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RESUMO

Devido ao desenvolvimento de fungos patogénicos na espiga, a
ocorréncia de gréos ardidos em milho traz ndo somente perdas diretas com a
reducdo da produtividade e qualidade dos grdos, mas também perdas indiretas,
com a incidéncia de micotoxinas que sdo substancias toxicas aos humanos e aos
animais. Dentre as diferentes micotoxinas que ocorrem em milho, destacam-se
as fumonisinas, devido a sua alta toxicidade e ampla disseminacdo nos graos
colhidos no Brasil. As fumonisinas sdo produzidas principalmente pelo fungo
Fusarium verticilioides e, apesar de sua importancia, ndo existem relatos sobre o
controle genético da incidéncia dessas micotoxinas em milho tropical. Assim,
este trabalho teve como objetivo investigar o controle genético da incidéncia de
fumonisinas em milho tropical, a partir de um dialelo completo sem cruzamentos
reciprocos. Para isso, foram identificadas 13 linhagens contrastantes,
considerando-se diferentes grupos heteroticos. Os hibridos obtidos foram
avaliados em trés experimentos, sendo dois em Sete Lagoas € um em Goiania,
utilizando delineamento experimental de blocos completos casualizados com
duas repeticBes. As avaliacdes quanto a incidéncia de fumonisinas nos graos de
milho foram realizadas em laborat6rio, segundo o protocolo proposto por
VICAM (VICAM SCIENCE AND TECHNOLOGY, 1998). Com base na
abordagem de modelos mistos, foram realizadas analises dialélicas individuais
para cada experimento e conjunta. Na andlise dialélica conjunta, foram
comparados diferentes modelos para as matrizes de variancia-covariancia
genética (G) e residual (R), com a incorporacdo das informacGes de
parentesco aditivo entre linhagens. A precisdo experimental, aferida pela
acuracia seletiva, foi considerada adequada em todas as analises. Com base nos
resultados desse trabalho, foi possivel constatar que a incidéncia de fumonisinas
em grdos de milho tropical apresenta controle genético com predominancia de
efeitos ndo aditivos.

Palavras-chave: Zea mays. Micotoxinas. Dialelo.



ABSTRACT

Due to the development of pathogenic fungi in the ear, the occurrence of
grain rot in maize not only brings direct losses in yield and grain quality, but
also brings indirect losses with the incidence of mycotoxins, which are toxic to
humans and animals. Among the different mycotoxins occurring in maize, the
fumonisins need special attention, due to their high toxicity and wide
dissemination throughout Brazil. Fumonisins are produced mainly by the fungus
Fusarium verticilioides and, despite their importance, there are no reports about
the genetic control for the incidence of these mycotoxins in tropical maize. Thus,
this study aimed to investigate the genetic control of the incidence of fumonisins
in tropical maize, through a complete diallel design with no reciprocal crosses.
The single-cross hybrids were evaluated in three experiments, two in Sete
Lagoas and one in Goiénia, in a randomized complete block design with two
replications. The incidence of fumonisins in maize kernels were evaluated in
laboratory, according to the protocol proposed by VICAM (VICAM SCIENCE
AND TECHNOLOGY, 1998). Based on the mixed model approach, individual,
for each experiment, and joint diallel analyzes were performed. In the joint
diallel analysis, different models for the genetic (G ) and residual (R ) variance-
covariance matrices were compared, including the additive genomic relationship
matrix for lines. Experimental accuracies, measured by the index of selective
accuracy, were considered adequate in all analyzes. Based on the results of this
study, it was possible to infer that there is a predominance of non-additive
effects in the genetic control of the incidence of fumonisins in tropical maize.

Key words: Zea Mays, mycotoxins, diallel.
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1 INTRODUCAO

Existem diversos fatores bioticos e abidticos que podem causar reducao
na produtividade de gréos na cultura do milho (Zea mays L.). Entre os principais
fatores bidticos responsaveis por tal reducdo, a ocorréncia de doencas flngicas
merece destaque. Dentre os patdgenos presentes na cultura do milho no Brasil,
os fungos causadores dos grdos ardidos tém grande importancia, pois, além de
serem encontrados nas diferentes regiGes produtoras, estdo presentes em todas as
safras de cultivo. As perdas causadas por esses fungos podem ser divididas em
perdas diretas e indiretas. No caso das perdas diretas, podem ser citadas as
reducdes da produtividade e da qualidade dos grdos, além da reducdo do preco
pago pelo produto (MENDES, 2009). J4 no caso das perdas indiretas, o principal
problema ¢ a presenca de substancias que sdo, na maioria das vezes, toxicas aos
humanos e aos animais, denominadas micotoxinas (AIDOO, 1993).

As condicBes predisponentes para o aparecimento do patdégeno sdo o
clima Umido, o0 mau empalhamento das espigas e também injarias causadas nas
espigas (REID et al., 1996; SHURTLEFF, 1992). As chuvas frequentes no final
do desenvolvimento da cultura, principalmente em lavouras com cultivares que
apresentam espigas ndo decumbentes, também contribuem para o aparecimento
da doenca. Outros agravantes, que tém influéncia direta na incidéncia do
patdgeno, sdo: a pratica da monocultura, o plantio direto e a ampliagcdo das
épocas de cultivo (CASA; REIS; ZAMBOLIM, 2006; KIMATI; CARDOSO;
BERGAMIN FILHO, 1980).

O controle das micotoxinas esta relacionado, principalmente, ao controle
do patogeno causador de grdos ardidos no campo, devido a sua alta correlagdo
com a incidéncia de micotoxinas (ROBERTSON et al., 2006). Porém a
eficiéncia de alternativas para o controle de fungos de espigas, como o controle

quimico, adubacéo equilibrada, rotagdo de culturas, controle de insetos, colheita
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precoce, transporte rapido e secagem, é baixa (MENDES, 2009). Portanto, a
utilizacdo de hibridos resistentes a fungos causadores de graos ardidos é a forma
mais eficiente de se tentar controlar o aparecimento das micotoxinas.

Apesar da importancia atribuida as fumonisinas, existem poucos relatos
sobre o controle genético da incidéncia de fumonisinas na cultura do milho, e,
além disso, os trabalhos ja disponiveis foram realizados com milho temperado
(HUNG; HOLLAN, 2012; SANCHEZ-RANGEL; SANJUAN-BADILLO;
PLASENCIA, 2005; WILLIAMS; WINDHAM, 2009). O conhecimento da
natureza e da magnitude dos efeitos genéticos — aditivos e de dominancia - que
controlam essa caracteristica na cultura do milho é de grande importancia nos
programas de melhoramento, pois essas informacdes podem ser utilizadas pelos
melhoristas para a tomada de decisbes sobre as estratégias de melhoramento a
serem utilizadas.

Existem diversos procedimentos que podem ser utilizados para a
obtencdo das estimativas dos componentes de variancia genética. Entre estes,
para realizar as analises e obter as estimativas dos efeitos genéticos, uma
possibilidade é a utilizacdo de modelos mistos (PIEPHO; MOHRING;
MELCHINGER, 2008). Esse procedimento apresenta como Vvantagens a
possibilidade de obter as estimativas mesmo com dados desbalanceados (perda
de informacéo), bem como permite a incorporacdo de informacg6es de parentesco
nas analises (BERNARDO, 2010). Além das vantagens citadas anteriormente,
na abordagem de modelos mistos também € possivel comparar o ajuste de
diferentes estruturas para as matrizes de variancia e covariancia genética (matriz
G) e residual (matriz R), permitindo que se modelem as correlagbes entre 0s
ambientes, para que o melhor modelo seja selecionado para a obtencdo de
estimativas que apresentem uma maior precisdo (BURGUENO et al., 2012).

