS; SOUZA JUNIOR; TAKEDA, 1999; ALVES; RAMALHO; SOUZA,
2002; AGUIAR, 2003; BENTO, 2006; BELICUAS, 2009).

Antes do advento dos marcadores moleculares, os caracteres quantitativos eram
estudados, principalmente, utilizando-se modelos genético-estatisticos, que consideravam os
efeitos médios de todos os locos afetando os caracteres. O desenvolvimento de marcadores
genéticos cada vez mais informativos, culminando com o aparecimento dos marcadores
moleculares, possibilitou enorme avanco no estudo desses caracteres (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Os marcadores moleculares aproveitam o polimorfismo da propria
molécula de DNA, ocorrendo, portanto, em niimero suficiente para que seja possivel a marcag@o
de qualquer alelo presente em uma dada espécie (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2000). Com
isso, foi possivel a elaboracdo de mapas genéticos que apresentam grande numero desses
marcadores, etapa fundamental para o inicio dos trabalhos de mapeamento de QTL, ou seja, o
mapeamento de regides contendo locos que controlam caracteres quantitativos, permitindo obter
estimativas de efeito e posi¢do para cada um dos locos que afetam esses caracteres.

Dessa forma, a realizacdo de mapeamento de QTL em linhagens e nos seus hibridos pode
fornecer informagdes importantes, que podem ser uteis para o melhor entendimento da heranga
dos caracteres de natureza quantitativa, bem como da correlacdo entre a expressdo de caracteres
nas linhagens e nos hibridos produzidos a partir delas. Essas informagdes também podem ser
utilizadas na escolha de linhagens parentais para a obtengdo de hibridos, o que pode diminuir
significativamente a quantidade de cruzamentos a serem avaliados, tornando esse processo mais
rapido e barato. Assim como uma alta correlagdo entre as linhagens e os seus hibridos ¢
desejavel, uma alta congruéncia de QTL identificados em linhagens e nos hibridos dessas

linhagens, também o é.
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Algumas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de comparar QTL mapeados em
linhagens e nos seus respectivos hibridos ou testecrosses e, com isso, entender a relacdo
molecular entre essas duas geragdes, para um grande nimero de caracteres, utilizando diferentes
estratégias e tipos de populacdes (GUFFY; STUBER; HELENTJARIS, 1988; MELCHINGER et
al., 1993; BEAVIS et al., 1994; SCHON et al., 1994; AUSTIN; LEE, 1996; GROH et al., 1998;
MIHALJEVIC et al., 2005; PRESTERL et al., 2007). E esperado que, para aqueles caracteres que
apresentam alta correlagdo entre linhagens e hibridos, exista também um maior nimero de QTL
congruentes entre essas geragdes. No entanto, esses trabalhos mostram que, mesmo para
caracteres que apresentam alta correlag@o entre as linhagens e os cruzamentos dessas linhagens, o
niamero de QTL coincidentes apresenta grande variagcdo, dependendo principalmente do tipo de
populacdo experimental, do carater estudado, do tamanho da amostra populacional considerado e
do niimero de marcadores moleculares utilizado. Todos os trabalhos encontrados referem-se a
germoplasma de milho temperado, inexistindo resultados utilizando germoplasma de milho
tropical. Outro ponto que deve ser destacado ¢ que, sendo todos, pelo menos para a maioria dos
trabalhos existentes, as populagdes parentais e a descendéncia foram avaliadas em ambientes
diferentes (geralmente na mesma area, mas em anos agricolas diferentes) e, por essa razao, a
baixa congruéncia de QTL pode ser devida a ocorréncia de interagdo QTL por ambiente.

Inicialmente, os trabalhos de mapeamento de QTL foram realizados para estudos de
heranga de caracteres de importancia agrondmica/econémica. Uma outra aplicag@o desses estudos
¢ o entendimento de fendmenos genéticos, como por exemplo as correlagdes entre caracteres. A
aplicacdo mais promissora dos QTL, no entanto, ¢ a utilizagdo dessas informagdes para realizacao
de selecdo, o que ¢ conhecido como sele¢do assistida por marcadores moleculares (SAM). A
SAM pode aumentar a eficiéncia de programas de melhoramento, pois genotipos contendo alelos
favoraveis para o carater podem ser identificados antes do florescimento, diminuindo o tempo de
cada ciclo de selecdo. Os QTL com alelos favoraveis podem ser identificados em linhagens nao
elites ou em germoplasma exdtico, para serem utilizados nos programas de melhoramento,
transferindo-se QTL para as linhagens elites por meio de retrocruzamentos assistidos por
marcadores (STUBER; SISCO, 1992; HOSPITAL et al., 1997, BOUCHEZ et al., 2002). Para
caracteres correlacionados negativamente, a partir dos estudos de mapeamento de QTL ¢ possivel
identificar QTL sem ou com reduzido efeito pleiotropico, aumentando-se ou diminuindo-se

simultaneamente esses caracteres (BERKE; ROCHEFORD, 1995).
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Uma nova abordagem para utilizacdo de marcadores moleculares para selecdo assistida,
conhecida como Genome-Wide Selection ou Selecio Gendémica (SG), foi proposta por
Meuwissen, Hayes e Goddard (2001). Devido ao desenvolvimento de marcadores cada vez mais
abundantes no genoma ¢ a custos cada vez menores, essa metodologia tornou-se muita atrativa,
sendo utilizada por muitos pesquisadores no melhoramento animal. Na SG, consideram-se
informagdes de todos os marcadores do genoma e ndo apenas aqueles associados ao carater por
meio da andlise de QTL, eliminando-se a etapa de constru¢do de mapa genético e mapeamento de
QTL, o que torna o processo mais rapido e barato. Apesar dos excelentes resultados obtidos na
area de melhoramento animal (KOLBEHDARI; SCHAEFFER; ROBINSON, 2007, GODDARD;
HAYES, 2007; LONG et al., 2007, LEGARRA; MISZTAL, 2008), essa técnica ainda nao tem
sido utilizada na area de melhoramento vegetal, sendo a quase totalidade dos trabalhos existentes
resultantes de estudos de simulagdo (BERNARDO; YU, 2007; BERNARDO, 2008; LIU et al.,
2008; RESENDE et al., 2008; BERNARDO, 2009; HEFFNER; SORRELS; JANNINK, 2009).

A realizagdo de estudos de mapeamento de QTL em linhagens e nos seus testecrosses,
quando as duas geracdes sdo avaliadas no mesmo ambiente, pode ser uma ferramenta de grande
utilidade, gerando informagdes para um melhor entendimento de como caracteres de interesse
agrondmico sdo expressos nas linhagens e nos testecrosses, além de auxiliar o entendimento da
base genética das correlagdes dos caracteres entre essas duas geragdes em nivel molecular. Além
disso, essas informacdes podem ser utilizadas para selecionar testecrosses superiores com base
em informacdes moleculares de linhagens por meio da selegdo assistida por marcadores
moleculares. Com isso, o presente estudo teve como objetivos: (i) estudar as correlagdes e as
congruéncias de QTL mapeados em linhagens S; e nos seus testecrosses; (ii) verificar a
possibilidade de utilizar informag¢des de marcadores moleculares das linhagens para inferir sobre
a performance de testecrosses obtidos a partir destas e (iii) realizar selecdo de testecrosses

baseando-se nas informag¢des moleculares das linhagens.
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2 USO DA SELECAO GENOMICA E FENOTIPICA EM LINHAGENS PARA
PREDICAO DE TESTECROSSES EM MILHO I: PRODUCAO DE GRAOS E
CARACTERES DA PLANTA

Resumo

Desde a descoberta das vantagens de utilizagdo de hibridos de milho, os melhoristas
buscam maneiras de prever as performances destes a partir de informagdes das suas respectivas
linhagens parentais. Uma das aplicagdes mais promissoras dos marcadores moleculares no
melhoramento ¢ a sua utilizacdo na sele¢do de gendtipos. Os objetivos desse estudo foram:
mapear QTL e verificar a congruéncia destes em linhagens S; de milho e nos seus testecrosses;
obter médias preditas das linhagens com base em informacdes dos marcadores moleculares e
estimar coeficientes de correlagdo entre as linhagens e os testecrosses; e verificar a coincidéncia
de linhagens e de testecrosses selecionados com base nas médias preditas das linhagens. Foram
avaliadas 256 linhagens S; e 512 testecrosses dessas linhagens com dois testadores distintos, em
experimentos em latices simples 16x16 em seis ambientes. Foram avaliados os caracteres
producdo de graos, acamamento e quebramento de plantas, florescimento masculino e feminino,
intervalo entre florescimentos, altura da planta e da espiga e posi¢@o relativa da espiga. Para o
mapeamento de QTL nas linhagens e nos testecrosses foi utilizado um mapa genético com 177
marcadores microssatélites e o modelo de mapeamento por intervalo composto expandido para
analise em multiplos ambientes. Foram obtidas as médias fenotipicas das linhagens e dos
testecrosses e, também, as médias preditas das linhagens com base nos efeitos dos QTL e com
base em todos os marcadores do genoma. Os coeficientes de correlacdo entre as médias
fenotipicas das linhagens e dos testecrosses variaram de reduzidos para producdo de grios até
moderados para os caracteres de ciclo e estatura. A congruéncia de QTL detectados nas linhagens
e nos testecrosses foi baixa para todos os caracteres. As correlagdes entre as médias preditas das
linhagens e as médias fenotipicas dos seus testecrosses apresentaram resultados semelhantes
aqueles obtidos considerando as médias fenotipicas das linhagens. As porcentagens mais
elevadas de coincidéncias de linhagens S; e testecrosses superiores selecionados foram
observadas para os caracteres de ciclo e estatura da planta e as menores coincidéncias ocorreram
para produc¢do de graos, independente de se considerar informagdes fenotipicas ou de marcadores
moleculares das linhagens. Para todos os resultados obtidos ndo foi observado efeito acentuado
do testador, ou seja, os resultados foram proximos para ambos os testecrosses. Com os resultados
obtidos, pode-se concluir que, mesmo utilizando-se informagdes de marcadores moleculares, so €
possivel prever as performances de testecrosses a partir de informagdes das linhagens para os
caracteres menos complexos e com reduzido efeito de dominancia. Para os caracteres mais
complexos e com pronunciado efeito de dominancia, as informagdes dos marcadores devem ser
obtidas diretamente nos testecrosses, para que possam ser utilizadas na selegao.

Palavras-chave: Milho; Linhagem; Testecrosses; Correlagdo; QTL; Selecdo assistida por
marcadores moleculares



24

Abstract

Since the discovery of the advantages of using corn hybrids, plant breeders have been
trying to predict the performance of hybrids based on information from their respective parental
lines. The most promising application of molecular markers, in breeding, is its use in selection.
The objectives of this research were to map QTL and verify its congruence in maize lines and in
their testcrosses; predict means of the lines by using information from molecular markers and
estimate correlations between S; maize lines and their testcrosses; and verify the possibility to
select testcrosses from the predict means of the lines. Two-hundred and fifty six S; lines and five-
hundred and twelve testcrosses of these lines with two testers were evaluated in simple lattice
16x16 design in six environments. The analyzed traits were grain yield, plant lodging, days to
anthesis, days to silking, anthesis-silking interval, plant and ear height and ear placement. A
genetic map with 177 microsatellite markers and the multiple-environmental composite interval
mapping model were used to map QTL in the lines and in their testcrosses. In addition to the
phenotypic means of the two generations, the predicted means of the lines were computed based
on QTL effects and based in all markers of the genome. The correlation coefficients between the
phenotypic means of the lines and the testcrosses ranged from low for grain yield to moderate for
cycle and stature traits. The congruence of QTL detected in the lines and testcrosses were small
for all traits. The correlations between the predict means of the lines and the phenotypic means of
the testcrosses showed similar results to those obtained by the lines phenotypic means of lines.
The highest coincidences of the S; lines and selected testcrosses, for the selection intensities of
10% and 20%, were observed for cycle and stature traits and the lowest for grain yield, regardless
of molecular or phenotypic information of the lines. Tester effect was not observed, i. e., the
results were similar for both testcrosses. With these results one can conclude that, even by using
molecular markers information, it is only possible to predict the testcrosses performance from the
lines information to less complex traits and with reduced dominance effect. For complex traits
and with pronounced dominance effect, information of markers must be obtained directly in the
testcrosses, so they can be used for selection.

Keywords: Maize; Lines; Testcrosses; Correlation; QTL; Marker assisted selection

2.1 Introducgao

Desde a idealizagdo da utilizacdo de hibridos por meio do cruzamento entre linhagens
endogamicas no melhoramento de milho (SHULL, 1908, 1909, 1910; EAST, 1908, 1909;
JONES, 1918), essa técnica vem sendo intensamente aplicada nos programas de melhoramento.
Com as descobertas das vantagens da utilizagdo do milho hibrido, inimeros trabalhos foram e
continuam sendo desenvolvidos para tentar encontrar uma maneira eficaz de predizer a
performance do hibrido por meio da performance das suas linhagens parentais, o que tornaria o
processo de obtencdo e, principalmente, de sele¢do das linhagens, muito mais rapido e barato

(MIHALJEVIC et al., 2005). Dessa maneira, diferentes estudos foram realizados buscando
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relagdes entre linhagens e hibridos, para os mais diversos caracteres, sendo encontrados
resultados muito varidveis (HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988).

O mapeamento de QTL em linhagens e nos seus hibridos pode fornecer informacdes tuteis
para o melhor entendimento da heranga dos caracteres de natureza quantitativa, bem como da
correlacdo entre a expressdo de caracteres nas linhagens e nos hibridos produzidos a partir delas,
em nivel molecular. Essas informagdes podem, também, auxiliar na escolha de linhagens
parentais a serem utilizadas na obten¢do de hibridos, por meio da sele¢do assistida por
marcadores moleculares, o que pode diminuir significativamente a quantidade de cruzamentos a
serem avaliados e o tempo necessario para a obtenc@o dos hibridos, tornando esse processo mais
rapido e barato (STUBER; SISCO, 1992; BERKE; ROCHEFORD, 1995; HOSPITAL et al.,
1997; BOUCHEZ et al., 2002).

Uma nova abordagem para utilizacdo de marcadores moleculares para sele¢do assistida,
conhecida como Genome-Wide Selection ou Selecio Gendémica (SG), foi proposta por
Meuwissen, Hayes e Goddard (2001). Essa metodologia vem sendo aplicada intensamente no
melhoramento animal, apresentando resultados satisfatorios (KOLBEHDARI; SCHAEFFER;
ROBINSON, 2007; GODDARD; HAYES, 2007; LONG et al., 2007, LEGARRA; MISZTAL,
2008). No entanto, ela ainda ndo tem sido utilizada no melhoramento vegetal, sendo que a
maioria dos estudos para avaliar esta metodologia utilizou-se de simulagdo (BERNARDO; YU,
2007; BERNARDO, 2008, 2009; LIU et al., 2008; RESENDE et al., 2008; HEFFNER,;
SORRELS; JANNINK, 2009).

Alguns estudos foram realizados com o intuito de verificar a congruéncia de QTL
mapeados em linhagens e nos hibridos e/ou testecrosses dessas linhagens, considerando
diferentes caracteres e tipos de populacdo (BEAVIS et al., 1994; GROH et al., 1998; AUSTIN et
al., 2000; MIHALJEVIC et al., 2005). De maneira geral, foram encontrados poucos QTL
coincidentes para todos os caracteres. Nestes estudos, no entanto, as geragdes parentais € oS
cruzamentos foram avaliados em ambientes diferentes, geralmente na mesma area mas em
diferentes anos e, por isso, a baixa congruéncia de QTL pode ter ocorrido devido a elevada
interagdo QTL x Ambiente.