Tendo em vista, que atualmente sdo escassos 0s estudos publicados

sobre os efeitos genéticos da incidéncia de fumonisinas em milho tropical, este
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trabalho teve como objetivo obter informagGes sobre o controle genético desta
caracteristica em milho tropical, e avaliar diferentes modelos, com a
incorporagdo da informacdo de parentesco aditivo, e também, com diferentes
estruturas de variancias e covariancias (VCOV) genética e residual, para a

obtencdo das estimativas das capacidades gerais e especificas de combinacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Graos ardidos na cultura do milho

Existem diversos fatores biodticos e abibticos que contribuem para a
reducdo da produtividade de gréos na cultura do milho. Entre os fatores bi6ticos
estdo: a ocorréncia de virus, bactérias, fungos e determinados tipos de pragas. E
preciso salientar que o principal estresse biotico que afeta a produtividade de
grdos do milho no pais, se da pela ocorréncia de doencas causadas por fungos
(KIMATI; CARDOSO; BERGAMIN FILHO, 1980). Além da reducdo na
produtividade, essas doencas fazem com que, ha maioria dos casos, 0 custo de
producdo da cultura aumente expressivamente. Entre as doencas fungicas da
cultura do milho, as podriddes de espigas e de grdos sdo encontradas nas
diferentes regides produtoras e em todas as safras de cultivo, sendo
responsaveis, por perdas diretas e indiretas. Entre as perdas diretas, estdo: a
reducdo da produtividade de grdos, reducdo da qualidade dos grdos, além da
reducdo do preco pago pelo produto (MENDES, 2009). J& nas perdas indiretas, 0
principal problema é devido a presenca de substancias que sdo, na maioria das
vezes, toxicas aos animais, denominadas micotoxinas (AIDOO, 1993).

De maneira geral, sdo considerados grdos ardidos todos aqueles que
possuem pelo menos um quarto de sua superficie com descoloracdes, cujo matiz
pode variar de marrom claro a roxo ou de vermelho claro a vermelho intenso
(BRASIL, 1996).

As condi¢Bes ambientais afetam expressivamente a incidéncia de graos
ardidos na cultura do milho. Acrescido a esse fato, deve ser ressaltado que, nas
condigdes brasileiras, os produtores podem estender a colheita da cultura, pois o
inverno ndo é rigoroso como nos paises de clima temperado. Quanto maior essa

extensdo da colheita, maior € a exposicdo dos grdos as condigdes climéticas, e,
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portanto aumentam-se as chances de incidéncia de doencas em grdos de milho.
Essa incidéncia é agravada em regides de clima Umido e quente, pelo mau
empalhamento das espigas e também por injdrias causadas nas espigas (REID et
al., 1996; SHURTLEFF, 1992). Chuvas frequentes no final do desenvolvimento
da cultura, principalmente em lavouras que apresentam cultivares com espigas
ndo decumbentes, também contribuem para o aparecimento de podridfes de
espigas e graos. Além disso, a pratica da monocultura e a ampliacdo das épocas
de cultivo também tém influéncia direta na incidéncia de fungos causadores de
grdos ardidos e micotoxinas (KIMATI; CARDOSO; BERGAMIN FILHO,
1980).

Os fungos causadores das podridfes das espigas podem ser divididos em
dois grupos: a) aqueles que apenas produzem graos ardidos e b) aqueles que,
além da producdo de grdos ardidos, sdo biossintetizadores de toxinas,
denominadas micotoxinas. No primeiro grupo, encontram-se 0s fungos:
Drechslera zeicola, Cladosporium herbarum, Ustilago maydis, Nigrospor
aoryzae, Colletotrichum graminicola, entre outros. No segundo grupo, sdo
encontrados os fungos Stenocarpella maydis (Diplodia maydis), Stenocarpella
macrospora (Diplodia macrospora), Fusarium verticillioides (Fusarium
moniliforme), F. subglutinans, F. graminearum, F. sporotrichioides e
Gibberella zeae (PINTO, 2005). Sendo que os mais frequentemente detectados
sdo: Fusarium verticilioides, Diplodia maydis (Stenocarpella maydis) e Diplodia
macrospora (Stenocarpella macrospora).

Como principais fontes de inoculo de Fusarium, tém-se 0s restos de
cultura de milho, como colmos e espigas, as sementes de milho contaminadas, as
gramineas de inverno (trigo, aveia e cevada) e também o solo. A disseminagéo
dos esporos se da através do vento e de insetos, sendo que o periodo de maior
suscetibilidade as podridfes da espiga ocorre de 7 a 10 dias ap0s a polinizacéo

dos estigmas. Como sintomas, podem ocorrer pigmentacdo rosa (F.
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verticillioides) ou roxa (F. graminearum) entre 0s grdos, e as espigas,
normalmente, ndo apresentam decumbéncia apds a maturidade fisioldgica dos
graos (KIMATI; CARDOSO; BERGAMIN FILHO, 1980).

O estudo dos fungos do género Fusarium ssp. é de grande importancia
econdmica, uma vez que sdo patogénicos, causando doengas em um grande
namero de espécies vegetais. Podem sobreviver na matéria organica por longos
periodos ou na forma endofitica, colonizando a planta hospedeira (MARTINS,
2005). Estima-se que as perdas no campo devido a podriddo do milho causada
por Fusarium ssp. sejam na ordem de 10 a 30% (LOGRIECO et al., 2002).

Um dos métodos mais comuns para o controle das doencgas, de maneira
geral, é o controle quimico. Entretanto, o controle quimico para Fusarium spp.,
visando o controle dos grdos ardidos ndo parece ser muito eficiente, uma vez que
a aplicacdo do fungicida normalmente é realizada na fase vegetativa. Alguns
resultados demonstraram que a aplicacdo dos fungicidas azoxistrobina e
ciproconazol via foliar ocasionou uma reducdo de 2,6% na porcentagem de
grdos ardidos quando comparado a experimentos em que foram avaliados os
mesmos hibridos, porém sem aplicacdo de fungicida (STEFANELLO et al.,
2012). Segundo os autores, a aplicacdo de fungicida foi eficiente para reduzir a
porcentagem de graos ardidos, apesar da baixa magnitude da reducdo. Mas 0s
hibridos que apresentaram maior reducdo na intensidade de infec¢do do fungo
foram aqueles mais resistentes a doenca quando ndo houve aplicacdo do
fungicida.

Além do controle guimico, existem algumas alternativas para diminuir a
incidéncia de grdos ardidos, que envolvem a utilizacdo de cultivares resistentes,
adubacdo equilibrada, rotagdo de culturas, controle de insetos, colheita precoce,
transporte rapido e secagem. Todas essas medidas podem contribuir para
minimizar a contaminagdo de grdos de milho por micotoxinas no campo e nos

silos, especialmente aquelas produzidas por Fusarium spp. (MENDES, 2009).
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Entre essas, a metodologia mais eficiente e sustentavel é o uso de cultivares

resistentes.

2.2 Micotoxinas em milho

O milho é um cereal com uma grande possibilidade de uso, tais como
para alimentacdo animal, para uso industrial e, também, para o consumo
humano. No Brasil, o milho é utilizado principalmente para a alimentagdo
animal, mas em algumas regides, como no Estado de Minas Gerais, este cereal €
utilizado para preparar pratos tipicos como bolo de milho, mingau de milho,
"angu" (uma espécie de mingau firme e salgado), "canjiquinha” (um prato
salgado a base de grdos de milho quebrados) dentre outros (QUEIROZ et al.,
2012). Diante disso, a qualidade dos grdos tem importancia fundamental para a
seguranca alimentar dos consumidores, e a baixa a incidéncia de micotoxinas
nos graos representa uma caracteristica de grande relevancia para a cultura.

Os principais substratos para a producdo das micotoxinas sao 0s cereais,
cujas perdas, segundo estimativa da FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations), situam-se ao redor de 25% dos grdos produzidos. O
milho é um dos cereais mais cultivados e utilizados globalmente, por isso, se
torna um dos mais predispostos a contaminacdo por fungos toxigénicos e ao
acimulo de micotoxinas nos grdos (HERMANNS; PINTO; KITAZAWA,
2006). O termo micotoxina ¢ derivado da palavra grega “mykes”, que significa
fungo, ¢ do latim “toxican”, que significa toxinas. As micotoxinas (produzidas
por fungos patogénicos) sdo metabolitos secundarios de fungos filamentosos, e
sdo toxicas ao homem e animais mesmo em pequenas concentracdes (PITT et
al., 2000). Metabdlitos secundarios sdo definidos de maneiras diversas por
diferentes autores. Em geral, eles sdo compostos de baixo peso molecular,

sintetizados por fungos filamentosos e sdo capazes de causar doenga e morte em
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plantas, animais e seres humanos (BENNETT; KLICH, 2003). A contaminacéo
de grdos por micotoxinas pode chegar a perdas substanciais a economia,
associadas ao comercio internacional destes produtos, pois, muitos paises
estabelecem limites para micotoxinas em alimentos. Segundo a FAO (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2014), estas perdas chegam a
milhdes de toneladas por ano.

Além das perdas econdmicas diretas, as micotoxinas sdo responsaveis
por causar micotoxicoses gque sdo ocasionadas pela ingestdo de alimentos ou
ragbes contaminadas com micotoxinas ou pela inalacdo destas em forma de
particulas suspensas. A severidade das micotoxicoses depende da toxicidade da
substancia, da extensdo da exposicdo, do estado nutricional do individuo e dos
efeitos sinérgicos com outros agentes quimicos ou biolégicos (PERAICA et al.,
1999).

A exposicdo humana as micotoxinas pelo consumo de alimentos
contaminados é uma questdo de saude publica em todo o mundo, além de
acarretar milhGes de dolares em prejuizos anualmente, devido a gastos com a
salde humana, animal e produtos agricolas (HUSSEIN; BRASEL, 2001).
Residuos de micotoxinas podem se acumular nos tecidos de animais e serem
excretados no leite (QUINN; MARKEY; CARTER, 2005) ou nos ovos
(OLIVEIRA et al., 2000) de animais que consumiram racdo contaminadas. Os
alimentos de origem animal contaminados com residuos constituem fontes de
exposicdo aos humanos que consomem estes produtos.

Assim como para 0 desenvolvimento do fungo, existem algumas
condigdes que predispdem a producdo de micotoxinas pelos fungos, sendo elas:
umidade, temperatura, aeracdo, tipo e disponibilidade de substrato, alguns
métodos de processamento, producdo e armazenamento dos produtos (PITT;
HOCKING, 2009). Para que os fungos se desenvolvam adequadamente no

substrato, é necessario que haja agua disponivel. Alguns substratos retém
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fortemente a &gua, dificultando sua disponibilidade para o fungo (MALLOZZI;
CORREA, 1998). Outro fator importante para o desenvolvimento das
micotoxinas é a temperatura. Em gréos, a faixa viavel para a sua producéo situa-
se entre 11 e 37 °C. Os fungos toxigénicos podem contaminar os cultivos em
crescimento, em consequéncia de danos causados por insetos e outros agentes e
produzir toxinas antes ou até mesmo apds a colheita, durante o seu
armazenamento. Periodos de seca durante o cultivo do milho também séo
apontados como predisponentes a produgdo de aflatoxinas (MALLMANN;
SANTURO; WENTZ, 1994; ZLOTOWSKI et al., 2004).

A producdo de micotoxina esta diretamente relacionada com o
crescimento do fungo, entretanto a presenca de fungo ndo indica
necessariamente que haja a presenca de micotoxina (GONCALEZ; PINTO;
FELICIO, 2001). Estima-se que existam entre 100 mil e 250 mil espécies
fangicas, destas, cerca de 200 sdo capazes de produzir micotoxinas, mas
somente 30 sdo efetivamente responsdveis por casos de micotoxicoses
(GOMPERTZ et al., 2008). Diferentes espécies de fungos podem produzir um
mesmo tipo de micotoxina, assim como, uma Unica espécie pode produzir mais
de um tipo de toxina (BACK, 2004).

Os principais géneros produtores de micotoxinas em produtos agricolas,
principalmente em grdos de milho correspondem ao Aspergillus, Fusarium e
Penicillium (CAST, 2003). Outros fungos podem fazer parte do complexo de
grdos ardidos, tais como espécies de Stenocarpella. O tipo e a quantidade de
micotoxina produzida por um fungo dependem de fatores ecoldgicos e do
processamento particular de cada produto (FILTENBORG; FRISVAD;
THRANE, 1996). Estes fungos estdo associados a producdo de fumonisinas,
aflatoxinas, ocratoxinas, esterigmatocistina, patulina, rubratoxina B, &cido
penicilico, citrina, zearalenona e tricotecenos. Todas estas micotoxinas sao
comprovadamente toxicas em alimentos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).
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A International Agency for Research on Cancer (1993) classifica as
substancias de acordo com seu potencial carcinogénico. A aflatoxina foi
classificada por esta agéncia como carcinogénica para humanos (Grupo 1),
ocratoxina e fumonisina como possiveis carcinogénicos (Grupo 2B) e
zearalenona, deoxinivalenol (DON) e toxina T2 como substancias ndo
classificadas (Grupo 3). As micotoxinas mais importantes produzidas por fungos
dos géneros Fusarium sdo as fumonisinas e zearalenonas (KAWASHIMA,
VALENTE-SOARES, 2006).

Dentre as micotoxinas mais encontradas e de grande potencial
toxigénico destacam-se as fumonisinas, as ocratoxinas e as aflatoxinas.
Avaliando amostras de milho das regifes Sul, Centro e Centro-sul do Brasil, foi
detectada a presenca de fumonisina em 99% delas (VARGAS et al., 2001). Cruz
(2010) investigou a ocorréncia de fumonisinas B1 e B2 em 72 amostras de
alimentos industrializados a base de milho, coletadas em quatro cidades do
Estado de S&o Paulo, Brasil e encontraram 65,3% amostras com fumonisinas
B1. Tamames (2008) afirma que a importancia das aflatoxinas no passado, como
as micotoxinas com maior frequéncia e responsaveis pelos maiores problemas
produtivos, tem atualmente menor importancia se comparadas com as

fumonisinas, toxinas produzidas por fungos do género Fusarium.