A comparagdo da coincidéncia de QTL em linhagens e nos seus testecrosses, quando as
duas geracdes sdo avaliadas no mesmo ambiente, elimina a interacdo QTL x Ambiente das

andlises, permitindo uma compara¢do mais precisa da congruéncia de QTL entre essas duas
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geracdes. Assim, os objetivos desse estudo foram: (i) mapear QTL para diversos caracteres em
linhagens S; de milho e nos seus testecrosses e verificar a congruéncia destes QTL; (ii) estimar
correlagdes entre as médias fenotipicas e preditas das linhagens com base em informacdes dos
marcadores moleculares e as médias fenotipicas dos testecrosses; e (iii) verificar a coincidéncia
de linhagens S; e de testecrosses superiores selecionados usando informac¢des dos marcadores

moleculares das linhagens.

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Material e Métodos

2.2.1.1 Material genético

As linhagens S, utilizadas neste trabalho foram obtidas do cruzamento entre as linhagens
endogamicas de milho L-14-04B e L-08-05F. A linhagem L-14-04B foi extraida da populacio
BR-106 e apresenta graos amarelo dentados e a linhagem L-08-05F foi extraida da populagao 1G-
1 e apresenta graos alaranjado duros. Essas linhagens pertencem a grupos heterdticos distintos e
apresentam divergéncia para varios caracteres (SIBOV et al., 2003). Estas linhagens foram
cruzadas obtendo-se a geracdo Fi, da qual foram escolhidas 4 plantas para serem autofecundadas
obtendo-se a populacdo F,. Essas 4 plantas foram selecionadas por meio de marcadores
microssatélites para a presenca dos alelos parentais. A seguir, 256 plantas foram autofecundadas,
obtendo-se as linhagens S; (progénies F;.3). Estas foram cruzadas com duas linhagens testadoras,
as linhagens L-04-05F e L-02-03D. A linhagem L-04-05F foi derivada da populagdo IG-1 e a
linhagem L-02-03D foi obtida da populagdo IG-2. Esses testadores pertencem a grupos
heterdticos distintos e apresentam divergéncias para varios caracteres. Para a obtencdo dos
testecrosses, as linhagens S; foram utilizadas como genitor feminino, em lotes isolados de
despendoamento com cada testador, obtendo-se dois testecrosses para cada uma das linhagens S,
totalizando 256 testecrosses com a L-04-05F (TC1) e 256 testecrosses com a L-02-03D (TC2).
As linhagens foram obtidas no programa de Melhoramento de Milho do Departamento de
Genética da ESALQ/USP. Assim, para este trabalho, foram utilizadas as 256 linhagens S; e seus

respectivos testecrosses.
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2.2.1.2 Procedimento experimental

A avaliacdo das linhagens S; e dos testecrosses foi realizada em seis ambientes, sendo
cada combinac¢do local x ano considerada como um ambiente distinto. As 256 linhagens e seus
respectivos testecrosses foram avaliados nas Estacdes Experimentais Departamento de Genética
(ESALQ/USP) e Anhembi, sendo os experimentos conduzidos durante trés anos agricolas, com
duas repeticdes por ambiente, instalando-se os experimentos das linhagens e dos testecrosses em
areas adjacentes e, portanto, no mesmo ambiente. Tanto no experimento das linhagens como nos
dois experimentos dos testecrosses, o delineamento experimental utilizado foi o latice simples
16x16. Para os testecrosses, cada experimento foi composto por 128 testecrosses de cada uma das
linhagens testadoras, sendo alocado, no outro experimento, os outros 128 testecrosses restantes
para cada testador, e as repeti¢des de cada experimento foram casualizadas na area experimental.
Cada parcela foi constituida de uma linha de 4 m semeadas com 50 sementes restando, apds o
desbaste, 20 plantas em cada parcela. O espagamento entre plantas foi de 0,20 m e, entre parcelas
de 0,80 m, correspondendo a uma populagio de 62.500 plantas ha. Foram analisados os
caracteres: producdo de grios (PG, em t ha') ajustada para 15% de umidade e corrigida para
estande médio; altura da planta e da espiga (AP ¢ AE, em cm planta™), obtidas da média de cinco
plantas da parcela; posicdo relativa da espiga (PRE = AE/AP); florescimento masculino e
feminino (FM e FF, em dias), obtidos pelo nimero de dias do plantio a 50% das plantas por
parcela em antese e com estilo estigma, respectivamente; intervalo entre florescimentos (IF = FF
— FM); e acamamento e quebramento (ACQ, em % de plantas), obtido pelo nimero de plantas

acamadas e quebradas na parcela na época da colheita e corrigido para estande médio.

2.2.1.3 Analises de variancia e covariancia

Todas as andlises estatistico-genéticas foram realizadas utilizando-se o programa
computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1999). Para cada experimento das linhagens e dos
testecrosses foram realizadas analises de variancia individuais, seguindo-se o0 modelo matematico
para experimento em latice (COCHRAN; COX, 1966). Com as médias ajustadas obtidas das
analises individuais foram realizadas andlises de varidncia conjunta dos experimentos, utilizando

um modelo aleatorio. Para os testecrosses, além das andlises conjuntas, foram realizadas analises
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de variancia conjunta agrupada, sendo agrupados os dois experimentos realizados para os

testecrosses. A partir das esperancas dos quadrados médios das andlises de varidncia conjunta e

agrupada, foram estimadas as variancias fenotipicas em nivel de médias (6—% ), variancias
genéticas (4, ), varidncias da interagdo gendtipo x ambiente (67, , ), variancias do residuo (67;) e

herdabilidades ao nivel de médias (fz;f ), pelas seguintes expressdes: 6‘% =(OM_.)/kl,

é-é =(OM;-0OM )/ ki, 6-c2;xA =(OM; —OM,)/ k, 6-12e =0M, e hAEZ = 6-é/6-12F7 em que QM
¢ o quadrado médio de gendtipos; QM. , ¢ o quadrado médio da interacdo genotipos x
ambientes; QM , ¢ o quadrado médio do residuo e k£ e / sdo o numero de repeti¢des e locais,

respectivamente. As estimativas dos intervalos de confianga para os componentes da variancia,
com 95% de probabilidade, foram estimados segundo Burdick e Graybill (1992) e, para a
estimativa do intervalo de confiangca do coeficiente de herdabilidade, também com 95% de
probabilidade, foi utilizada a metodologia proposta por Knapp, Stroup e Ross (1985).

Foram realizadas as andlises de covariancia entre as linhagens S; e os testecrosses de cada

testador, e utilizando-se dos mesmos procedimentos das andlises de variancia, foram estimadas as

covaridncias genéticas entre as linhagens e os testecrosses (COVj;, ) e as covaridncias fenotipicas
médias entre as linhagens e os testecrosses (COVy ) por: COVy,, =(PMyy,, —PM g, ,.,)/ kI ¢

COVny =PM,, /kl, em que PM, € o produto médio do carater para as linhagens e para os

testecrosses, PM ;;,,,. € o produto médio da interagdo do carater das linhagens e dos testecrosses

com o ambiente ¢ k e / sdo o numero de repeti¢des e locais, respectivamente. A seguir foram

estimados os coeficientes de correlagdo genética (7, ) e fenotipica (?Fry) dos caracteres entre as

linhagens e os testecrosses por: 7, = COV,,, /\|6¢.6¢, € 7 = COV, /|67 67, em que G,

Gxy y 1% Fy
e o”‘éy referem-se as varidncias genéticas do carater para as linhagens e para os testecrosses,
respectivamente e 6‘%{ e 6‘% sdo as variancias fenotipicas do carater para as linhagens e para os
testecrosses, respectivamente. O teste 7 (¢ =7, /s(7,,)) foi utilizado para avaliar as significancias

destas, sendo as metodologias de Steel e Torrie (1980) e de Falconer e Mackay (1996) utilizadas

para estimar os erros padrdes (s(7,,) ) das correlagdes fenotipicas e genéticas, respectivamente.
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2.2.1.4 Mapa genético

Para a construcdo do mapa genético foram utilizados 177 marcadores microssatélites e o
programa Mapmaker versdao 3.0 (LINCOLN et al., 1992), no qual foi considerado o valor de
LOD=3 e 50,0 cM de distancia maxima entre marcadores adjacentes, sendo as freqiiéncias de
recombinagdo convertidas em distancia (cM) utilizando a fung¢do de Kosambi (KOSAMBI,
1944). Detalhes sobre o desenvolvimento deste mapa foi descrito por Sibov et al. (2003), ao qual
foram acrescentados 60 novos marcadores. Este mapa possui 10 grupos de ligacdo (10
cromossomos), com comprimento total de 2.055,8 cM, e intervalo médio entre marcadores

adjacentes de 12,31 cM.
2.2.1.5 Mapeamento de QTL

Utilizou-se o programa QTL Cartographer versdo 1.17 (BASTEN; WEIR; ZENG, 2003),
considerando “window size” de 10 cM e “walking speed” de 1 ¢cM e o modulo Jzmapgqtl, que
realiza 0 mapeamento por intervalo composto (CIM) (ZENG, 1994) expandido para anélise em
multiplos ambientes (JIANG; ZENG, 1995). Para o mapeamento nas linhagens (eq. 1) e nos

testecrosses (eq. 2) foram utilizados os modelos:

Im~" jl

Vim =boy + 0, +d, 2, + Z(b Xy +d,z;)+e, (1)

t
yjm = bOm +amxj + Z(blln‘le)+ejm (2)
!
em que, em ambos os modelos, y,, € o valor fenotipico do j—ésimo genotipo avaliado no

r . . ’ . ;1 . * ., .,
m—ésimo ambiente; b,, € o efeito médio do modelo para o ambiente m; x, € a varidvel

identificadora do genoétipo do provavel QTL que assume valores 0, 1 e 2 para os genotipos ¢gq ,
Oqg e QQ, respectivamente, segundo probabilidades que dependem da fragdo de recombinagido

entre o marcador i e o QTL, condicionais aos genotipos dos marcadores flanqueadores i e i+1;

b

¢ o coeficiente de regressdo parcial entre os valores fenotipicos e os valores atribuidos a x;;

Im

x., sdo as variaveis identificadoras associadas ao cofator /, assumindo ¢ marcadores

Jl

selecionados como cofatores e e, ¢ o efeito residual associado ao j—ésimo genotipo no
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m—ésimo ambiente. Além desses, no modelo das linhagens (eq. 1), b, é o efeito aditivo do
provavel QTL referente ao ambiente m; d, ¢ o efeito de dominancia do provavel QTL referente
ao ambiente m ; z/ ¢ a variavel identificadora do genotipo do provavel QTL, que assume valores

0 e 1 para os gendtipos homozigotos (qg ou QQ) e heterozigoto (Qg), respectivamente,
segundo probabilidades que dependem da fragdo de recombinag@o entre o marcador i e o QTL,

condicionais aos genotipos dos marcadores flanqueadores i e i+1; d,, ¢ o coeficiente de
regressdo parcial entre os valores fenotipicos e os valores atribuidos a z,; e z,, sdo as varidveis

identificadoras associadas ao cofator /, assumindo ¢ marcadores selecionados como cofatores; e,
* , . . . yqe ’
no modelo dos testecrosses (eq. 2), «, ¢ o efeito de substituicdo alélica do provavel QTL

referente ao ambiente m .

Os cofatores considerados nas andlises foram selecionados por ambiente, utilizando-se o
procedimento de regressdo “stepwise” (forward/backward), com o =0,05 para inclusido e
exclusdo dos marcadores no modelo. Apds a obtengdo dos cofatores, foi realizada uma nova
selecdo dentre os cofatores selecionados, deixando-se no maximo os cinco cofatores mais
informativos em cada ambiente. Isso foi feito para evitar a superparametrizacdo do modelo, o que
pode resultar em viéses nas estimativas obtidas (BASTEN; WEIR; ZENG, 2001).

O programa utiliza-se do teste da razdo de verossimilhanga (7RV') para testar a presenca
de QTL nos diversos ambientes, com H, sendo a, =a, =...=a, =0 e/oud, =d,=...=d, =0

para as linhagens ¢ ¢, =&, =...= ¢, = 0 para os testecrosses. Para a interagdo QTL x Ambiente,

a H, testada refere-se a a,=a,=..=a, e/ou d =d,=..=d, para as linhagens e

T

o, =0, =...=q, para os testecrosses. Os valores dos limites criticos para declarar a presenga de

QTL e interagdo QTL x Ambiente foram obtidos calculando-se o numero de testes independentes

/
(NT) como: NT = Z[(]} /32)+1], em que 7, ¢ o comprimento, em centimorgans, do / — ésimo
1

grupo de ligacdo e 32 corresponde a soma entre o window size € o comprimento médio dos
intervalos do mapa. Os limites criticos apresentam distribuicdo de y° com m+I graus de

liberdade para a presenga de QTL e m-/ graus de liberdade para a interagdo QTL x Ambiente
(VIEIRA et al., 2000). Estes valores, para este estudo, foram de 25,3 e de 21,4 e que



31

correspondem a LOD scores de 5,5, e 4,7, respectivamente. Estes valores sdo superiores a
maioria daqueles utilizados em milho (MIHALJEVIC et al., 2005; LIMA et al., 2006).

Para os testecrosses os efeitos aditivos para os QTL sdo: a*=(a—d)/2 e a*=(a+d)/2,

para os alelos favoraveis e desfavordveis dos testadores, respectivamente. Assim, obtém-se os
efeitos de uma substitui¢do alélica (o)), multiplicando-se os efeitos aditivos (a*) por 2. Os sinais
dos efeitos aditivos e de substituicdes alélicas foram utilizados para identificar a origem (dire¢ao)
dos alelos que contribuem para aumentar o carater. A linhagem parental L-14-04B apresenta
performance superior a L-08-05F para a maioria dos caracteres e, portanto, sinais positivos dos
efeitos mencionados indicam que os alelos que contribuem para aumentar o carater originaram da

L-14-04B, e sinais negativos indicam que estes originaram da L-08-05F.

O grau de dominancia (GD ) de cada QTL foi estimado por: GD = |d|/|a

, € 0 grau médio

de dominancia (GMD ), considerando todos os QTL, foi estimado ponderando-se os valores de

gen; 2 gen; gen; gen;

GD pelos respectivos R, , isto ¢, GMD=Y R, GD,/> R, , em que R., refere-se a
1 1

porcentagem da variagdo genética explicada pelo i—ésimo QTL. As estimativas da porcentagem

2

da variagdo fenotipica (R,

) explicada por cada QTL foram obtidas por meio das expressoes:

Rfén:(6§QTL/6'%)X100, em que o”';QTL:(1/2)az+(l/4)a’2 para as linhagens e

620TL = (1/8)c para os testecrosses e, a estimativa de R, foi obtida por R, = R%, / k.