2.2.1 Fumonisinas

Inicialmente descritas e caracterizadas em 1988 (BEZUIDENHOUT et
al., 1988; GELDERBLOM; JASKIEWICZ; MARASAS, 1988), as fumonisinas
sdo produzidas por diversas espécies do género Fusarium, especialmente por
Fusarium verticillioides (anteriormente classificado como Fusarium
moniliforme), Fusarium proliferatum e Fusarium gamai, além da Alternaria
alternata f. sp. Lycopersici (BENNETT; KLICH, 2003). Considerando essa
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populacdo fungica e que as fumonisinas sdo produzidas, na sua maioria, sob alta
umidade e em temperaturas de aproximadamente 20 a 26 °C, o clima brasileiro
oferece boas condicGes para que fungos do género Fusarium estejam presentes
nos graos, causando inclusive varias doencas em milho, como a podriddo de
sementes e de colmo. Estas espécies, que infectam a planta no campo, podem
também ser encontradas no armazenamento, caso as condi¢es de temperatura e
umidade sejam adequadas para o desenvolvimento destes fungos (ORSI et al.,
2000).

A principal espécie responsavel pela producdo da fumonisina em milho
é Fusarium verticilioides (VOSS; SMITH; HASCHECK, 2007). Este patégeno
produz 16 tipos de fumonisina: Al, A2, A3, AK1, B1, B2, B3, B4, C1, C3, C4,
P1, P2, P3, PH1A e PH1B (MUSSER; PLATTNER, 1997). A fumonisina B1 é a
forma molecular mais produzida pelo fungo, sendo também a que apresenta
maior toxicidade (COULOMBE, 1993). A fumonisina B1, normalmente,
representa 70% a 80% das fumonisinas produzidas, a fumonisina B2 entre 15 a
25% e a fumonisina B3 usualmente representa de 5 a 8% (RHEEDER;
MARASAS; VISMER, 2002).

O mecanismo de acdo das fumonisinas esté relacionado com o bloqueio
na sintese dos esfingolipideos, substancia importante para a integridade da
membrana celular e transporte ibnico através das células. Os esfingolipideos sdo
predominantes no sistema nervoso central e periférico, principalmente como
lipideo da mielina, estando localizados nos oligodendrocitos e células de
Schwann (WANG et al., 1991).

As fumonisinas sdo estaveis nas temperaturas de processamento dos
alimentos, na luz e em solucdo de agua/acetonitrila (1:1) e instdveis em metanol
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000). Alberts et al. (1990) estudando
material de cultivo de F. verticillioides, verificaram que a fumonisina B1, ap6s

fervura por 30 minutos, continuava estavel e sem diminui¢éo nos niveis. Mas em
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temperatura por volta de 200 ‘C durante 15 minutos, ocorre a inativacio quase
completa da fumonisina B1 (CASTELO; SUMNER; BULLERMAN, 1998).

Outro importante ponto a ser considerado, € o de que a legislacdo
brasileira regulamenta os teores maximos de micotoxinas nos alimentos, para
diversos tipos de processamento e consumo. Baseado na normativa de 2012, no
caso das fumonisinas (B1 + B2), considerando o milho em gréo para posterior
processamento, o limite toleravel é de 5.000 pg/kg ou 5 ppm, ja para farinha de
milho, creme de milho, fub4, flocos, canjica, canjiquinha, como o consumo é
direto esse limite é de 2,5 ppm (BRASIL, 2011).

2.3 Estudo do controle genético de caracteristicas de interesse agrondémico

em milho

O conhecimento da natureza e da magnitude dos efeitos génicos que
controlam um determinado carater é de grande valia nos programas de
melhoramento, pois auxiliam os melhoristas na tomada de decisGes sobre o
método de melhoramento a ser utilizado. Além disso, gera informacBes que
permitem a utilizacdo de métodos mais eficientes de selecdo e propiciam
maiores ganhos com a selecéo.

Entre os diversos procedimentos utilizados para a obtencdo das
estimativas dos componentes da variancia genética, 0s mais comumente
utilizados para a cultura do milho, sdo: 1) método de Mather (1949), em que sdo
utilizados, normalmente, os genitores, linhagens contrastantes fenotipicamente
para o carater considerado. Nesse caso sdo obtidas as geracOes F1, F2 e os
retrocruzamentos, 0s quais sdo simultaneamente avaliados com as linhagens
genitoras. 2) delineamentos genéticos de Comstock e Robinson (1952), também
chamados de delineamentos da Carolina do Norte. Este modelo é composto por

[T ]

trés delineamentos genéticos. No primeiro modelo, em uma populagdo “m
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machos sdo cruzados com “f” fémeas diferentes. J& no segundo modelo “m”
machos sdo cruzados com as mesmas “f” fémeas. Ja no terceiro método, “p”
plantas da geragdo F,, do cruzamento de duas linhagens séo retrocruzadas com
ambos 0s genitores (testadores). 3) Dialelos, que se referem a todos 0s casos em
que n genitores sdo combinados dois a dois. Este Gltimo pode ser empregado
com algumas finalidades, como na escolha de genitores, na obtencdo de
informacGes do controle genético de caracteres e na predi¢cdo de compostos ou
cultivares sintéticas (RAMALHO et al., 2012).

Um dos problemas relatados sobre a utilizacdo dos dialelos é que a
medida que se aumenta o nimero de genitores envolvidos, aumenta-se também o
namero de cruzamentos que tem que ser realizados, muitas vezes inviabilizando
0 uso desse método. Desta forma foram propostos inimeros tipos de dialelos,
para que um maior numero de genitores possa ser incluido, sdo eles: 1) Dialelos
completos ou balanceados: sdo os dialelos que incluem os hibridos entre todos
0s genitores. 2) Dialelos parciais: sdo assim denominados aqueles dialelos que
envolvem a obtencdo de hibridos de dois grupos de genitores, sem a realizacao
do cruzamento de linhagens do mesmo grupo. Tem como vantagem a
possibilidade de incluir maior nimero de genitores. 3) Dialelos circulantes: sdo
incluidos nessa categoria os dialelos em que 0s genitores sdo representados nas
combinacdes hibridas em nimero menor de cruzamentos que nos demais tipos.
Por isto, para ser denominado circulante o nimero de vezes que um genitor
participa dos cruzamentos é sempre inferior a n-1. 4) Dialelos desbalanceados:
sdo denominados aquelas situagdes em que algumas das combinagdes hibridas
nado foram obtidas (RAMALHO et al., 2012).

Nas analises dialélicas, apds se obter 0s cruzamentos entre 0s genitores,
sdo originadas combinagBes que serdo avaliadas, em experimentos com
repeticdo e, com base nesses dados, sdo estimados os componentes de variancia

da capacidade de combinagdo geral (CGC) e especifica (CEC). Uma das
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questdes que deve ser discutida sobre as metodologias empregadas nos dialelos,
é a de que os gendtipos podem ser considerados tanto fixos como aleatérios,
dependendo dos tratamentos experimentais fornecerem conclusées que Ihes sdo
particulares ou que possam ser extrapoladas para uma populacdo na qual os
tratamentos representam a amostra da populacdo. Segundo Hallauer, Carena e
Miranda Filho (2010), essa resposta tem grandes implicacGes nas interpretacdes
a serem tiradas das analises dialélicas, e sdo também, responsaveis por varias
discussoes, prés e contras a utilizacao dos dialelos. Dentre os modelos propostos
para os dialelos, dois podem ser utilizados para estimar os componentes da
variancia genética, por considerarem os efeitos de gendtipos como aleatorios,
sendo eles: o de Jinks e Hayman (1953) e o de Griffing (1956).

O modelo de Jinks e Hayman (1953) é conhecido por gerar uma grande
quantidade de informacbes (VENCOVSKY, 1970). Esse meétodo tem sido
utilizado para estimar a presenca dos efeitos genéticos aditivos e de dominancia,
0s componentes da varidncia genética e parametros genéticos, como as
herdabilidades e o grau médio de dominancia. Contudo, este método apresenta
algumas restricbes, como o carater deve apresentar auséncia de epistasia,
auséncia de alelismo maultiplo, distribuicdo independente dos genes e s6 se aplica
a linhas puras, sendo mais utilizada em culturas autdgamas (OTUBO, 1994). Os
dados da tabela dialélica permitem, ainda, efetuar uma andlise gréafica que
classifica os genotipos quanto & proporcdo de alelos dominantes e recessivos e
estimar os limites seletivos das populagdes avaliadas (HAYMAN, 1954;
SANTOS, 1984).

Ja 0 modelo de Griffing (1956), de maneira geral, é utilizado para se
obter valores da capacidade geral de combinagdo (CGC) e da capacidade
especifica de combinag¢do (CEC) (EISENHART, 1955). Os procedimentos de
analise utilizando essas metodologias sdo apresentados em inGmeras

publicacOes, tais como Ramalho, Santos e Zimmermann (1993) e Cruz et al.
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(2004). Esse modelo é dividido em quatro métodos (Tabela 1): i) o método 1
inclui todas as combinacgdes n?, ou seja, os hibridos, seus cruzamentos reciprocos
e 0s genitores; ii) 0 método 2 é semelhante ao anterior ndo incluindo o0s
cruzamentos reciprocos; iii) o método 3 inclui os hibridos e seus reciprocos, mas
sem 0s genitores e iv) 0 método 4 considera apenas as combinacdes hibridas. A
op¢do por um ou outro método dependerd do material utilizado. Em milho,
quando sdo obtidos cruzamentos entre linhagens, a escolha mais I6gica seria a de
se utilizar um ou dois grupos de cruzamentos sem os genitores (HALLAUER;
CARENA; MIRANDA FILHO, 2010). Vale lembrar que, quando o0s

cruzamentos reciprocos sao utilizados, podem ser estimados efeitos maternos.

Tabelal Métodos do modelo de Griffing (1956)

. Inclusdo dos Inclusdo dos NuUmero de genotipos
Método ; . -
genitores reciprocos avaliados
1 sim sim n?
n(n+1)
2 sim nédo 2
3 nao sim n(n—1)
nn—-1)
4 néo néo 2

Fonte: Adaptado de Wricke e Weber (1986).

Segundo Sprague e Tatum (1942), o termo capacidade geral de
combinagdo (CGC) refere-se ao comportamento médio de cada linhagem em
cruzamento com as demais do conjunto, ou seja, 0 comportamento do genitor em
relagdo ao cruzamento com um grupo de genitores. Portanto, quanto mais altas
forem estas estimativas, positivas ou negativas, determinado genitor sera
considerado superior ou inferior aos demais, ja se estas forem préximas de zero,

0 seu comportamento ndo difere da média geral dos cruzamentos (CRUZ et al.,
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2004). Ja a capacidade especifica de combinacdo (CEC) é definida como um
desvio em relacdo ao comportamento médio dos pais, ou seja, um efeito na
expressao do hibrido que é adicional aos efeitos da CGC dos pais, podendo ser
positiva ou negativa, sendo que esta enfatiza a importéncia de interagbes ndo
aditivas resultantes da complementacdo génica entre os parentais. Tém-se,
portanto, que a combinacéo hibrida mais favoravel deve ser aquela que apresente
a maior estimativa de CEC e pelo menos um dos parentais com alta CGC
(CRUZ et al., 2004).

As estimativas de CGC e CEC em cruzamentos entre linhagens
permitem determinar a contribuicdo de cada genitor, bem como identificar
combinacgdes hibridas de interesse agrondémico. Além disso, essas estimativas
podem ser utilizadas para se inferir o controle genético de caracteristicas de
interesse. Os conceitos desses termos sdo Uteis tanto para caracterizacdo de
linhagens em cruzamentos como para estabelecer padrdes heterdticos entre
populacdes de milho (CROSSA; TABA; WELLHAUSEN, 1990; HALLAUER,;
CARENA; MIRANDA FILHO, 2010; VASAL et al., 1992), sendo também
utilizados em varios estudos de controle genético. Neste caso, 0s tipos de
capacidade de combinacao sdo diferenciados de acordo com a natureza da acao
génica envolvida. A capacidade geral de combinacdo esta associada a genes de
efeitos predominantemente aditivos, além de efeitos de dominancia e interagdes
epistaticas do tipo aditivo-aditivo. J& a capacidade especifica de combinacéo é
decorrente dos efeitos de dominancia e de outras interacfes epistaticas. Contudo,
em geral, considera-se que os efeitos epistaticos sdo de pequena magnitude e,
portanto, podem ser negligenciados (VENCOVSKY; BARRIGA, 1992).
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2.3.1 Controle genético da incidéncia de fumonisinas em milho

Para o sucesso de um programa de melhoramento, um dos aspectos mais
importantes antes de se conhecer o controle genético de uma determinada
doenca, € encontrar variabilidade genética entre os genitores. Em milho
temperado, a presenca de variabilidade genética para a resisténcia a producao de
fumonisina foi constatada por Miedaner et al. (2008). No entanto, em milho
tropical, existem poucos relatos. Por exemplo, Ramos, Brasil e Geraldine
(2008), com base em seis linhagens contrastantes para a resisténcia a Fusarium
verticilioides, sendo trés resistentes e trés suscetiveis, ndo encontrou diferencas
significativas na incidéncia de fumonisinas.

Em outro estudo com o objetivo de avaliar cultivares quanto ao nivel de
incidéncia de fumonisina, Camargos et al. (2000) observaram que existem
diferencas entre o comportamento de cultivares quanto ao acUimulo de
fumonisinas, 0 que evidencia a resisténcia de alguns gendtipos, sugerindo a
possibilidade de sele¢do destes para locais especificos.