2.2.1.6 Congruéncia dos QTL mapeados nas linhagens e nos testecrosses

Para identificar a congruéncia de posi¢des entre os QTL detectados nas linhagens S; e nos
seus testecrosses foram estimados os intervalos de confianca para cada QTL mapeado,
denominado “one-LOD support interval” (LANDER; BOTSTEIN, 1989), em que na posi¢ao do
QTL mapeado subtrai-se ao 7RV o valor de 1 LOD score, ou seja, o valor de 4,61 (LYNCH;
WALSH, 1998). Os intervalos de confianga dos QTL detectados em regides congruentes nas
linhagens e nos testecrosses foram comparados, sendo que, quando ocorreu sobreposicdo desses

intervalos, foi considerado que se trata, provavelmente, do mesmo QTL.
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2.2.1.7 Obten¢ao das médias preditas das linhagens

As médias preditas das linhagens S; com base nos efeitos dos QTL ()?QS] ),

desconsiderando-se os efeitos epistaticos entre estes, foram obtidas pela seguinte equacao (eq. 3):

y:ﬁ1+Xﬁ (3)

em que y ¢ o vetor com as médias preditas das linhagens S;; i é a média geral das linhagens S;;
1 ¢ um vetor de uns; X ¢ a matriz dos preditores genéticos dos efeitos aditivos e de dominancia
dos QTL mapeados, com dimensdo Ng; x (2xNgrr), sendo Ng; = 256 ¢ Ngo 0 numero de QTL
mapeados; e ﬁ ¢ o vetor dos valores genéticos dos QTL mapeados, ou seja, os efeitos aditivos e
de dominancia dos QTL mapeados. Os preditores dos efeitos aditivos (a) foram obtidos pela
diferenca das probabilidades condicionais dos QTL apresentarem os genotipos QQ e qq, dados os
genotipos dos marcadores flanqueadores desse QTL, e os preditores dos efeitos de dominancia
(d) foram obtidos com base nas probabilidades condicionais dos QTL apresentarem o gendtipo
Qq, dados os gendtipos dos marcadores flanqueadores, isto €, Preditor (a) = P(QQ/Mi_Mj ) —
P(qg/Mi_Mj ); e Preditor (d) = P(Qq/Mi_Mj ). As probabilidades foram obtidas utilizando-se o
pacote R/QTL do software R.
Os valores genotipicos (genéticos) dos marcadores moleculares foram obtidos utilizando o
modelo misto (eq. 4):
y=pl+Xg+e 4)
em que: y ¢ o vetor de dimens@o Ng; x 1 (Ng; = 256 ) com as médias fenotipicas das linhagens
Si; p corresponde a média fenotipica geral das linhagens S;; 1 é o vetor de uns de dimensio Ng;
x 1 que relaciona a média ao vetor y ; X ¢ a matriz de dimensdes Ng; x Ny (Ny=177), com
elementos 1 se a planta S| ¢ homozigota para o marcador originado da linhagem L14-04B, e -1 se
a planta S| é homozigota para o marcador originado da linhagem LO8-05F e 0 se for heterozigoto;

g ¢ o vetor Ny x 1 dos valores genéticos dos marcadores (VGM/BLUP), considerado aleatorio, a

serem estimados; e e € o vetor Ny x 1 dos residuos.
Os valores genéticos dos marcadores foram estimados utilizando a metodologia de

modelos mistos (HENDERSON, 1984), obtendo-se os BLUP’s destes, considerando constantes

as variancias genéticas dos marcadores e iguais a o,/ Nm, em que o ¢ a variancia genética das
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linhagens S; e Nm o ntimero de marcadores (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001). Com
os gendtipos dos marcadores das linhagens S; e as estimativas dos valores genéticos destes,

foram obtidas as médias preditas das linhagens com base em todos os marcadores do genoma
(Xgs,)> pela equagdo (5):

y=m+Xg )
cujos parametros correspondem aqueles descritos na equacdo 4, apresentando mesma dimensao,
diferenciando-se apenas por: y ser o vetor com as estimativas das médias preditas das linhagens
Si; [t a estimativa da média geral das linhagens S;; e g o vetor com as estimativas dos valores

genéticos dos marcadores.
2.2.1.8 Correlacdes e coincidéncias dos testecrosses superiores selecionados

Foram estimados coeficientes de correlagdes entre as médias fenotipicas e preditas das

linhagens e as médias fenotipicas dos testecrosses para os dois testadores. Foram selecionadas as

linhagens S; com base nas médias fenotipicas, nas X, e nas X, ¢ os dois testecrosses com

base nas médias fenotipicas, com intensidades de selecdo de 10% (26 genodtipos) e 20% (52
genoétipos). A seguir contou-se o numero de gendtipos superiores das linhagens e dos testecrosses

que coincidiram nestas selecdes.
2.2.2 Resultados e Discussio
2.2.2.1 Analises de varidncia e covariancia

Detectaram-se diferengas altamente significativas ( p <0,01) para linhagens e para a

interacdo linhagens x ambientes para todos os caracteres analisados, mostrando a presenca de
variabilidade genética e performance diferencial das linhagens nos diversos ambientes. Para os
testecrosses foram, também, detectadas diferengas altamente significativas, mas nao detectaram-
se significancias para a interagdo destes com o ambiente para todos os caracteres em ambos
testecrosses. As médias das linhagens diferiram das médias de ambos os testecrosses para PG,

FM e AP; para FF diferiu apenas da média dos TC2 e, para os demais caracteres, ndo houve
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diferenca significativa entre as médias. Com relacdo as médias entre os testecrosses, nao
ocorreram diferencgas significativas entre as médias dos TCl e dos TC2 para nenhum dos
caracteres considerados. Comparando os intervalos de variagdo das médias nas linhagens e nos
testecrosses, verifica-se que para todos os caracteres as linhagens apresentaram maior amplitude
de variagdo e, considerando os intervalos entre os dois testecrosses, verifica-se que os TC2
apresentaram maior varia¢do para todos os caracteres. Os coeficientes de variacdo experimental
nas linhagens apresentaram maior valor que o dos testecrosses, provavelmente devido a maior
média destes e, embora para alguns caracteres esse tenha sido um pouco elevado (Tabela 2.1), os
valores observados sdo semelhantes aqueles existentes na literatura, para todos os caracteres
considerados, tanto nas linhagens como nos testecrosses, indicando que os dados foram obtidos
com boa precisdo experimental (HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988; MIHALJEVIC et al.,
2005; LIMA et al., 2006).

As estimativas dos componentes de variancia foram todas positivas e significativas

(p£0,05), com excecdo da interagdo Testecrosses x Ambiente para os dois testadores, que foi

nula, para todos os caracteres. Para todos os caracteres as magnitudes das estimativas das
variancias genéticas das linhagens foram superiores as dos testecrosses, o que era esperado, ja
que as linhagens apresentaram maior amplitude de variacdo das médias para todos os caracteres.

Ocorreu diferenga significativa ( p <0,05) entre os dois testecrosses, apenas para a variancia

genética de PG, FM e FF, sendo que, para esses caracteres, os TC2 apresentaram as maiores
estimativas. A varidncia genética dos testecrosses ¢ funcdo do efeito de substitui¢do alélica do
testador nos locos que controlam o cardter, o qual depende do seu grau de domindncia
(BERNARDO, 2002). Observando os intervalos de variagdo das médias dos dois testecrosses,
observa-se que nos TC2 a variacdo foi maior para todos os caracteres, resultando em maior
variabilidade e, além disso, a L-04-05F, usada como testadora, apresenta origem comum com um
dos parentais da populag¢do de linhagens, resultando em menor divergéncia desse testador com a
populagdo de linhagens em relag@o a do outro testador (Tabela 2.2).

Para todos os caracteres tanto nas linhagens como nos testecrosses, os coeficientes de
herdabilidade com base em médias foram significativamente diferentes de zero ( p < 0,05) sendo
obtidas, para producdo de graos, estimativas de 0,90, 0,68 ¢ 0,72 nas linhagens, nos TCI e TC2,
respectivamente. Para os demais caracteres foram encontradas estimativas variando de mediana

para ACQ nos testecrosses (0,37), até elevada para FF nas linhagens (0,91). Os coeficientes
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obtidos para as linhagens foram, em geral, superiores aos obtidos para os testecrosses, o que pode
ter ocorrido devido a maior variancia genética nessa geracdo em relacdo aos testecrosses. Entre os

dois testecrosses ocorreu diferenca significativa ( p <0,05) apenas para FM, sendo as maiores

estimativas obtidas nos TC2 (Tabela 2.2). Considerando os caracteres analisados € o nimero de
ambientes de avaliacdo, esses valores estdo de acordo com os reportados por Hallauer e Miranda
Filho (1988).

Os coeficientes de correlagdo genética entre as linhagens e os testecrosses variaram de
reduzidas para producdo de graos (0,35) até elevadas para intervalo entre florescimentos (0,90),
ambos nos TC2. Considerando as correlagdes fenotipicas, foram encontrados valores variando de
reduzidos para producdo de grios (0,29) até elevados para florescimento feminino (0,73),
também obtidos para os TC2 (Tabela 2.3). Nao houve diferenca nas magnitudes das estimativas
em fung¢do do testador utilizado, ou seja, as estimativas foram proximas nos dois testecrosses.
Com excecdo de ACQ, ndo houve diferenca acentuada entre as correlagdes genéticas e
fenotipicas para ambos testecrosses. De maneira geral, assim como ocorre para a maioria dos
resultados da literatura, os valores desses coeficientes mostram que para aqueles caracteres
menos complexos, com predominancia de efeitos aditivos e maior coeficiente de herdabilidade,
as estimativas geralmente sdo mais elevadas (HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988; GROH et
al., 1998; MIHALJEVIC et al., 2005).
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Tabela 2.3 - Coeficientes de correlagdo fenotipica (fF) e genética (fG) entre as linhagens S e os seus testecrosses

(TC) para diversos caracteres

Testador L-0405F (TC1) Testador L-0203D (TC2)

Carater * ;F ;G ;F ;G
PG (tha™) 0,11"™ 0,12™ 0,29 035"
ACQ (%) 035" 0,68 037" 0,72
FM (dias) 0,54 0,68 0,65 0,74
FF (dias) 0,67 0,76 0,73 0,81 "
IF (dias) 0,53 " 0,82 " 0,58 " 0,90 "
AP (cm) 0,44 " 0,58 0,40 0,51 "
AE (cm) 0,57 " 0,71 0,55 0,69
PRE 0,66 0,81 " 0,65 0,78

™ ™" Nio significativo e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste t, respectivamente.

* PG (Produgdo de graos em toneladas por hectare); ACQ (acamamento e quebramento de plantas em porcentagem de plantas
acamadas e quebradas por parcela); FM (florescimento masculino em dias); FF (florescimento feminino em dias); IF (intervalo
entre florescimentos em dias); AP (altura da planta em cm); AE (altura da espiga em cm); PRE (posic¢do relativa da espiga).

2.2.2.2 Mapeamento de QTL e congruéncia dos QTL mapeados

O numero de QTL mapeados para PG nas linhagens S; foi de 16, dos quais 88%
apresentaram intera¢do significativa com o ambiente. Para os demais caracteres, o nimero de
QTL mapeados variou de 9 para FM a 21 para ACQ e AP, sendo a menor porcentagem de QTL
apresentando interacdo significativa com ambiente observada para FM (56%) e a maior para IF
(83%). Para a PG dos TC1 e TC2 foram mapeados 16 e 17 QTL, dos quais 50% e 65%
apresentaram interagcdo significativa com o ambiente. Para os demais caracteres, nos TCI, o
numero de QTL mapeados variou de 7 para FF a 19 para PRE, sendo a menor porcentagem de
QTL apresentando interac@o significativa com ambiente observada para FF (43%) e a maior para
ACQ (82%). Nos TC2, o numero de QTL mapeados variou de 9 para FM a 19 para FF, a menor
porcentagem de QTL apresentando interag¢do significativa com ambiente foi de 50%, observada
para AP, e a maior porcentagem foi de 73% e ocorreu para AE (Tabela 2.4). De maneira geral,
foram mapeados grande numero de QTL para todos os caracteres e grande quantidade destes
QTL apresentaram interacdo significativa com o ambiente. Resultados semelhantes foram obtidos
em outros estudos de mapeamento de QTL em milho (GROH et al., 1998; AUSTIN et al., 2000;
MIHALJEVIC et al., 2005; LIMA et al., 2006).
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Apenas 1 QTL de PG foi coincidente entre as linhagens e os TC1 e os TC2. Para os
demais caracteres avaliados, o nimero de QTL coincidentes entre as linhagens e os testecrosses
foram muito baixos. Considerando os TC1, o nimero de QTL coincidentes variou de zero para
ACQ, FM, AP ¢ AE, até 3 para PRE e, para os TC2, a coincidéncia de QTL variou de zero para
IF e AP, até 2 para FF e PRE. Nao houve coincidéncia entre QTL das linhagens com ambos os
testecrosses simultaneamente, ou seja, nenhum QTL mapeado nas linhagens foi detectado na
mesma regido nos TC1 e TC2. (Tabela 2.4). Entre os dois testecrosses o numero de QTL
coincidentes também foi muito baixo, variando de zero QTL coincidentes para FF até 4 para PG,
AE e IF (dados nd3o apresentados). Isso sugere, portanto, que o mapeamento de QTL ¢
diretamente influenciado pelo background genético da populacdo e, ainda, que o testador
utilizado influencia nas analises de mapeamento, indicando a ocorréncia de interacdo QTL x
Testador, provavelmente, devido aos efeitos dos alelos especificos do testador utilizado (BEAVIS
et al., 1994; GROH et al., 1998; LU; ROMERO; BERNARDO, 2003; MIHALJEVIC et al.,
2005). Os resultados obtidos neste trabalho sdo coerentes com os reportados na literatura
(BEAVIS et al., 1994; GROH et al., 1998; AUSTIN et al., 2000; MIHALJEVIC et al., 2005),
uma vez que, embora os coeficientes de correlagdo tenham variado de reduzidos a elevados,
poucos QTL foram coincidentes entre as linhagens e os testecrosses. Nesses estudos, no entanto,
as geracdes parentais e os cruzamentos foram avaliados em ambientes diferentes, geralmente na
mesma area mas em diferentes anos e, por isso, a interacio QTL x Ambiente interferiu no
numero de QTL coincidentes. Como no presente estudo as linhagens e os testecrosses foram
avaliados no mesmo ambiente, a baixa congruéncia pode ter ocorrido devido aos efeitos de
dominancia ou epistaticos dos QTL e/ou pelos efeitos dos alelos do testador, e, portanto, nos
trabalhos reportados, a falta de congruéncia ndo pode ser explicada apenas pela interacdo QTL x

Ambiente.
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Tabela 2.4 - Numero de QTL mapeados, numero de QTL com interagdo significativa com o ambiente, niimero ¢
porcentagem de QTL coincidentes entre as linhagens S; e os testecrosses (TC)

n° QTL

Gerago * N°QTL N° QTL x Ambiente Coincidentes® % QTL Coincidentes °
PRODUCAO DE GRAOS (tha™)

S 16 14 - -
TC1 16 8 1 6,25
TC2 17 11 1 6,25

S;eTC - - 0 0,00
ACAMAMENTO E QUEBRAMENTO (%)

Si 21 13 - -
TC1 11 9 0 0,00
TC2 14 11 1 4,76

SieTC - - 0 0,00
FLORESCIMENTO MASCULINO (dias)

S 9 5 - -
TC1 11 7 0 0,00
TC2 9 6 1 11,11

S, eTC - - 0 0,00
FLORESCIMENTO FEMININO (dias)

Si 16 13 1 -
TCl1 7 3 2 6,25
TC2 19 11 0 12,50

SieTC - - - 0,00
INTERVALO ENTRE FLORESCIMENTOS (dias)

S 12 10 - -
TC1 16 10 1 8,33
TC2 11 7 0 0,00

S;eTC - - 0 0,00
ALTURA DA PLANTA (cm)

S 21 16 - -
TC1 11 6 0 0,00
TC2 12 6 0 0,00

S;eTC - - 0 0,00
ALTURA DA ESPIGA(cm)

S 13 9 - -
TC1 16 8 0 0,00
TC2 15 11 1 7,69

S;eTC - - 0 0,00
POSICAO RELATIVA DA ESPIGA

S 19 14 - -
TC1 19 9 3 15,79
TC2 10 7 2 10,53

SieTC - - 0 0,00

S, TC1, TC2 ¢ S; e TC referem-se as linhagens S, aos testecrosses do testador L-04-05F, aos testecrosses do testador L-02-
03D e considerando os dois testecrosses, respectivamente.