Para estudar o controle genético da resisténcia a sintese de fumonisinas
em milho temperado, Hung e Holland (2012) utilizaram 18 linhagens
contrastantes, considerando distintos grupos heterdticos, para compor um
esquema de dialelo completo, obtendo-se também 0s cruzamentos reciprocos.
Nesse trabalho, os autores identificaram tanto a presenca dos efeitos aditivos,
como de efeitos dominantes, com predominancia dos efeitos aditivos. Além
disso, as estimativas da correlacdo da CGC com o desempenho das linhagens
foram de alta magnitude indicando que uma das maneiras de se obter resisténcia
a fumonisina se da pela avaliagdo e selecdo prévia das linhagens que dardo
origem aos hibridos.

Entretanto, atualmente, ndo existem relatos publicados sobre o controle

genético da incidéncia de fumonisinas em milho tropical. Além disso, sdo
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necessarias mais informagdes sobre os efeitos predominantes no controle do

carater.

2.4 Modelos mistos no melhoramento de plantas

Um dos requisitos mais importantes na avaliacdo de experimentos é o
controle do erro experimental (PIMENTEL-GOMES; GARCIA, 2002;
RAMALHO et al., 2012). Dessa forma além de se tentar manejar de maneira
mais uniforme os experimentos, visa-se também, prevenir a perda de parcelas,
ou qualquer informacdo referente as mesmas. Isso nem sempre € possivel
porgue, normalmente, o melhorista trabalha com um nimero muito elevado de
gendtipos, especialmente na fase inicial dos programas de melhoramento
(RAMALHO et al., 2012). Alem disso em condi¢Ges de campo, existem
inimeros fatores bioticos, abiéticos e de manejo que podem exercer alguma
influéncia na conducdo dos ensaios, fazendo com que em algumas situacdes,
ocorram perdas de parcelas experimentais. Essa perda de informacao, apesar de
trazer problemas, ndo chega a ser uma situacdo que leve a perda dos
experimentos, no entanto, pode se fazer necessaria a utilizacdo de métodos mais
eficientes nas analises dos dados obtidos. Ja foram descritos alguns
procedimentos que permitem que as analises com dados desbalanceados sejam
realizadas. Uma das alternativas estd na abordagem de modelos mistos,
utilizando REML (Restricted Maximum Likelihood) e BLUP (Best Linear
Unbiased Predictor) para a obtencdo dos componentes de variancia e das médias
preditas, respectivamente (BERNARDO, 2010).

Modelos mistos sdo caracterizados pela presenca de efeitos fixos (além
da média geral) e de efeitos aleatdrios (além do erro experimental). Uma das
questdes que surgem nestes casos é sobre quais efeitos devem ser considerados

fixos e quais devem ser considerados aleatérios no modelo estatistico. De
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maneira geral, quando o efeito é considerado fixo, as conclusdes devem ser
mantidas apenas para a populacao que esta sendo avaliada, ja quando o efeito for
considerado aleatorio essas conclusdes podem ser extrapoladas para outras
situacBes. A decisdo de tratar um efeito como sendo fixo ou aleatério, tem
reflexo nos resultados das analises, podendo muitas vezes causar a modificacao
na classificacdo e, portanto na selecdao dos genétipos (BEARZOT], 2002).

Além da possibilidade de aplicacdo em casos em que se tem perda de
parcelas experimentais, ou seja, dados desbalanceados, a abordagem de modelos
mistos também apresenta como vantagem a possibilidade de se explorar as
informacGes do grau de parentesco existente entre os individuos (TECHNOW et
al., 2014). Segundo Bernardo (2010), a incorporacdo de informacgdes de
relacionamento genético entre individuos maximiza o uso dos dados disponiveis
para a comparacdo entre diferentes genotipos, ou seja, pode-se aproveitar as
informacbes de individuos aparentados para a obtencdo de estimativas mais
precisas.

Para dados de mdltiplos ambientes, a abordagem de modelos mistos
também apresenta como vantagem a possibilidade de incorporar diferentes
estruturas para as matrizes de variancia e covariancia (VCOV) genética (matriz
G) e residual (matriz R). As matrizes G e R apresentam na diagonal principal os
parametros relacionados as variancias genéticas e residuais, respectivamente,
para cada ambiente, e fora da diagonal os elementos de covariancia para cada
par de ambientes considerados. Com essas matrizes, é possivel modelar as
correlagBes genéticas e residuais entre os diferentes ambientes para que sejam
obtidas estimativas mais precisas da variavel resposta (BURGUENO et al.,
2012).

Outro ponto que pode ser desenvolvido no caso dos modelos mistos é a
predi¢do de combinacbes ndo testadas (BERNARDO, 2010). Nesse caso 0 uso

de técnicas preditivas € uma alternativa para diminuir os custos e também o
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tempo de avaliacdo de hibridos pela diminui¢do substancial do nimero de
hibridos a serem avaliados. Nesse caso, por meio de variancias e covariancias
entre os hibridos testados e aqueles ndo testados pode-se obter a predi¢do do
comportamento de hibridos ndo testados (BERNARDO, 1994). Além dessas
variancias e covariancias, a incorporacdo da informacdo de parentesco, tende a
melhorar a acuracia preditiva, portanto, quando tal informacgdo esta disponivel
essa deve ser avaliada quanto a melhora na estimativa da predicdo
(BURGUENO et al., 2012).

Existem varios procedimentos que se destinam a predicdo dos efeitos
aleatorios no contexto do melhoramento de plantas, sendo o procedimento
BLUP, 0 mais comumente utilizado (BERNARDO, 2010; MENDES; ABREU;
RAMALHO, 2012). Esse procedimento foi inicialmente proposto por
Henderson (1949), com o intuito de predizer a producdo de leite em animais, em
conjuntos de dados desbalanceados (MRODE, 1996). Por sua complexidade
matematica este metodo sé veio a ser utilizado quando as ferramentas
computacionais foram desenvolvidas. Sendo seu primeiro uso relatado em 1970,
para a predicdo do valor genético de touros para a producdo de leite em um
programa de inseminacao artificial (SCHAEFFER, 1991).

No BLUP (melhor preditor linear ndo viesado), a sigla “melhor” indica
gue a diferenca entre a variancia do que estd sendo estimado ¢ minima, “linear”
significa que é uma fungdo linear dos dados e “néo viesado ou ndo tendencioso”
indica que a esperangca do estimador é igual ao valor do pardmetro
(BERNARDO, 2010). As propriedades pertinentes ao BLUP foram descritas de
maneira detalhada por Henderson (1984) e evidenciam a superioridade teérica
do BLUP como metodologia de predicdo de valores reprodutivos.

Para se realizar as analises de modelos mistos, utiliza-se o seguinte

modelo:
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y=XB + Za +e

Em que:

y € vetor de observacdes ou fenétipos;

X é a matriz do modelo referente aos efeitos fixos;
B € o vetor de efeitos fixos;

Z é a matriz do modelo referente aos efeitos aleatdrios;

a é o vetor de efeitos aleatdrios, coma ~ N (0, 0'5 ;

e é o vetor de residuos come ~ N (0, 0'e2 ).

Quando nesses modelos mistos sdo considerados dados de multiplos
ambientes, os efeitos aleatorios seguem uma distribuicdo normal multivariada
(MVN), centrada em zero (0), e com matrizes de variancia-covariancia genética
e residual igual a GQA e IQR, respectivamente, em que I é uma matriz

identidade com dimensdo gx g, § € o nimero de genotipos avaliados; G é a

matriz de variancia-covariancia dos efeitos genéticos dos individuos nos
diferentes ambientes; ® indica o produto de Kronecker e A é a matriz de
parentesco aditivo entre os individuos e R é a matriz de variancia-covariancia
dos efeitos residuais nos diferentes ambientes (BURGUENO et al., 2012).