® niimero e porcentagem de QTL que foram mapeados nas linhagens e que foram mapeados em regides congruentes nos
testecrosses (sobreposi¢do dos intervalos de confianga).
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2.2.2.3 Correlacoes entre as médias das linhagens e dos testecrosses e coincidéncia dos

testecrosses superiores selecionados

As correlagdes entre as médias preditas com base nos efeitos dos QTL das linhagens

(X os,) € as médias fenotipicas dos testecrosses (X, ) para PG foram de 0,13 e 0,23 para os TC1

e para os TC2, respectivamente e, para os demais caracteres, foram encontradas estimativas

variando de 0,23 para IF nos TC2 a 0,44 para PROL nos TC1. Considerando as médias das

linhagens preditas com base em todos os marcadores (X Gs,) € as X, , as correlagdes para PG

foram de 0,13 e 0,26 para os TC1 e TC2, respectivamente. Para os demais caracteres, a menor

estimativa ocorreu para ACQ nos TC1 (0,27) e, a maior, para FF em ambos os testecrosses (0,62)

(Tabela 2.5). As correlagdes considerando as X os, apresentaram estimativas inferiores aquelas

considerando as X , indicando que possivelmente muitos locos que afetam os caracteres ndo

foram detectados no mapeamento de QTL. Estes resultados sdo coerentes com aqueles reportados

(MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001; BERNARDO; YU, 2007; LORENZANA;

BERNARDO, 2009), que mostram que as X;; sd0 mais precisas que as X os,» fornecendo

valores mais proximos das médias fenotipicas ( X ). Assim como foi observado considerando as

Xps, » quando utilizou-se informagdes de marcadores moleculares, os menores coeficientes de

correlacdo foram obtidos para PG e ACQ, e os maiores para os caracteres de ciclo e estatura da

planta. Embora os testadores utilizados sejam de origens diferentes, ndo houve efeito destes nos

coeficientes de correlagdo tanto considerando as X,3 como as X . Mesmo aplicando

informacdes de marcadores moleculares, sé € possivel predizer a performance dos testecrosses a
partir de informag¢des das linhagens para os caracteres de ciclo e estatura da planta mas, para os
caracteres com acentuado efeito de dominadncia e mais complexos, como a produg¢do de grios e o
acamamento, a selecdo deve ser realizada a partir da avaliagdo dessas linhagens em cruzamentos.
Portanto, para PG e ACQ, ndo ¢ possivel utilizar a sele¢do gendmica nas linhagens para predizer

as médias de seus testecrosses.
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Tabela 2.5 — Coeficientes de correlagdo entre as médias fenotipicas ()? Fs, ), preditas com base nos efeitos dos QTL

()_( QSI) ¢ preditas com base em todos os marcadores ()_( GSI) das linhagens S; com as médias

fenotipicas dos testecrosses (TC) para diversos caracteres

Testecross * Caréter ® X, Xos, X,
PG (tha™) 0,11"™ 0,13 " 0,13 °
ACQ (%) 035" 032" 0,27 "
FM (dias) 0,54 " 028" 0,49 "
FF (dias) 0,67 0,38 " 0,62
el IF (dias) 053" 032" 0.49 "
AP (cm) 0,44 " 025" 037"
AE (cm) 0,57 " 028" 0,46
PRE 0,66 0,44 " 0,57 "
PG (tha™) 029" 023" 026"
ACQ (%) 037" 026" 0,35
FM (dias) 0,65 0,30 0,53 "
FF (dias) 0,73 0,36 " 0,62
Te2 IF (dias) 0,58 023" 0,52 "
AP (cm) 0,40 031" 0,36 "
AE (cm) 0,55 024" 0,44 "
PRE 0,65 041" 0,56 "

™ ™ Nio significativo, significativo a 0,05 ¢ significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste t, respectivamente.

*TC1 e TC2 refere-se aos testecrosses com o testador L-04-05F e com o testador L-02-03D, respectivamente.

® PG (Produgio de grios em toneladas por hectare); ACQ (acamamento e quebramento de plantas em porcentagem de plantas
acamadas e quebradas por parcela); FM (florescimento masculino em dias); FF (florescimento feminino em dias); IF (intervalo
entre florescimentos em dias); AP (altura da planta em cm); AE (altura da espiga em cm); PRE (posigdo relativa da espiga).

A sele¢do de testecrosses com base nas X, nas X, e nas X das linhagens foi

ineficiente, pois o niumero de coincidéncia de linhagens S; e testecrosses selecionados foi muito
baixa, principalmente para PG e ACQ. Para a intensidade de selecdo de 10%, para PG, nos TC1

ocorreram 2, 2 e 3 testecrosses coincidentes, e para os TC2 houve 6, 5 e 6 coincidéncias,

considerando as X, X, e X, respectivamente. Para os demais caracteres, foram
encontradas coincidéncias variando de 2 para ACQ considerando a X ,; nos TCl, até 16 para FF

considerando a X rs, nos TC2. Considerando uma intensidade de selecdo de 20%, para PG, nos

TC1 ocorreram 12, 13 e 12 testecrosses coincidentes e, nos TC2 houve coincidéncia de 15, 12 e
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16 testecrosses, considerando as X, X5 e X, respectivamente. Nos demais caracteres

0

foram obtidas coincidéncias variando de 12 para ACQ nos TC2 considerando a X , até 35

s,
considerando as X s, de FM e FF nos TC2 (Tabela 2.6). Assim como foi observado para os

coeficientes de correlacdo, ndo ocorreu efeito acentuado do testador na coincidéncia de
testecrosses selecionados, ou seja, a coincidéncia foi baixa nos dois testecrosses. Para as duas
intensidades de sele¢do utilizadas, as maiores coincidéncias de testecrosses geralmente ocorreram
para os caracteres de ciclo e estatura da planta, ou seja, para os caracteres menos complexos e
com predominancia de efeitos aditivos. J4 para os caracteres mais complexos e com
predominancia de efeitos de dominancia, como a producdo de grdos, a coincidéncia de
testecrosses foi muito reduzida, independente da intensidade de sele¢do considerada, indicando
que para esses caracteres essa coincidéncia, provavelmente, ocorreu ao acaso. Esses resultados
podem ser explicados considerando-se as informagdes das correlacdes estimadas pois,
independente de se considerar informagdo fenotipica ou dos marcadores moleculares das
linhagens, as correlagdes mais elevadas foram obtidas justamente para os caracteres de ciclo e
estatura da planta.

Assim como proposto quando se consideram informacdes fenotipicas, mesmo utilizando-
se a selecdo gendmica, para os caracteres de ciclo e estatura da planta esta pode ser iniciada, de
forma branda, durante a fase de obtencdo das linhagens mas, para os caracteres mais complexos,
como a produg¢do de grios, a selecdo deve ser realizada a partir da avaliagdo dos cruzamentos das
linhagens (MIHALJEVIC et al., 2005). Portanto, quando se pretende utilizar informagdes de
marcadores moleculares para se praticar sele¢do gendOmica em testecrosses para esses caracteres,
tanto quando se utilizam informagdes dos efeitos dos QTL como de todos os marcadores do
genoma, estas informacdes devem ser obtidas, obrigatoriamente, em populagdes de testecrosses e
ndo em populagdes de linhagens.

Comparando os trés tipos de selecdo, verifica-se que, para as duas intensidades de selegdo
consideradas e em ambos os testecrosses, a quantidade de testecrosses superiores coincidentes
ndo diferiu de forma acentuada quando se considerou os dados fenotipicos, de QTL e de todos os
marcadores das linhagens, sendo que quando ocorreu diferenga, as maiores porcentagens de
coincidéncia foram observadas para as médias fenotipicas e as preditas considerando todos os

marcadores das linhagens. Portanto, a selecdo gendmica pode ser realizada nas linhagens, para os
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caracteres de ciclo e estatura da planta, o que ird aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento, ja que a selecdo pode ser realizada por meio da genotipagem da semente ou
plantula, acelerando o tempo necessario para completar um ciclo de sele¢do (LORENZANA;
BERNARDO, 2009), permitindo aumentar o tamanho das amostras e direcionar os recursos
disponiveis para os melhores genotipos. A aplicacdo da selegdo gendmica em caracteres como
tolerancia a doengas, que geralmente apresentam heranca menos complexa, pode ser uma
ferramenta fundamental para os programas de melhoramento, ja que permite selecionar genotipos
tolerantes/resistentes nas fases iniciais da cultura e sem que o patdgeno esteja presente na area,
permitindo um screening inicial e a eliminacdo dos gendtipos susceptiveis a esses patdgenos

(MOREIRA et al., 2009).
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Tabela 2.6 — Coincidéncia de linhagens S; e testecrosses superiores selecionados, em porcentagem e nimero (entre

parénteses), considerando a selecdo baseada na média fenotipica ( X Fs, ), predita com base nos efeitos

dos QTL ()_( Qsl) e predita com base em todos os marcadores ()_( GSI) das linhagens S; e as médias

fenotipicas dos testecrosses (TC), com 10% (26 genoétipos selecionados) e 20% (52 genotipos
selecionados) de intensidade de seleg¢do

IS = 10% (26) IS = 20% (52)

a . b p— p— p— —
Testecross®  Carater XFSI XQSI XGSI XFSI XQSI XGSI

PG 7,69 (2) 7,69 (2) 11,54 (3) 23,08 (12) 25,00 (13) 23,08 (12)

ACQ 15,38 (4) 7,69 (2) 15,38 (4) 38,46 (20) 26,92 (14) 28,85 (15)

FM 19,23 (5) 15,38 (4) 26,92 (7) 46,15 (24) 34,62 (18) 46,15 (24)

FF 42,31 (11) 30,77 (8) 34,62 (9) 59,62 (31) 42,31 (22) 57,69 (30)

el IF 42,31 (11) 19,23 (5) 30,77 (8) 46,15 (24) 38,46 (20) 51,92 (27)
AP 30,77 (8) 26,92 (7) 23,08 (6) 42,31 (22) 32,69 (17) 34,62 (18)

AE 34,62 (9) 34,62 (9) 30,77 (8) 46,15 (24) 38,46 (20) 42,31 (22)

PRE 46,15 (12) 30,77 (8) 50,00 (13) 51,92 (27) 42,31 (22) 48,08 (25)

PG 23,08 (6) 19,23 (5) 23,08 (6) 28,85 (15) 23,08 (12) 30,77 (16)

ACQ 19,23 (5) 19,23 (5) 23,08 (6) 30,77 (16) 23,08 (12) 25,00 (13)

FM 34,62 (9) 30,77 (8) 34,62 (9) 67,31 (35) 38,46 (20) 57,69 (30)

FF 61,54 (16) 38,46 (10) 50,00 (13) 67,31 (35) 40,38 (21) 65,38 (34)

TC2 IF 26,92 (7) 23,08 (6) 34,62 (9) 50,00 (26) 34,62 (18) 55,77 (29)
AP 26,92 (7) 23,08 (6) 11,54 (3) 36,54 (19) 40,38 (21) 34,62 (18)

AE 19,23 (5) 11,54 (3) 7,69 (2) 4423 (23) 32,69 (17) 4423 (23)

PRE 53,85 (14) 34,62 (9) 46,15 (12) 51,92 (27) 40,38 (21) 48,08 (25)

*TC1 e TC2 refere-se aos testecrosses com o testador L-04-05F e com o testador L-02-03D, respectivamente.

® PG (Produgdo de grios em toneladas por hectare); ACQ (acamamento e quebramento de plantas em porcentagem de plantas
acamadas e quebradas por parcela); FM (florescimento masculino em dias); FF (florescimento feminino em dias); IF (intervalo
entre florescimentos em dias); AP (altura da planta em cm); AE (altura da espiga em cm); PRE (posicdo relativa da espiga).
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2.3 Consideracdes Finais e Implicacées para o Melhoramento

Os resultados mostram que as correlagdes entre os caracteres nas linhagens e nos seus
testecrosses sdo reduzidas para os caracteres com predomindncia de efeitos de dominancia e
medianos para os caracteres com predominancia de efeitos aditivos. Mesmo para os caracteres
que apresentam correlagdo mediana, as coincidéncias de QTL mapeados nas linhagens e nos
testecrosses ¢ muito baixa, o que pode ser devido aos efeitos de dominancia ou epistaticos dos
QTL e/ou pelos efeitos dos alelos especificos dos testadores (GROH et al., 1998; AUSTIN et al.,
2000; MIHALJEVIC et al., 2005). Dessa forma, a grande maioria dos QTL responsaveis pela
expressdo de um carater nas linhagens ndo estdo se expressando ou sua expressdo ¢ muito
diferente nos testecrosses obtidos a partir dessas linhagens, provavelmente porque a expressao
dos QTL ¢ influenciada pelo background genético da populagdo. Além disso, devido a condicao
homozigota das linhagens, que ndo ¢ uma condi¢do normal em milho, o fendtipo de uma
linhagem pode ser “mascarado” por um ou poucos pares de locos com genes deletérios em
homozigose e, com o cruzamento dessas linhagens homozigotas em testecrosses, restaura-se a
heterozigose destes locos e, portanto, a condicdo natural para essa espécie, eliminando a
expressdo da maioria dos genes deletérios que estavam em homozigose (SOUZA JR., 2001).

A partir disso, verifica-se que mesmo utilizando-se informacdes dos marcadores para
selecionar testecrosses superiores a partir de informacgdes das linhagens, os resultados sdo
semelhantes aqueles obtidos quando se consideram informacdes fenotipicas das linhagens,
independente do testador utilizado. Dessa forma, mesmo utilizando a selecdo gendmica, esta pode
ser iniciada durante a fase de obtencdo das linhagens, de forma branda e apenas para os caracteres
menos complexos e com reduzido efeito de dominancia. Para os caracteres mais complexos e que
apresentam acentuado efeito de dominancia, a selecdo deve ser realizada, obrigatoriamente, a
partir da avaliagdo das linhagens em cruzamentos e, portanto, para esse grupo de caracteres, as
informagdes dos marcadores para uso na selecdo devem ser obtidas e utilizadas diretamente na
populagdo de testecrosses.

Outro ponto interessante, ¢ que a heterose ocorre devido a complementagao e, sobretudo,
pelo acimulo de blocos génicos favordveis nos parentais, durante os seguidos ciclos de
melhoramento recorrente de linhagens (obten¢do de linhagens elites, formacdo de sintéticos de

base estreita, novo ciclo de selecdo e, assim, sucessivamente). Assim, a heterose é fruto de um



47

trabalho de melhoramento continuo, em que se constroem blocos génicos favoraveis de forma
complementar nos sintéticos dos diferentes grupos heterdticos (HALLAUER; MIRANDA
FILHO, 1988). Nesse contexto, a segregacdo/variabilidade necessarias para estudos de
mapeamento de QTL pode ser desfavoravel, ja que, com ela, devido as recombinagdes na meiose,
esses blocos podem ser quebrados. No caso deste trabalho, isso pode ter sido especialmente
importante, porque as duas linhagens parentais da populacdo pertencem a grupos heterdticos
diferentes e um dos testadores é derivado do mesmo sintético de uma das linhagens parentais da
populagdo.

Embora para alguns caracteres a utilizacdo dos marcadores ndo possibilite prever o
comportamento dos testecrosses a partir de informagdes das linhagens, para outros, sua utilizagio
como ferramenta para auxiliar a selecdo de gendtipos superiores nos programas de melhoramento
pode aumentar a eficiéncia do processo seletivo, diminuindo o tempo necessario para completar
cada ciclo de selecdo (JOHNSON, 2004). Dessa forma, aumenta-se o ganho obtido por ano em
relacdo a sele¢do fenotipica (LORENZANA; BERNARDO, 2009), o que pode ser muito
vantajoso, principalmente quando a avaliacdo do fendtipo ¢ dificil, cara, consome muito tempo,
exige mao de obra especializada, ¢ subjetiva, ou ainda, quando exige ambientes especificos. Por
ndo depender do ambiente, a selecdo gendmica pode ser realizada na fase de plantula ou até
diretamente na semente, possibilitando o descarte inicial de grande quantidade de gendtipos,
permitindo o aumento da amostra e, também, o direcionamento dos recursos para os gendtipos
mais promissores (EATHINGTON et al., 2007). A escolha do melhorista de utilizar ou ndo os
marcadores moleculares como ferramenta nos programas de melhoramento vai depender da
relacdo custo/beneficio de sua aplicagdo, sendo a decisdo de adotar essa estratégia uma

particularidade de cada programa.
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3 USO DA SELECAO GENOMICA E FENOTIPICA EM LINHAGENS PARA
PREDICAO DE TESTECROSSES EM MILHO II: PRODUCAO DE GRAOS E SEUS
COMPONENTES

Resumo

A produgdo de graos do milho € o principal carater de interesse no melhoramento genético
e se caracteriza por ser controlado por um grande numero de locos e a sua expressdo sofrer
acentuado efeito do ambiente. A produgdo de graos ¢ funcdo direta dos seus componentes e,
como esses sdo menos complexos que a propria producdo, sofrem menor efeito do ambiente,
além de serem altamente correlacionados com a producdo. Por causa disso, os componentes
podem ser utilizados para se praticar sele¢do indireta com o intuito de aumentar a produgdo. Ha
tempos os melhoristas buscam maneiras de prever as performances de hibridos a partir de
informagdes das linhagens utilizadas na sua obten¢do. Uma das aplicagdes mais promissoras dos
marcadores moleculares € a sua utilizagdo na sele¢do de gendtipos superiores. Os objetivos desse
estudo foram: mapear QTL para a producdo de grios e os seus componentes nas linhagens e para
a producdo de graos nos testecrosses e verificar a congruéncia destes; obter médias preditas para
a producdo e para os componentes da producdo nas linhagens com base em informagdes dos
marcadores moleculares e estimar coeficientes de correlagdo entre a producdo e os componentes
das linhagens e a produ¢@o dos seus testecrosses; e verificar a coincidéncia de linhagens S; e
testecrosses superiores selecionados com base nas médias preditas das linhagens. Foram
avaliadas 256 linhagens S; e 512 testecrosses dessas linhagens com dois testadores distintos, em
experimentos em latices simples 16x16 em seis ambientes. Nas linhagens foram analisados os
caracteres producdo de graos, prolificidade, comprimento de espiga, didmetro de espiga, nimero
de fileiras de graos, nimero de graos por fileira, profundidade do griao e peso médio de graos e,
nos testecrosses, a producdo de grdos. Para o mapeamento de QTL nas linhagens e nos
testecrosses foi utilizado um mapa genético com 177 marcadores microssatélites € o modelo de
mapeamento por intervalo composto expandido para andlise em multiplos ambientes. Foram
obtidas as médias fenotipicas das linhagens e dos testecrosses e, também, as médias preditas das
linhagens com base nos efeitos dos QTL e com base em todos os marcadores do genoma. Os
coeficientes de correlagdes considerando as médias fenotipicas das linhagens e dos testecrosses
ndo foram significativos para a maioria dos componentes €, nos casos em que houve
significancia, as magnitudes destas foram baixas. Poucos QTL detectados para a produgdo de
graos e os componentes nas linhagens foram congruentes com QTL detectados para produgdo de
graos nos testecrosses. As correlagdes entre as médias preditas das linhagens e as médias
fenotipicas dos testecrosses apresentaram resultados semelhantes aqueles obtidos considerando as
médias fenotipicas das linhagens. As porcentagens de coincidéncias de linhagens S; e de
testecrosses superiores selecionados foi muito reduzida para todos os caracteres. Para todos os
resultados obtidos ndo foi observado efeito acentuado do testador. Com os resultados obtidos
pode-se concluir que ndo € possivel praticar selecdo para produgdo de griaos nos testecrosses a
partir de informag¢des da producdo de grdos ou de seus componentes nas linhagens, mesmo
utilizando-se informag¢des de marcadores moleculares.

Palavras-chave: Produc¢do de graos; Componentes da produgdo; Linhagem; Testecrosses;
Correlagdo; QTL; Selecao assistida por marcadores moleculares
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Abstract

Grain yield is the most important trait in the plant breeding and is characterized by being
controlled by large number of loci, undergoing accentuated environmental effect. Grain yield is a
direct function of its components and these traits are less complex than the yield itself, with less
environmental effect than yield, and are highly correlated with the yield. Thus, the components
can be used for indirect selection to increase grain yield. Breeders have been trying to predict the
performance of hybrids from information of their parental lines. One of the most promising
application of molecular markers in plant breeding is their potential use to select superior
genotypes. The objectives of this research were to map QTL for grain yield and yield components
of S| maize lines and for grain yield of their testcrosses and verify its congruence; predict means
for grain yield and their components of the lines by using information of molecular markers and
to estimate correlations between the predict lines means and testcrosses means; verify the
possibility to select testcrosses from the predict means of the lines. Two-hundred and fifty six S,
lines and five-hundred and twelve testcrosses of these lines with two testers were evaluated in
simple lattice 16x16 design in six environments. The traits analyzed in lines were: grain yield,
prolificacy, ear length, ear diameter, row number per ear, kernels per row number, kernel depth
and average weight of grain and, in the testcrosses, grain yield. A genetic map with 177
microsatellite markers and the multiple-environmental composite interval mapping model were
used to map QTL in the lines and in their testcrosses. In addition to the phenotypic means of the
two generations, the predicted means of the lines were computed based on QTL effects and based
in all markers of the genome. The correlation coefficients considering the phenotypic means of
the lines and the testcrosses were not significant for most of the grain yield components and,
when they were, the magnitudes of these were low. Few QTL detected for grain yield and its
components in the lines were coincident with the QTL mapped for yield in testcrosses. The
correlations between the predict means of the lines and the phenotypic means of the testcrosses
showed similar results to those obtained considering the phenotypic means of lines. The
coincidence of the selected S; lines and testcrosses was very low for all traits, regardless of the
selection intensity used. Tester effect was not observed, i. e., the results were similar for both
testcrosses. With these results one can conclude that it is not possible to select grain yield in the
testcrosses by using grain yield or its components information from the lines, even with the aid of
molecular markers.

Keywords: Grain yield; Yield components; Lines; Testcrosses; Correlation; QTL; Marker
assisted selection

3.1 Introducio

O sistema de endogamia-hibridacdo, idealizado por Shull (1908, 1909, 1910), East (1908,
1909) e Jones (1918), ainda permanece como o esquema de melhoramento mais importante para
a produ¢do comercial de hibridos de milho. Nesse esquema, linhagens endogamicas sdo

produzidas e selecionadas tanto por suas performances per se como pelo desempenho de seus
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hibridos, sendo que a sele¢do de linhagens superiores é baseada na sua capacidade geral e
especifica de combinag@o. Geralmente, essas linhagens sdo avaliadas em testecrosses, utilizando-
se para tanto um testador, oriundo de germoplasma distinto daquele do qual as linhagens foram
obtidas. Como o cruzamento das linhagens com o testador ¢ a condugdo de experimentos para
avaliagdo dos testecrosses apresentam custo elevado, além de requerer grande quantidade de
tempo e recursos humanos, informagdes das linhagens que possam ser indicativas da performance
de seus testecrosses sdo desejaveis (MIHALJEVIC et al., 2005).

A producio de graos em milho € o principal carater de interesse para os melhoristas e para
os agricultores. Sua principal caracteristica ¢ que ele é um carater quantitativo, controlado por um
grande nimero de locos (JUGENHEIMER, 1976; PATERNIANI, 1993) que possuem pequeno
efeito individual sobre o fenotipo (GELDERMANN, 1975; COMSTOCK, 1978), apresentando
baixas estimativas de coeficiente de herdabilidade (ROBINSON; COMSTOCK; HARVEY,
1949; HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988; MALVAR et al., 1996; AUSTIN; LEE, 1998). A
producdo de grios ¢ funcdo direta dos seus componentes (JUGENHEIMER, 1976), que sdo a
prolificidade ou nimero de espigas por planta, peso médio do grao, numero de fileiras de graos
na espiga, numero de grdos por fileira, comprimento da espiga, didmetro da espiga e
profundidade de grdo e, como esses caracteres sdo menos complexos que a propria producio,
apresentando maiores coeficientes de herdabilidade e sofrendo menor efeito do ambiente, além de
serem correlacionados com a produgdo, eles podem ser utilizados para se praticar selecdo indireta
para producdo de grios (HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988; ARIAS; SOUZA JUNIOR;
TAKEDA, 1999; ALVES; RAMALHO; SOUZA, 2002).

Trabalhos de mapeamento de QTL s3o uteis para estudos de heranga de caracteres de
importancia agrondmica/econdmica, para o entendimento de fendmenos como a correlagdo entre
caracteres e, ainda, para a aplicacdo dessas informacdes na realizagdo de selecdo, o que ¢
conhecido como seleg¢do assistida por marcadores moleculares (STUBER; SISCO, 1992;
BERKE; ROCHEFORD, 1995; HOSPITAL et al., 1997; BOUCHEZ et al., 2002). Uma nova
abordagem para utilizacdo de marcadores moleculares para sele¢do assistida, conhecida como
Genome-Wide Selection ou Selecdo Gendomica (SG), foi proposta por Meuwissen, Hayes e
Goddard (2001). Essa metodologia vem sendo aplicada intensamente no melhoramento animal,
apresentando resultados satisfatorios (KOLBEHDARI; SCHAEFFER; ROBINSON, 2007;
GODDARD; HAYES, 2007; LONG et al.,, 2007; LEGARRA; MISZTAL, 2008) mas, no
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melhoramento vegetal, a maioria dos estudos para avaliar esta metodologia utilizou-se de
simulagdes (BERNARDO; YU, 2007; BERNARDO, 2008, 2009; LIU et al., 2008; RESENDE et
al., 2008; HEFFNER; SORRELS; JANNINK, 2009).

Alguns estudos foram realizados com o intuito de verificar a coincidéncia de QTL
mapeados em linhagens e nos hibridos e/ou testecrosses dessas linhagens, considerando
diferentes caracteres e tipos de populacdo (BEAVIS et al., 1994; GROH et al., 1998; AUSTIN et
al., 2000; MIHALJEVIC et al., 2005). De maneira geral, foram encontrados poucos QTL
coincidentes para todos os caracteres mas, no entanto, além de terem sido considerados os
mesmos caracteres nas duas geragdes, estas foram avaliadas em ambientes diferentes e, por isso,
a baixa congruéncia de QTL pode ter ocorrido devido a elevada interacdo QTL x Ambiente. A
realizagdo de estudos de mapeamento de QTL em linhagens e nos seus testecrosses, para
producdo de grdos e seus componentes, quando as duas gera¢des sdo avaliadas no mesmo
ambiente elimina a interagdo QTL x Ambiente das andlises, permitindo uma comparacdo mais
precisa da congruéncia de QTL entre essas duas geragdes e, além disso, as informagdes obtidas
podem ser utilizadas para selecionar testecrosses superiores com base em informacdes
moleculares dos componentes das linhagens por meio da selecdo indireta assistida por
marcadores moleculares. Assim, os objetivos desse estudo foram: (i) mapear QTL para a
producdo de graos e os componentes da producdo em linhagens S; de milho e para a produgdo de
graos nos seus testecrosses e verificar a congruéncia entre esses QTL nessas duas geragdes; (ii)
estimar correlagdes entre as médias fenotipicas e preditas das linhagens com base em
informacgdes dos marcadores moleculares para a produ¢do e os componentes da producdo e as
médias fenotipicas dos testecrosses para producdo de grdos; e (iii) verificar a coincidéncia de
linhagens S; e de testecrosses superiores selecionados usando informag¢des de marcadores

moleculares da produgdo de graos e dos componentes das linhagens.
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3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e Métodos

3.2.1.1 Material genético

As linhagens S; utilizadas neste trabalho foram obtidas do cruzamento entre as linhagens
endogamicas de milho L-14-04B e L-08-05F. A linhagem L-14-04B foi extraida da populacao
BR-106 e apresenta graos amarelo dentados e a linhagem L-08-05F foi extraida da populagédo 1G-
1 e apresenta graos alaranjado duros. Essas linhagens pertencem a grupos heterdticos distintos e
apresentam divergéncia para varios caracteres (SIBOV et al.,, 2003). Estas linhagens foram
cruzadas obtendo-se a geragdo F;, da qual foram escolhidas 4 plantas para serem autofecundadas
obtendo-se a populagdo F,. Essas 4 plantas foram selecionadas por meio de marcadores
microssatélites para a presenga dos alelos parentais. A seguir, 256 plantas foram autofecundadas,
obtendo-se as linhagens S; (progénies F,.3). Estas foram cruzadas com duas linhagens testadoras,
as linhagens L-04-05F e L-02-03D. A linhagem L-04-05F foi derivada da populagdo IG-1 e a
linhagem L-02-03D foi obtida da populagdo IG-2. Esses testadores pertencem a grupos
heterdticos distintos e apresentam divergéncias para varios caracteres. Para a obtencdo dos
testecrosses, as linhagens S; foram utilizadas como genitor feminino, em lotes isolados de
despendoamento com cada testador, obtendo-se dois testecrosses para cada uma das linhagens S,
totalizando 256 testecrosses com a L-04-05F (TC1) e 256 testecrosses com a L-02-03D (TC2).
As linhagens foram obtidas no programa de Melhoramento de Milho do Departamento de
Genética da ESALQ/USP. Assim, para este trabalho, foram utilizadas as 256 linhagens S; e seus

respectivos testecrosses.