Para plantas al6gamas, uma revisdo sobre dialelos é apresentada por
Bernardo (2010), sobre sua utilizagcdo para a estimacdo de componentes de
varidncia em cruzamentos simples. Nestes casos, 0 que € importante para o0
melhorista é obter informagdes sobre as capacidades de combinacdo, geral e
especifica. Portanto, faz-se necessario estima-las. Para exemplificar, o autor
propbs um dialelo parcial entre dois grupos de linhagens. Nesse caso, 0 modelo

seria 0 seguinte:
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y=Xp+Ug +2Zs + e

Em que:

y € 0 vetor de observagdes ou fenotipos;

X é a matriz do modelo referente aos efeitos fixos;

B € o vetor dos efeitos fixos;

U ¢é a matriz de incidéncia referente aos efeitos da capacidade geral de
combinacdo (CGC);

g é o vetor dos efeitos aleatorios, referentes a capacidade geral de

combinacdo (CGC), dos genitores com g ~ N (0, GCZQCA );

Z é a matriz de incidéncia referente aos efeitos da capacidade especifica
de combinacdo (CEC);
s é o vetor dos efeitos aleatdrios, referentes a capacidade especifica de

combinagdo (CEC) dos hibridos com s ~ N (0, O'CZECD);

e € o vetor de residuos come ~ N (0, 0'e2 ).

Estudando a utilizacdo dos modelos mistos para a analise de dialelos,
Mohring, Melchinger e Piepho (2011) compararam diferentes modelos,
envolvendo, por exemplo, os métodos de Griffing (1956) e de Gardner e
Eberhart (1966). Nesse trabalho, os autores concluiram que é possivel analisar
todos os tipos de dialelos de Griffing (1956) via modelos mistos. Além disso,
permitiu a analise de dialelos com perdas de informacdo (dados
desbalanceados), bem como a manipulag&o de estruturas complexas de blocos e

erros com variancias heterogéneas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

A partir de 13 linhagens de milho oriundas do programa de
melhoramento da EMPRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria)
(Tabela 2) foi realizado um dialelo completo, sem o0s cruzamentos reciprocos.
As linhagens para compor o dialelo foram selecionadas com base em um
experimento prévio, no qual um grande grupo de linhagens foi caracterizado
quanto a incidéncia de grdos ardidos e fumonisinas. Nessa avaliagdo, foram
identificadas, entre os grupos heteréticos (baseados na produtividade) da
Embrapa Milho e Sorgo, as linhagens resistentes e suscetiveis aos graos ardidos
e, também, quanto a incidéncia de fumonisinas, 13 linhagens escolhidas para
compor um dialelo completo, sendo seis linhagens do grupo Dentado (D); seis
linhagens do grupo Flint (F) e uma linhagem que combina bem com os dois
grupos heterdticos basicos (neste caso, grupo C). Tais linhagens representam

individuos resistentes e suscetiveis dentro de cada grupo heterético (Tabela 2).

Tabela 2 Descricdo das linhagens utilizadas para compor o dialelo

Codificacéo Grupo Heterotico  Classificacao*
1 D Resistente
2 D Resistente
3 D Suscetivel
4 D Suscetivel
5 D Resistente
5 D Modergdamente
Resistente
7 F Resistente
8 F Resistente
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“Tabela 2, conclusdo”

Codificacéo Grupo Heterotico Classificagdo*
9 F Suscetivel
10 F Suscetivel

1 F Modergdamente
Resistente
12 F Suscetivel
13 C Resistente

*: Classificagdo prévia quanto a incidéncia de gréos ardidos/fumonisinas.

3.2 Experimentos

Para a caracterizacdo dos hibridos dialélicos quanto a incidéncia de
fumonisinas, foram conduzidos dois experimentos em Sete Lagoas - Minas
Gerais, na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo (coordenadas
geograficas: 19° 28’ lat. S e 44° 15° long. W) e um em Goiania - Goias na area
experimental da Embrapa Arroz e Feijdo (coordenadas geogréaficas: 16° 50 lat.
S e 49° 25’ long. W). Em Sete Lagoas, os dois ambientes avaliados foram um no
Pivot Central, destinado ao melhoramento de milho e outro na area da
fitopatologia. A precipitacdo média anual de Sete Lagoas € de 1.361 mm, com
temperatura média anual de 21 °C. Em Goiania, a temperatura média é de 23,2
°C e precipitacdo média de 1.570 mm anuais, com chuvas concentradas no veréo
(dezembro e janeiro). Essas areas foram escolhidas devido a conhecida presenca
dos patdgenos relacionados a incidéncia de grdos ardidos e a sintese de
fumonisinas.

De todas as combinagdes sintetizadas, ndo foram obtidas sementes em
guantidade suficiente para o cruzamento entre as linhagens 6 e 12, e, portanto,
este hibrido ndo foi avaliado em nenhum dos trés ambientes. Devido ao baixo

namero de sementes disponivel para algumas combinagdes hibridas, ocorreram
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diferentes desbalanceamentos entre os ambientes avaliados. No ambiente de
Goiania, ndo foram testadas as combinacfes 2 x5,4x6,4x7,6x12,8x12e9
x 12. J& no ambiente da area da Fitopatologia em Sete Lagoas, ndao foram
avaliados os hibridos 2 x 4,2 x5,3x10,4x9,4x10,5x6,5x 7,6 x12. No
Pivot em Sete Lagoas, a Gnica combinagdo ndo testada foi o cruzamento entre 0s
genitores 6 x 12.

3.3 Conducao dos experimentos

Na safra de 2009/2010, as 77 combinacGes hibridas obtidas e mais 11
testemunhas foram avaliadas no delineamento de blocos completos casualizados
com duas repeticdes. As parcelas foram constituidas por uma linha de 4 metros,
adotando-se como densidade de semeadura de cinco sementes por metro e
espacamento de 0,8 metros entre linhas, com o intuito de se obter em média uma
densidade de 60.000 plantas por hectare.

A adubacdo de semeadura foi de 500 kg/ha do formulado 08-28-16 (N-
P-K) + 0,3% de Zinco e, em cobertura, foi utilizado 200 kg/ha de 44-0-0 (Ureia).
O controle das plantas daninhas foi realizado com a aplicacdo dos principios
ativos Atrazina (Concentracdo de 4 litros por hectare) e Nicosulfuron
(Concentracdo de 0,6 litros por hectare), 30 dias apds a emergéncia das plantas.
Para o controle de pragas (como a lagarta do cartucho), foram utilizadas trés
aplicacdes de Diflubenzuron (Concentracdo de 100 g por hectare), Espinosade
(Concentracdo de 100 mL por hectare) e Metomil (Concentra¢do de 600 mL por
hectare), até que a altura das plantas permitisse a entrada do pulverizador na
lavoura. Os demais tratos culturais foram realizados conforme recomendacéo
para a cultura do milho.