3.2.1.2 Procedimento experimental

A avaliacdo das linhagens S; e dos testecrosses foi realizada em seis ambientes, sendo
cada combinac¢do local x ano considerada como um ambiente distinto. As 256 linhagens e seus
respectivos testecrosses foram avaliados nas Estacdes Experimentais Departamento de Genética

(ESALQ/USP) e Anhembi, sendo os experimentos conduzidos durante trés anos agricolas, com
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duas repeti¢cdes por ambiente, instalando-se os experimentos das linhagens e dos testecrosses em
areas adjacentes e, portanto, no mesmo ambiente. Tanto no experimento das linhagens como nos
dois experimentos dos testecrosses, o delineamento experimental utilizado foi o latice simples
16x16. Para os testecrosses, cada experimento foi composto por 128 testecrosses de cada uma das
linhagens testadoras, sendo alocado, no outro experimento, os outros 128 testecrosses restantes
para cada testador, e as repeti¢des de cada experimento foram casualizadas na area experimental.
Cada parcela foi constituida de uma linha de 4 m semeadas com 50 sementes restando, apds o
desbaste, 20 plantas em cada parcela. O espacamento entre plantas foi de 0,20 m e, entre parcelas
de 0,80 m, correspondendo a uma populacdo de 62.500 plantas ha”. Nas linhagens S; foram
analisados os caracteres: producdo de grios (PG, em t ha™), ajustada para 15% de umidade e
corrigida para estande médio; prolificidade (PROL, em numero de espigas parcela™), corrigida
para o estande médio; comprimento de espiga (CE, em cm); didmetro de espiga (DE, em cm);
nimero de fileiras de graos (NFI); numero de grios por fileira (NGF); profundidade do grio
(PFG, em cm, obtida por [(DE — didmetro de sabugo)/2]); e peso médio de 500 grios (PMEDIO,
em gramas); e, nos testecrosses, a producdo de grios (PG, em t ha') ajustada para 15% de

umidade e corrigida para estande médio.
3.2.1.3 Analises de varidncia e covariiancia

Todas as andlises estatistico-genéticas foram realizadas utilizando-se o programa
computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1999). Para cada experimento das linhagens e dos
testecrosses foram realizadas andlises de variancia individuais, seguindo-se o modelo matematico
para experimento em latice (COCHRAN; COX, 1966). Com as médias ajustadas obtidas das
analises individuais foram realizadas analises de variancia conjunta dos experimentos, utilizando
um modelo aleatério. Para os testecrosses, além das andlises conjuntas, foram realizadas analises
de variancia conjunta agrupada, sendo agrupados os dois experimentos realizados para os

testecrosses. A partir das esperancas dos quadrados médios das andlises de varidncia conjunta e

agrupada, foram estimadas as variancias fenotipicas em nivel de médias (6—% ), variancias
genéticas (4, ), varidncias da interagdo gendtipo x ambiente (67, ), variancias do residuo (6;) e

herdabilidades ao nivel de médias (ﬁf ), pelas seguintes expressoes: 6‘% =(OM )/ kl,
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66 =(OM;—0OM )/ K, 65, =(OMg,—OM,)/k, 65, =0M, ¢ };?f = 63/6-12?’ em que QM
¢ o quadrado médio de genotipos; QM. , ¢ o quadrado médio da interagdo genotipos X
ambientes; QM , ¢ o quadrado médio do residuo e k£ e / sdo o nimero de repetigdes e locais,

respectivamente. As estimativas dos intervalos de confianga para os componentes da variancia,
com 95% de probabilidade, foram estimados segundo Burdick e Graybill (1992) e, para a
estimativa do intervalo de confianga do coeficiente de herdabilidade, também com 95% de
probabilidade, foi utilizada a metodologia proposta por Knapp, Stroup e Ross (1985).

Foram realizadas as andlises de covariancia entre as linhagens S, e os testecrosses de cada

testador, e utilizando-se dos mesmos procedimentos das andlises de variancia, foram estimadas as

covariancias genéticas entre as linhagens e os testecrosses (COV,,, ) e as covaridncias fenotipicas
médias entre as linhagens e os testecrosses (COVy, ) por: COV;,, =(PMy,, —PM g, ,,) kKl e

COAVFX}, =PM,,, /kl, em que PM, ¢ o produto médio do carater para as linhagens e para os

testecrosses, PM ;;,,,, € o produto médio da interagdo do carater das linhagens e dos testecrosses

com o ambiente e £ e / s@o o numero de repeticdes e locais, respectivamente. A seguir foram

estimados os coeficientes de correlagdo genética (7, ) e fenotipica (#; ) dos caracteres entre as
y Fxy

- .o _ A A2 A2 A _ A A2 A2 A2
linhagens e os testecrosses por: 7, = COV,, /465,60, ¢ rp =COVy /\07.0F , em que G,
e 6‘2.)) referem-se as varidncias genéticas do cardter para as linhagens e para os testecrosses,

2 e 62

respectivamente, € 07 7

sdo as variancias fenotipicas do carater para as linhagens e para os

testecrosses, respectivamente. O teste ¢ (¢ =7, /s(7,,)) foi utilizado para avaliar as significancias

destas, sendo as metodologias de Steel e Torrie (1980) e de Falconer e Mackay (1996) utilizadas

para estimar os erros padrdes (s(7,,) ) das correlagdes fenotipicas e genéticas, respectivamente.

3.2.1.4 Mapa genético

Para a constru¢do do mapa genético foram utilizados 177 marcadores microssatélites e o
programa Mapmaker versdao 3.0 (LINCOLN et al., 1992), no qual foi considerado o valor de

LOD=3 ¢ 50,0 cM de distancia maxima entre marcadores adjacentes, sendo as freqiiéncias de
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recombinacdo convertidas em distancia (cM) utilizando a fun¢do de Kosambi (KOSAMBI,
1944). Detalhes sobre o desenvolvimento deste mapa foi descrito por Sibov et al. (2003), ao qual
foram acrescentados 60 novos marcadores. Este mapa possui 10 grupos de ligacdo (10
cromossomos), com comprimento total de 2.055,8 cM, e intervalo médio entre marcadores

adjacentes de 12,31 cM.
3.2.1.5 Mapeamento de QTL

Utilizou-se o programa QTL Cartographer versdo 1.17 (BASTEN; WEIR; ZENG, 2003),
considerando “window size” de 10 cM e “walking speed” de 1 cM e o mddulo Jzmapgtl, que
realiza o mapeamento por intervalo composto (CIM) (ZENG, 1994) expandido para analise em
multiplos ambientes (JIANG; ZENG, 1995). Para o mapeamento nas linhagens (eq. 1) e nos

testecrosses (eq. 2) foram utilizados os modelos:

Im™" jl Im

y_/m:b0m+b,:x;+d;z;+zl:(b X, +d,z,)+e, (1)

13
yjm = bOm + amxj + Z(blmle) + ejm (2)
1
em que, em ambos os modelos, y,, € o valor fenotipico do j—ésimo genétipo avaliado no

r . M r M r . . * r r
m—ésimo ambiente; b, € o efeito médio do modelo para o ambiente m; x, € a variavel

identificadora do gendtipo do provavel QTL que assume valores 0, 1 e 2 para os genotipos gq,
Qg e QQ, respectivamente, segundo probabilidades que dependem da fracdo de recombinagdo
entre o marcador i e o QTL, condicionais aos genotipos dos marcadores flanqueadores i e i +1;

b,, € o coeficiente de regressdo parcial entre os valores fenotipicos e os valores atribuidos a x ;;

X .

4 sB0 as variaveis identificadoras associadas ao cofator /, assumindo ¢ marcadores

selecionados como cofatores e ¢, € o efeito residual associado ao j—ésimo genotipo no
m—ésimo ambiente. Além desses, no modelo das linhagens (eq. 1), b, é o efeito aditivo do
provavel QTL referente ao ambiente m; d, ¢ o efeito de dominancia do provavel QTL referente
ao ambiente m ; z; ¢ a varidvel identificadora do genotipo do provavel QTL, que assume valores

0 e 1 para os gendtipos homozigotos (qg ou QQ) e heterozigoto (Qg), respectivamente,
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segundo probabilidades que dependem da fragdo de recombinagdo entre o marcador i e o QTL,

condicionais aos genotipos dos marcadores flanqueadores i e i+1; d,, ¢ o coeficiente de

regressdo parcial entre os valores fenotipicos e os valores atribuidos a z,; € z,, sdo as varidveis
identificadoras associadas ao cofator /, assumindo ¢ marcadores selecionados como cofatores; e,
no modelo dos testecrosses (eq. 2), &, ¢ o efeito de substituicio alélica do provavel QTL
referente ao ambiente m .

Os cofatores considerados nas andlises foram selecionados por ambiente, utilizando o

procedimento de regressdo “‘stepwise” (forward/backward), com « =0,05 para inclusio e

exclusdo dos marcadores no modelo. Apds a obtencdo dos cofatores, foi realizada uma nova
selegdo dentre os cofatores selecionados, deixando-se no maximo os cinco cofatores mais
informativos em cada ambiente. Isso foi feito para evitar a superparametrizagdo do modelo, o que
pode resultar em viéses nas estimativas obtidas (BASTEN; WEIR; ZENG, 2001).

O programa utiliza-se do teste da razdo de verossimilhanga (7RV') para testar a presenca

de QTL nos diversos ambientes, com H, sendo a, =a, =...=a, =0 eloud, =d, =...=d, =0
para as linhagens e ¢, = &, =...= ¢, = 0 para os testecrosses. Para a interagdo QTL x Ambiente,
a H, testada refere-se a a,=a,=..=a, e/ou d =d,=..=d, para as linhagens e
o, =0, =...= 0, para os testecrosses. Os valores dos limites criticos para declarar a presenga de

QTL e interacdo QTL x Ambiente foram obtidos calculando-se o numero de testes independentes
/

(NT) como: NT = Z[(T,/ 32)+1], em que 7, ¢ o comprimento, em centimorgans, do / — ésimo
1

grupo de ligacdo e 32 corresponde a soma entre o window size € o comprimento médio dos
intervalos do mapa. Os limites criticos apresentam distribuicdio de x> com m+/ graus de

liberdade para a presenca de QTL e m-1 graus de liberdade para a interagdo QTL x Ambiente
(VIEIRA et al., 2000). Estes valores, para este estudo, foram de 25,3 e de 21,4 e que
correspondem a LOD scores de 5,5, e 4,7, respectivamente. Estes valores sdo superiores a
maioria daqueles utilizados em milho (MIHALJEVIC et al., 2005; LIMA et al., 2006).

Para os testecrosses os efeitos aditivos para os QTL sdo: a*=(a—d)/2 e a*=(a+d)/2,

para os alelos favoraveis e desfavordveis dos testadores, respectivamente. Assim, obtém-se os

efeitos de uma substitui¢do alélica (o), multiplicando-se os efeitos aditivos (a*) por 2. Os sinais
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dos efeitos aditivos e de substitui¢cdes alélicas foram utilizados para identificar a origem (dire¢do)
dos alelos que contribuem para aumentar o carater. A linhagem parental L-14-04B apresenta
performance superior a L-08-05F para a maioria dos caracteres e, portanto, sinais positivos dos
efeitos mencionados indicam que os alelos que contribuem para aumentar o carater originaram da

L-14-04B, e sinais negativos indicam que estes originaram da L-08-05F.

O grau de dominancia (GD ) de cada QTL foi estimado por: GD = |d| /|a

, € 0 grau médio

de dominancia (GMD ), considerando todos os QTL, foi estimado ponderando-se os valores de

GD pelos respectivos R., , isto ¢, GMD =Y R} GD,/> R, , em que R, refere-se a
1 1

gen; > gen; gen;

porcentagem da variagcdo genética explicada pelo i—ésimo QTL. As estimativas da porcentagem

2

da variagdo fenotipica (R}, ) explicada por cada QTL foram obtidas por meio das expressdes:

R}, =(6.0TL/67)x100, em que &.0TL=(1/2)a’+(1/4)d’> para as linhagens e

A2 _ 2 . . 2 . . 2 _ p2 12
0,0TL = (1/8)r” para os testecrosses e, a estimativa de R, , foi obtida por R, =R}, /h;.

gen ® fen
3.2.1.6 Congruéncia dos QTL mapeados nas linhagens e nos testecrosses

Para identificar a congruéncia de posi¢des entre os QTL detectados nas linhagens S; e nos
seus testecrosses foram estimados os intervalos de confianga para cada QTL mapeado,
denominado “one-LOD support interval” (LANDER; BOTSTEIN, 1989), em que na posi¢do do
QTL mapeado subtrai-se ao TRV o valor de 1 LOD score, ou seja, o valor de 4,61 (LYNCH;
WALSH, 1998). Os intervalos de confianga dos QTL detectados em regides congruentes nas
linhagens e nos testecrosses foram comparados, sendo que, quando ocorreu sobreposicido desses

intervalos, foi considerado que se trata, provavelmente, do mesmo QTL.

3.2.1.7 Obtencao das médias preditas das linhagens

As médias preditas das linhagens S; com base nos efeitos dos QTL ()?QS] ),

desconsiderando-se os efeitos epistaticos destes, foram obtidas pela seguinte equagdo (eq. 3):

y:ﬁ1+Xﬁ (3)
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em que y € o vetor com as médias preditas das linhagens S;; fi ¢ a média geral das linhagens S;

1 ¢ um vetor de uns; X ¢ a matriz dos preditores genéticos dos efeitos aditivos e de dominancia
dos QTL mapeados, com dimensdo Ng; x (2xNgt1), sendo Ng; = 256 ¢ Ngrr 0 nimero de QTL
mapeados; e |§ ¢ o vetor dos valores genéticos dos QTL mapeados, ou seja, os efeitos aditivos e
de dominancia dos QTL mapeados. Os preditores dos efeitos aditivos (a) foram obtidos pela
diferenga das probabilidades condicionais dos QTL apresentarem os genotipos QQ e qq, dados os
genoétipos dos marcadores flanqueadores desse QTL, e os preditores dos efeitos de dominancia
(d) foram obtidos com base nas probabilidades condicionais dos QTL apresentarem o genotipo
Qq, dados os gendtipos dos marcadores flanqueadores, isto é, Preditor (a) = P(QQ/Mi_Mj ) —
P(qg/Mi_Mj ); e Preditor (d) = P(Qg/Mi_Mj ). As probabilidades foram obtidas utilizando-se o
pacote R/QTL do software R.

Os valores genotipicos (genéticos) dos marcadores moleculares foram obtidos utilizando o
modelo misto (eq. 4):

y=pl+Xg+e 4)

em que: y € o vetor de dimensdo Ng; x 1 (Ng; =256 ) com as médias fenotipicas das linhagens
S1; p corresponde a média fenotipica geral das linhagens S;; 1 € o vetor de uns de dimensdo Ng;
x 1 que relaciona a média ao vetor y ; X ¢ a matriz de dimensdes Ng; X Ny (Ny=177), com
elementos 1 se a planta S; ¢ homozigota para o marcador originado da linhagem L14-04B, e -1 se
a planta S; é homozigota para o marcador originado da linhagem L0O8-05F e 0 se for heterozigoto;
g ¢ o vetor Ny x 1 dos valores genéticos dos marcadores (VGM/BLUP), considerado aleatdrio, a
serem estimados; € e € o vetor Ny x 1 dos residuos.

Os valores genéticos dos marcadores foram estimados utilizando a metodologia de
modelos mistos (HENDERSON, 1984) obtendo-se os BLUP’s destes, considerando constantes as

variancias genéticas dos marcadores e iguais a o,/ Nm, em que o, é a varidncia genética das

linhagens S; e Nm o niimero de marcadores (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001). Com
os gendtipos dos marcadores das linhagens S; e as estimativas dos valores genéticos destes,

foram obtidas as médias preditas das linhagens com base em todos os marcadores do genoma

(X5, pela equagdo (5):

§=Rl+Xg 5)
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cujos parametros correspondem aqueles descritos na equacdo 4, apresentando mesma dimensao,

diferenciando-se apenas por: y ser o vetor com as estimativas das médias preditas das linhagens
Si; i a estimativa da média geral das linhagens S;; € g o vetor com as estimativas dos valores

genéticos dos marcadores.
3.2.1.8 Correlacdes e coincidéncia dos testecrosses superiores selecionados

Foram estimados coeficientes de correlagdes entre as médias fenotipicas e preditas das

linhagens e as médias fenotipicas dos testecrosses para os dois testadores. Foram selecionadas as

linhagens S; com base nas médias fenotipicas, nas X, e nas X, e os dois testecrosses com

base nas médias fenotipicas, com intensidades de selecdo de 10% (26 genotipos) e 20% (52
gendtipos). A seguir contou-se o nimero de gendtipos superiores das linhagens e dos testecrosses

que coincidiram nestas selegdes.
3.2.2 Resultados e Discussio
3.2.2.1 Analises de variincia e covariiancia

Detectaram-se diferengas altamente significativas ( p <0,01) para linhagens e para a

interacdo linhagens x ambientes para todos os caracteres analisados, mostrando a presenca de
variabilidade genética e performance diferencial das linhagens nos diversos ambientes. Para os
testecrosses foram, também, detectadas diferencas altamente significativas, mas ndo detectaram-
se significancias para a intera¢do destes com o ambiente para todos os caracteres em ambos
testecrosses. Para producdo de graos (PG), as médias das linhagens diferiram das médias de
ambos os testecrosses e, entre estes, ndo ocorreu diferenca significativa entre os TC1 e os TC2.
Comparando os intervalos de variacdo da PG nas linhagens e nos testecrosses, verifica-se que as
linhagens apresentaram maior amplitude de variagdo e, considerando os intervalos entre os dois
testecrosses, verifica-se que os TC2 apresentaram maior variagdo. Para PG, o coeficiente de
variacdo experimental nas linhagens apresentou maior valor que o dos testecrosses,
provavelmente devido a maior média destes e, para os componentes da produ¢@o nas linhagens,

os valores foram reduzidos (Tabela 3.1). Esses resultados indicam que os dados foram obtidos
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com boa precis@o experimental e estdo de acordo com os obtidos em trabalhos existentes na
literatura envolvendo esses mesmos caracteres (HALLAUER; MIRANDA FILHO, 1988; LEON;
COORS, 2002; BENTO; RAMALHO; SOUZA, 2003; LIMA et al., 2006).

As estimativas dos componentes de varidncia para os caracteres das linhagens foram todas

positivas e significativas ( p <0,05). No caso dos testecrosses, apenas a interagdo Testecrosses x

Ambiente da produgdo de grios para os dois testadores foi nula. Para a PG, as magnitudes das
estimativas da variancia genética foram maiores nas linhagens em relagdo aos testecrosses, o que
era esperado, ja que as linhagens apresentaram maior amplitude de variacdo da média. As
magnitudes das variancias genéticas da PG entre os testecrosses foram estatisticamente diferentes

(p<0,05), sendo que os TC2 apresentaram a maior estimativa. A varidncia genética dos

testecrosses € funcdo da divergéncia genética da populagdo e do efeito de substitui¢do alélica do
testador nos locos que controlam o carater, o qual depende do seu grau de dominancia
(BERNARDO, 2002). Observando os intervalos de variagdo das médias dos dois testecrosses,
observa-se que nos TC2 esta variagdo foi maior, resultando em maior variabilidade e, além disso,
a L-04-05F, usada como testadora, apresenta origem comum com um dos parentais da populagdo
de linhagens, resultando em menor divergéncia desse testador com a populacdo de linhagens em
relagdo a do outro testador (Tabela 3.1).

Tanto para os caracteres nas linhagens como para a produgdo nos testecrosses, 0s
coeficientes de herdabilidade com base em médias foram significativamente diferentes de zero

(p<0,05), sendo as maiores estimativas obtidas para a produg¢do e os componentes das

linhagens e, as menores, para a produ¢do de grios dos testecrosses. Para a PG, foram obtidas
estimativas de 0,90, 0,68 e 0,72 para as linhagens S;, os TCI1 e os TC2, respectivamente. Para os
componentes da produgdo nas linhagens, as estimativas variaram de 0,83 para PROL a 0,91 para
DE (Tabela 3.1). As maiores magnitudes de herdabilidade obtidas nas linhagens podem estar
ocorrendo em fun¢do da presenca de maior variabilidade genética nessa geragdo em relagdo aos
testecrosses, o que se deve a existéncia de elevada endogamia e maior quantidade de gendtipos
homozigotos nas linhagens em relagdo aos testecrosses. No entanto, para os componentes da
producdo destas, isto pode ser devido a menor complexidade e menor influéncia ambiental destes
caracteres em relagdo a propria produgdo, o que justifica a utilizagdo desses componentes para
praticar selecdo indireta para a produg¢do (MAITA; COORS, 1996; LEON; COORS, 2002;
BENTO; RAMALHO; SOUZA, 2003). Com relagdo aos dois testecrosses, nao ocorreu diferenca
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significativa entre as herdabilidades destes. Considerando os caracteres e o nimero de ambientes
de avaliacdo, os valores obtidos nesse estudo estdo de acordo com os reportados por Hallauer e
Miranda Filho (1988).

O coeficiente de correlagdo genética entre a PG nas linhagens e nos TC1 nao foi
significativo e, para os TC2, foi de 0,35. Para os componentes da produ¢do das linhagens e a PG
dos testecrosses, estas estimativas variaram de -0,17 para PMEDIO nos TCI1 até 0,38 para a
PROL nos TC2. As correlagdes fenotipicas entre a PG das duas geragdes também ndo foi
significativa para os TC1 e, para os TC2, esta estimativa foi de 0,29. Para os componentes da
produgido as correlagdes fenotipicas variaram de -0,13 para PMEDIO nos TCI até 0,30 para
PROL nos TC2 (Tabela 3.2). Apesar de algumas correlagcdes terem sido significativas e até
altamente significativas, os valores obtidos para essas estimativas sdo muito baixos, nao
fornecendo valor preditivo para a produgdo dos testecrosses, tanto a partir da producdo como a
partir dos componentes da produ¢@o nas linhagens. Assim, embora a selecdo indireta para
producdo de graos possa ser praticada eficientemente com base em informagdes dos componentes
da producdo para a mesma geracdo (MAITA; COORS, 1996; LEON; COORS, 2002; BENTO;
RAMALHO; SOUZA, 2003), ndo ¢ possivel utilizar informagdes dos componentes da produgdo
em linhagens, para praticar selecdo indireta para a producdo de grios nos testecrosses obtidos a
partir dessas linhagens. E possivel observar que existe certa influéncia do testador utilizado nos
coeficientes de correlagdo, ja que os TC2 apresentaram maior nimero de correlagdes
significativas em relacdo aos TCI, mas estas sdo tdo baixas que, dificilmente, trardo alguma

resposta na producdo dos testecrosses.
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Tabela 3.2 - Coeficientes de correlagdo fenotipica (ff) e genética (fG) entre os componentes da producdo das

linhagens S; e a produgdo de griaos nos testecrosses (TC)

PG - TCI (Testador L-0405F) PG - TC2 (Testador L-0203D)

Carater * ’?F ;G ;F ;G
PG (tha™) 0,11"™ 0,12™ 0,29 035"
CE (cm) 0,05 ™ 0,08 ™ 0,02 ™ 0,02™
DE (cm) 0,06 ™ 0,06 ™ 0,17 " 021"
NFI 0,02™ 0,01™ 0,04 ™ 0,05™
NGF 0,07 ™ 0,08 ™ 0,18 023"
PFG (cm) 0,14" 0,17 " 0,20 0,25 "
PMEDIO (g) 0,13 " 0,17 " 0,01 ™ 0,01 ™
PROL (esp.) 021" 025" 0,30 0,38

™ 7 ™ Nio significativo, significativo a 0,05 e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste t, respectivamente.

PG (produgdo de graos em toneladas por hectare); CE (comprimento da espiga em cm); DE (didmetro da espiga em cm); NFI
(niimero de fileiras de grios); NGF (numero de grios por fileira); PFG (profundidade de graos em cm); PMEDIO (peso médio de
500 graos em gramas); PROL (prolificidade em niimero de espigas por planta).

3.2.2.2 Mapeamento de QTL e congruéncia dos QTL mapeados

O nimero de QTL mapeado para PG nas linhagens S; foi de 16, dos quais 88%
apresentaram interagcdo com o ambiente. No mapeamento para os componentes da produgdo nas
linhagens foram encontrados nimeros de QTL variando de 9 para NGF até 23 para PROL, sendo
a menor porcentagem de QTL apresentando interag@o significativa com ambiente observada para
NFI (25%) e a maior para CE (81%). Para a producdo de grios dos testecrosses foram mapeados
16 e 17 QTL nos TC1 e TC2, respectivamente. Dos QTL mapeados nos TC1, 50% apresentaram
interacdo significativa com o ambiente e, nos TC2, 65% interagiram significativamente com o
ambiente (Tabela 3.3). Assim como em outros estudos da literatura, foram mapeados um grande
namero de QTL para todos os caracteres e grande quantidade dos QTL apresentaram interagdo
significativa com o ambiente (MIHALJEVIC et al., 2005; LIMA et al., 2006).

Apenas 1 QTL de PG foi coincidente entre as linhagens e os TC1 e TC2 e, considerando
os componentes da produgdo nas linhagens, o nimero de QTL coincidentes foi reduzido para
todos eles. Para os TC1 este nimero variou de 1 para NGF e PFG até 6 para PROL e, para os
TC2, variou de 1 para NFI ¢ PMEDIO até 4 para PROL. Considerando os dois testecrosses
simultaneamente, o maior numero de QTL coincidentes foi de 1, e ocorreu para CE, DE, NFI,

NGF e PROL (Tabela 3.3). Comparando os QTL para produgcdo de grdos entre os dois
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testecrosses, ocorreram apenas 4 QTL coincidentes (dados ndo apresentados). Isso sugere,
portanto, que o mapeamento de QTL ¢ influenciado pelo background genético da populacio e,
ainda, que o testador utilizado influencia diretamente nas anélises de mapeamento, indicando a
ocorréncia de interacdo QTL x Testador, provavelmente, devido aos efeitos dos alelos especificos
do testador (BEAVIS et al., 1994; GROH et al., 1998; LU; ROMERO; BERNARDO, 2003;
MIHALJEVIC et al., 2005).

A reduzida correlagdo entre a produgdo e os componentes da producdo nas linhagens e a
producdo de seus testecrosses pode ser explicada pela baixa congruéncia entre os QTL de
producdo e dos componentes mapeados nas linhagens com os QTL de producdo detectados nos
testecrosses. E interessante destacar que para a PROL nas linhagens, embora a correlagio tenha
sido baixa, ela foi a maior dentre os componentes e, tamb&m, este foi o carater que apresentou a
maior congruéncia de QTL com a produgao dos testecrosses, sugerindo que alguns dos QTL que
afetam a PROL nas linhagens, também afetam a producdo de grios nos testecrosses dessas
linhagens. Como os componentes e a producdo sdo altamente correlacionados (HALLAUER;
MIRANDA FILHO, 1988; ARIAS; SOUZA JUNIOR; TAKEDA, 1999; ALVES; RAMALHO;
SOUZA, 2002), era esperado que fossem detectados grande quantidade de QTL congruentes
entre eles mas, no presente estudo, esses caracteres estdo sendo considerados em diferentes
geracdes e, portanto, a baixa congruéncia de QTL observada pode ter ocorrido devido aos efeitos
de dominancia ou epistaticos dos QTL e/ou pelos efeitos dos alelos especificos dos testadores.
Nao existem trabalhos disponiveis na literatura considerando os mesmos caracteres utilizados
nesse estudo para estas duas geragdes. No entanto, em alguns trabalhos considerando os mesmos
caracteres nas linhagens e nos cruzamentos dessas linhagens foram obtidos resultados
semelhantes, onde foram encontrados coeficientes de correlagdo variando de reduzidos a
intermediarios, mas poucos QTL foram coincidentes entre as duas geracdes (BEAVIS et al.,

1994; GROH et al., 1998; AUSTIN et al., 2000; MIHALJEVIC et al., 2005).
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Tabela 3.3 - Nimero de QTL mapeados, nimero de QTL com interagdo significativa com o ambiente, porcentagem
e numero (entre parénteses) de QTL de producdo de grios e dos seus componentes das linhagens S,
coincidentes com os QTL de producgao de graos dos testecrosses (TC)

Geragdo® Carater” N° QTL AIIII/;BC%EII:I;E % QTTLC(IE(ZinCidentes (I};(%EL Coinciscie: t;(sj)dc
PG (tha™) 16 14 6,25 (1) 6,25 (1) 0,00 (0)
CE (cm) 16 13 12,50 (2) 12,50 (2) 6,25 (1)
DE (cm) 16 8 12,50 (2) 18,75 (3) 6,25 (1)
NFI 12 3 16,67 (2) 8,33 (1) 8,33 (1)
> NGF 9 5 11,11 (1) 33,33 (3) 11,11 (1)
PFG (cm) 12 6 8,33 (1) 16,67 (2) 0,00 (0)
PMEDIO (g) 18 6 22,22 (4) 5,56 (1) 0,00 (0)
PROL (esp.) 23 17 26,09 (6) 17,39 (4) 4,35 (1)
TCI1 PG (tha™) 16 8 - - - - -
TC2 PG (tha™) 17 11 - - - - -

S, TC1 e TC2 referem-se as linhagens S, aos testecrosses do testador L-04-05F ¢ aos testecrosses do testador L-02-03D, respectivamente.

® PG (produgdo de grios em toneladas por hectare); CE (comprimento da espiga em cm); DE (didmetro da espiga em cm); NFI (nimero de fileiras
de grios); NGF (namero de grios por fileira); PFG (profundidade de grios em cm); PMEDIO (peso médio de 500 griios em gramas); PROL
(prolificidade em ntimero de espigas por planta);.

“% e numero de QTL que foram mapeados nas linhagens e que foram mapeados em regides congruentes nos testecrosses (sobreposi¢do dos
intervalos de confianga).

4TCI, TC2 e S; e TC referem-se aos testecrosses do testador L-04-05F, aos testecrosses do testador L-02-03D e considerando os dois testecrosses,
respectivamente.

3.2.2.3 Correlagcoes entre as médias das linhagens e dos testecrosses e coincidéncia dos

testecrosses superiores selecionados

As correlagdes entre as médias preditas com base nos efeitos dos QTL das linhagens

(X os,) © as médias fenotipicas dos testecrosses (X, ) para PG foram de 0,13 ¢ 0,23 para os TC1

e para os TC2, respectivamente e, para os componentes da producdo, foram encontradas

estimativas variando de 0,14 para CE nos TC2 até 0,19 para PROL nos TC1. Considerando as

médias das linhagens preditas com base em todos os marcadores (X ) € as X, as correlagdes

para PG foram de 0,13 e 0,26 para os TC1 e TC2, respectivamente e, para 0s componentes, a
menor estimativa ocorreu para PFG nos TCI1 (0,15) e, a maior, para PROL nos TC2 (0,29)
(Tabela 3.4). Para os casos de correlacdo significativa, aquelas considerando informagdes dos
efeitos dos QTL foram, em geral, inferiores as obtidas considerando informag¢des de todos os

marcadores, indicando que, possivelmente, alguns locos que afetam os caracteres ndo foram
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detectados no mapeamento de QTL e confirmando a maior eficiéncia para predicdo de médias
quando se utilizam informagdes de todos os marcadores do genoma, ao invés de se utilizar apenas
daqueles marcadores associados ao carater por meio da analise de QTL. Estes resultados sdo

coerentes com aqueles reportados (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001; BERNARDO;
YU, 2007; LORENZANA; BERNARDO, 2009), que mostram que as X, Gs, SA0 mais precisas que

as X

os,» apresentando valores mais proximos das médias fenotipicas (X ). Assim como foi

observado para as X, quando utilizou-se informag¢des de marcadores, a maioria dos

coeficientes de correlacdo ndo foram significativos e, nos casos em que houve significAncia
dessas estimativas, os valores foram muito reduzidos. Além disso, embora os testadores

utilizados sejam de origens diferentes, ndo houve efeito acentuado destes nos coeficientes de
correlagio tanto considerando as X o5, €OMO as X Gs,- Embora na mesma geragdo a selegdo
indireta possa trazer resultados satisfatorios (MAITA; COORS, 1996; LEON; COORS, 2002;
BENTO; RAMALHO; SOUZA, 2003), mesmo utilizando informag¢des dos marcadores

moleculares, ndo ¢ possivel predizer a producdo de um testecross a partir de informagdes da

producdo ou dos componentes da producdo das linhagens utilizadas na obtengao desse testecross.
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Tabela 3.4 — Coeficientes de correlagdo entre as médias fenotipicas ()_( Fs, ), preditas com base nos QTL ()_( 0s, )e

preditas com base em todos os marcadores ( X GSI) da produgdo e dos componentes da produgdo das

linhagens com a média fenotipica da producdo de graos dos testecrosses

Testecross* Carater® X, Xos, X,
PG (tha™) 0,11"™ 0,13 ° 0,13 "
CE (cm) 0,05 ™ 0,10™ 0,03 ™
DE (cm) 0,06 ™ 0,06 ™ 0,03 ™
NFI 0,02 ™ 0,07 ™ 0,00 ™
el NGF 0,07 ™ 0,00 ™ 0,06 ™
PFG (cm) 0,14° 0,09 ™ 0,15°
PMEDIO (g) 0,13 ° 0,07 ™ -0,08 ™
PROL (esp.) 021" 0,19 0,23 "
PG (tha™) 029" 023" 026"
CE (cm) 0,02 ™ 0,14" 0,01 ™
DE (cm) 0,17 0,11"™ 0,11"™
NFI 0,04 ™ 0,07 ™ 0,02 ™
Te2 NGF 0,18 0,10™ 0,18
PFG (cm) 0,20 0,11"™ 0,19
PMEDIO (g) 0,01 ™ 0,09 ™ 0,03 ™
PROL (esp.) 0,30 0,16 029"

™ ™ Nio significativo, significativo a 0,05 e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste t, respectivamente.

*TC1 e TC2 referem-se aos testecrosses do testador L-04-05F e aos testecrosses do testador L-02-03D, respectivamente.

®PG (produgio de grios em toneladas por hectare); CE (comprimento da espiga em cm); DE (didmetro da espiga em cm); NFI (nimero
de fileiras de grios); NGF (numero de grios por fileira); PFG (profundidade de grios em cm); PMEDIO (peso médio de 500
grdos em gramas); PROL (prolificidade em niimero de espigas por planta).

A selegdo de testecrosses com base nas X, nas X,q e nas X5 para a produgdo de

graos e para os seus componentes nas linhagens foi ineficiente, pois o numero linhagens S; e
testecrosses coincidentes foi muito baixo para todos os caracteres considerados. Para a

intensidade de sele¢do de 10%, para PG, nos TC1 ocorreram 2, 2 e 3 testecrosses coincidentes, e
para os TC2 houve 6, 5 ¢ 6 coincidéncias, considerando as X, X5 ¢ X , respectivamente.
Para os componentes da produ¢cdo ndo houve nenhuma coincidéncia para NFI considerando as

Xys, € as X, e para NGF considerando a X , nos TCI, e a maior coincidéncia ocorreu para

PROL considerando a X s, €@ X os, hos TC2. Para a intensidade de selegdo de 20%, para PG,
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nos TC1 ocorreram 12, 13 e 12 testecrosses coincidentes e, nos TC2 houve coincidéncia de 15,

12 ¢ 16 testecrosses, considerando as X5, X, e X, respectivamente. Nos componentes

foram obtidas coincidéncias variando de 7 para NFI nos TC1 considerando a X, , até 17

05,2
considerando as X, os, © X s, de PROL nos TC2 (Tabela 3.5). Assim como foi observado para os

coeficientes de correlacdo, ndo ocorreu efeito acentuado do testador na coincidéncia de
testecrosses selecionados, ou seja, a coincidéncia foi baixa nos dois testecrosses. Para as duas
intensidades de selecdo utilizadas e para todos os caracteres considerados, a coincidéncia de
testecrosses selecionados foi muito baixa e, confrontando esses resultados com os coeficientes de
correlagdo obtidos, pode-se inferir que essa coincidéncia, na maioria dos casos, ocorreu ao acaso.

Comparando os trés tipos de selecdo pode-se verificar que, para as duas intensidades de
selecdo consideradas e em ambos os testecrosses, a quantidade de testecrosses superiores
coincidentes ndo diferiu de forma acentuada quando se considerou os dados fenotipicos, de QTL
e de todos os marcadores das linhagens, sendo que as variagdes observadas foram funcdo do
carater considerado nas linhagens. Portanto, embora os marcadores moleculares possam
apresentar excelente aplicabilidade como ferramenta nos programas de melhoramento genético
em algumas situagdes (BERNARDO, 2009), ndo ¢ possivel utilizar a Selecdo Gendmica para
selecionar testecrosses mais produtivos com base em informag¢des da produg¢do ou dos
componentes da produgdo nas linhagens e, portanto, quando se pretende utilizar informagdes de
marcadores para se praticar selecdo assistida indireta em testecrosses, as informacdes dos
marcadores devem ser obtidas, obrigatoriamente, em populacdes de testecrosses e ndo de

linhagens.
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Tabela 3.5 — Coincidéncia de linhagens S; e de testecrosses superiores selecionados, em porcentagem e numero de

testecrosses (entre parénteses), considerando a selegiio baseada na média fenotipica ( X Fs, ), predita com

base nos QTL ()_( QSI) ¢ predita com base em todos os marcadores ()_( GSI) da producdo e dos

componentes da produg@o das linhagens e as médias fenotipicas da producdo de grdos dos testecrosses,
com 10% (26 genotipos selecionados) e 20% (52 genotipos selecionados) de intensidade de seleg@o

IS = 10% (26) IS = 20% (52)

a b — — — —
Testecross Caréater XFSI XQSI XGSI XFSI XQSI XGSI
PG (tha™) 7,69 (2) 7,69 (2) 11,54 (3) 23,08 (12) 25,00 (13) 23,08 (12)
CE (cm) 7,69 (2) 11,54 (3) 7,69 (2) 17,31 (9) 30,77 (16) 19,23 (10)
DE (cm) 15,38 (4) 7,69 (2)  3,85(1) 21,15 (11)  21,15(11) 19,23 (10)
NFI 11,54 (3) 0,00 (0) 0,00 (0) 25,00 (13) 13,46 (7) 17,31 (9)
Tel NGF 15,38 (4) 0,00 (0) 15,38 (4) 21,15 (11) 25,00 (13) 26,92 (14)
PFG (cm) 19,23 (5) 19,23 (5) 15,38 (4) 23,08 (12) 25,00 (13) 23,08 (12)
PMEDIO (g) 7,69 (2) 15,38 (4) 7,69 (2) 15,38 (8) 23,08 (12) 17,31 (9)
PROL (esp.) 7,69 (2) 11,54 (3) 3,85(1) 23,08 (12) 28,85 (15) 25,00 (13)
PG (tha™) 23,08 (6) 19,23(5) 23,08 (6) 28,85 (15) 23,08 (12) 30,77 (16)
CE (cm) 19,23 (5) 23,08 (6) 19,23 (5) 21,15 (11) 23,08 (12) 17,31 (9)
DE (cm) 15,38 (4) 7,69 (2) 15,38 (4) 15,38 (8) 25,00 (13) 21,15 (11)
NFI 19,23 (5) 11,54 (3) 15,38 (4) 21,15 (11) 23,08 (12) 19,23 (10)
Te2 NGF 19,23 (5) 15,38 (4) 15,38 (4) 21,15 (11) 26,92 (14) 23,08 (12)
PFG (cm) 11,54 (3) 11,54 (3) 15,38 (4) 21,15 (11) 17,31 (9) 21,15 (11)
PMEDIO (g) 11,54 (3) 11,54 (3) 11,54 (3) 19,23 (10) 15,38 (8) 17,31 (9)
PROL (esp.) 26,92 (7)  26,92(7) 19,23 (5) 30,77 (16) 32,69 (17) 32,69 (17)

*TC1 e TC2 referem-se aos testecrosses do testador L-04-05F ¢ aos testecrosses do testador L-02-03D, respectivamente.

PG (produgdio de grios em toneladas por hectare); CE (comprimento da espiga em cm); DE (didmetro da espiga em cm); NFI (nimero
de fileiras de grios); NGF (numero de grios por fileira); PFG (profundidade de grios em cm); PMEDIO (peso médio de 500
graos em gramas); PROL (prolificidade em niimero de espigas por planta).

3.3 Consideracgoes Finais e Implicacdes para o Melhoramento

Os resultados mostram que as correlagdes entre a produgdo de grios e os componentes da
producdo nas linhagens e a producdo nos seus testecrosses ndo sao significativas para a maioria
dos componentes e, para as estimativas significativas, seu valor ¢ muito reduzido, independente
do testador utilizado. Para estes caracteres as coincidéncias de QTL mapeados nas linhagens e

nos testecrosses ¢ muito baixa, o que pode ser devido aos efeitos de dominancia ou epistaticos
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dos QTL, ou a efeitos dos alelos especificos dos testadores (GROH et al., 1998; AUSTIN et al.,
2000; MIHALJEVIC et al., 2005). Dessa forma, a grande maioria dos QTL responsaveis pela
expressdo da produg¢do ou dos componentes nas linhagens, ndo afetam a producdo nos
testecrosses obtidos a partir dessas linhagens, provavelmente porque a expressao dos QTL &
influenciada pelo background genético da populagdo. Além disso, devido a condicdo homozigota
das linhagens, que ndo ¢ uma condi¢do normal em milho, o fenétipo de uma linhagem pode ser
“mascarado” por um ou poucos pares de locos com genes deletérios em homozigose e, com o
cruzamento dessas linhagens homozigotas em testecrosses, restaura-se a heterozigose destes
locos e, portanto, a condi¢do natural para essa espécie, eliminando a expressdo da maioria dos
genes deletérios que estavam em homozigose (SOUZA JR., 2001). A partir disso, verifica-se que
ndo ¢ possivel realizar selecdo para producdo de graos dos testecrosses a partir da produgdo das
linhagens e, também, que ndo ¢é possivel praticar sele¢do indireta para a produgdo de testecrosses
a partir de informacdes dos componentes das linhagens, mesmo utilizando-se informacdes dos
marcadores.

Outro ponto interessante, ¢ que a heterose ocorre devido a complementagao e, sobretudo,
pelo acimulo de blocos génicos favoraveis nos parentais, durante os seguidos ciclos de
melhoramento recorrente de linhagens (obten¢@o de linhagens elites, formagdo de sintéticos de
base estreita, novo ciclo de sele¢do e, assim, sucessivamente). Assim, a heterose ¢ fruto de um
trabalho de melhoramento continuo, em que se constroem blocos génicos favoraveis, de forma
complementar nos sintéticos dos diferentes grupos heterdticos (HALLAUER; MIRANDA
FILHO, 1988). Nesse contexto, a segregacdo/variabilidade necessarias para estudos de
mapeamento de QTL pode ser desfavoravel, ja que, com ela, devido as recombinagdes na meiose,
esses blocos podem ser quebrados. No caso deste trabalho, isso pode ter sido especialmente
importante, porque as duas linhagens parentais da populacdo pertencem a grupos heterodticos
diferentes e um dos testadores ¢ derivado do mesmo sintético de uma das linhagens parentais da
populagdo.

Embora para alguns caracteres a utilizacdo dos marcadores ndo possibilite prever o
comportamento dos testecrosses a partir de informagdes das linhagens, para outros, sua utilizagao
como ferramenta para auxiliar a selecdo de gendtipos superiores nos programas de melhoramento
pode aumentar a eficiéncia do processo seletivo, diminuindo o tempo necessario para completar

cada ciclo de selecdo (JOHNSON, 2004). Dessa forma, aumenta-se o ganho obtido por ano em
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relacdo a sele¢do fenotipica (LORENZANA; BERNARDO, 2009), o que pode ser muito
vantajoso, principalmente quando a avalia¢do do fendtipo € dificil, cara, consome muito tempo,
exige mao de obra especializada, ¢ subjetiva, ou ainda, quando exige ambientes especificos. Por
ndo depender do ambiente, a selecdo gendmica pode ser realizada na fase de plantula ou até
diretamente na semente, possibilitando o descarte inicial de grande quantidade de gendtipos,
permitindo o aumento da amostra e, também, o direcionamento dos recursos para os genotipos
mais promissores (EATHINGTON, 2007). A escolha do melhorista de utilizar ou ndo os
marcadores moleculares como ferramenta nos programas de melhoramento vai depender da
relagdo custo/beneficio de sua utilizagdo, sendo a decisdo de adotar essa estratégia uma

particularidade de cada programa.
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* Para o calculo das médias preditas das linhagens com base nos efeitos dos QTL foi estimado
um vetor ﬁ com a média e os efeitos aditivos e dominantes dos QTL para as jlinhagens, com
j=1,2,..,256, por: p=(XX)"'X'y, em que y & o vetor com os valores fenotipicos ¢ X ¢ a
matriz com as probabilidades condicionais dos QTL. Apds a obten¢do do ﬁ, foi estimado um
vetor contendo as médias preditas das j—ésimas linhagem com base em informacdes dos QTL

()_(QS1 ) por: XQSI = |§X

* Para estimar as médias preditas das linhagens com base nos efeitos de todos os marcadores do
genoma, foi considerado o modelo y, =p+Zg+e, em que y,, ¢ o vetor com os dados
fenotipicos, p ¢ a média geral, Z ¢ a matriz com os gendtipos dos marcadores obtidos da
genotipagem, g ¢ o valor genético dos marcadores, condicionados pela matriz Z e e refere-se
aos efeitos residuais. Para estimar o valor genético dos marcadores (g ), foi utilizado modelos

mistos (HENDERSON, 1984)", resolvendo-se o seguinte sistema de equagdes:

m IR"1T 1R'Z IR

1=, , , , em que:

8] |ZR'1  ZR'Z+I((GL,/1+62]1k)/(6L/n) ZR'y

L é a estimativa da média geral, ¢ é um vetor com as estimativas dos valores genéticos dos

marcadores, 1 € um vetor de uns relativo a média, R ¢é a matriz identidade relacionada aos

efeitos residuais, Z ¢ a matriz com os genétipos dos marcadores obtidos da genotipagem, I ¢ a
matriz identidade relacionada aos efeitos dos marcadores, &, € a varidncia da interagdo
gendtipo por ambiente, 6. € a varidncia genética, 6 ¢ a variancia do residuo, / é o nimero de
locais, & ¢ o numero de repeticdes € n ¢ o nimero de marcadores utilizados na genotipagem.
Apos a estimativa de i e g, foi obtido um vetor contendo as estimativas das médias preditas das

j—ésimas linhagens com base em todos os marcadores ()_(GS1 ), sendo j=12,...,256, por:

Xs, =p+7Zg.

" HENDERSON, C.R. Applications of linear models in animal breeding. Guelph: University
of Guelph, 1984.
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Apéndice B — Resumo da andlise da varidncia conjunta para os componentes da producgdo avaliados nas linhagens S;.
Graus de liberdade (GL), quadrados médios do ambiente, da linhagem, da interacdo linhagem x ambiente

e do erro efetivo, com as respectivas significancias

Carater”
Geragio® FV GL CE DE NFI NGF PFG PMEDIO  PROL
(cm) (cm) (cm) ° () (esp.)
Ambiente (A) 5 182,477 12,457 58,83 1.602,32" 31,277 9415538 4,627
Linhagem (L) 255 8,64 0,54" 12,257  8333" 0,48" 1.832,397 0,237
5 LxA 1275 1,33" 0,05 0877 1127" 0,06 258,517 0,04
Erro efetivo 1124 0,83 0,02 0,50 5,58 0,03 138,67 0,02"

™ ™" Nio significativo e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

S, refere-se as linhagens S

®CE (comprimento da espiga em cm); DE (didmetro da espiga em cm); NFI (niimero de fileiras de graos); NGF (niimero de grios
por fileira); PFG (profundidade de grdos em cm); PMEDIO (peso médio de 500 grios em gramas) e PROL (prolificidade em
numero de espigas por planta);

®Os quadrados médios de PFG foram multiplicado por 10
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