A caracteristica avaliada nesses experimentos foi a concentracdo de

fumonisinas nos graos (ppm — partes por milhdo) quantificada nos laboratérios
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da Embrapa Milho e Sorgo, seguindo o protocolo descrito por Ferreira et al.,
(2013) e Lanza et al. (2014), com base no método detalhado no manual do
equipamento VICAM (VICAM SCIENCE AND TECHNOLOGY, 1998). Para
isso, foram obtidas amostras provenientes da mistura de graos obtidos de todas
as plantas de cada parcela Gtil. Primeiramente, as amostras foram moidas para a
obtencdo de uma mistura homogénea. Deste material homogéneo, foi retirada
uma subamostra de 500 g e, a partir desta, em uma porc¢édo de 50 g foi adicionado
5 g de cloreto de sédio e 100 mL de metanol/agua (80:20). Esta solucdo foi
misturada em alta velocidade durante 1 minuto e filtrada por um papel de filtro.
O extrato (10 mL) foi diluido com 40 mL de solucdo salina tamponada com
fosfato PBS/0,1% de Tween-20, e filtrado através de um filtro de microfibras de
1,0 micron. O extrato diluido foi colocado na coluna de imunoafinidade, o qual
foi lavado com 10 mL de tampdo de lavagem PBS/0.1% Tween-20, seguido por
10 mL de PBS. O extrato foi retirado da coluna com 1 mL de metanol de grau
HPLC. Uma mistura de revelador (1 mL) foi adicionada ao extrato recolhido. O
teor de fumonisinas totais foi quantificado em um fluorimetro (VICAM

Fluorometer Série 4, Watertown, EUA) para a quantificacdo das fumonisinas.

3.4 Genotipagem das linhagens

Para a genotipagem das 13 linhagens utilizadas no dialelo, foi realizada
a extracdo de DNA a partir de tecido jovem (folhas), com base no método
CTAB (SAGHAI-MAROOF et al., 1984). Para o preparo das amostras, foram
necessarios 0s seguintes materiais e equipamentos: alicate de coleta, pinca, caixa
de isopor, freezer -80 °C, nitrogénio liquido, liofilizador, placa e tubos.

Para cada gendtipo, foram coletados quatro discos de tecido fresco de
folhas jovens, dispondo-os em tubos especificos distribuidos em placas de

capacidade para 96 amostras. As placas com as amostras foram identificadas e
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armazenadas a -80 °C até o inicio do processo de liofilizagdo. As amostras
foliares foram liofilizadas por 48 horas, sendo armazenadas a -80 °C até o
momento da maceracdo e extracdo de DNA.

Para a extracdo do DNA, foram necessarios 0s seguintes materiais e
equipamentos: banho-maria, centrifuga de placas, capela de exaustao, esferas de
aco, estufa, freezer -20 °C, pipeta multicanal eletrbnica, porta-esferas e
triturador (Geno/Grinder 2000). Também foram necessarios 0s seguintes
reagentes, solugdes e tampdes: tampdo CTAB (Brometo de cetiltrimetilaménio)
2%, R-Mercaptoetanol p.a., Cloroférmio-octanol 24:1 (v/v), Isopropanol p.a.
gelado a -20 °C, etanol 70% (v/v) gelado a -20 °C, tampdo TE pH 8,0 (Tris-
EDTA), RNase A (10 mg/mL)

O procedimento de extragdo consistiu em: preparar previamente 0
tampdo CTAB contendo 3-mercaptoetanol a 2% (m/v). O B-mercaptoetanol foi
adicionado na hora do uso. As esferas de ago foram colocadas em cada tubo
contendo as amostras liofilizadas em gelo com auxilio de um porta-esferas, e,
posteriormente, os tubos, devidamente tampados e dispostos em placas, que
foram introduzidas no equipamento de maceracdo, fixando-as no suporte. O
equipamento foi regulado para 1.750 batidas/min (strokes/min), por 6 minutos,
interrompendo-se a trituragdo a cada dois minutos para verificacdo das
caracteristicas do tecido macerado, que deve apresentar-se como um po fino e
verde. As placas foram retiradas e, na capela de exaustdo, foram adicionados, a
cada tubo, 400 pL de tampdo de CTAB 2% (m/v), previamente preparado.
Posteriormente, procedeu-se centrifugagdo por 15 segundos, a 4.000 rpm, em
centrifuga de placas. As amostras foram, entdo, incubadas em banho-maria a 65
°C por uma hora, com homogeneizagdo a cada 10 min, agitando levemente.
Posteriormente, as placas foram retiradas do banho-maria e resfriadas na capela
de exaustdo por 5 minutos e centrifugadas, por 15 segundos a 4.000 rpm em

centrifuga de placas. As tampas das amostras foram retiradas em capela de
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exaustdo para adicdo de 300 uL de cloroférmio-octanol 24:1 (v/v).
Posteriormente, os tubos e as placas foram tampados e homogeneizados
cuidadosamente por inversdo cerca de 30 vezes. Procedeu-se a centrifugagédo por
5 min a 2.500 rpm. Em capela de exaustéo, foram transferidos, cerca de 200 pL
do sobrenadante de cada amostra, com a pipeta multicanal eletrénica, para outra
placa contendo tubos e tampas novos, com o cuidado para ndo contamina-los
com o precipitado. Ao sobrenadante foram adicionados 300 uL de isopropanol
p.a. gelado a -20 °C e as placas foram homogeneizadas por inverséo cerca de 15
vezes e levadas para incubar a -20 °C por uma hora. Posteriormente, procedeu-
se a centrifugacdo por 15 min a 4.000 rpm e o descarte do sobrenadante por
inversdo, removendo individualmente cada tubo. Ao precipitado foram
adicionados 300 pL de etanol 70% (v/v) gelado a -20 °C, sendo os tubos e as
placas levados para centrifugar a 4.000 rpm por 5 min. Cuidadosamente, foi
descartado o sobrenadante por inversdo, removendo-se individualmente cada
fileira (oito tubos). As amostras foram, entéo, levadas para secagem em estufa a
65 °C até a evaporacdo completa do etanol (por aproximadamente 5 minutos).
Procedeu-se a resuspensdo de cada amostra adicionando-se 100 uL de TE pH
8,0 contendo 0,2 uL de RNase A (10 mg/mL) em cada tubo, agitando-se
brevemente em vértex. Os tubos e as placas foram novamente tampados e
armazenados a -20 °C.

Posteriormente, 0 DNA das amostras foi enviado para o Institute for
Genomic Diversity (IGD), da Universidade de Cornell, nos Estados Unidos, para
a obtencdo de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) via
Genotyping-by-Sequencing (GBS) (ELSHIRE et al., 2011).

Para garantir a qualidade necesséaria do DNA para se obter marcadores
moleculares SNP via GBS, é necessario que o DNA seja livre de contaminantes
e possuir menos de 5% de DNA organelar (se possivel). Além disso, é

recomendado o0 uso de conjuntos de DNeasy miniprep (QIAGEN) para a
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purificagdo do DNA das amostras (mais detalhes podem ser encontrados no site
do Cornell University Institute of Biotechnology - www.biotech.cornell.edu).

3.5 Analise dos dados

Para cada ambiente, a analise dialélica para os teores de fumonisinas

totais foi realizada com base no seguinte modelo:
y=XB+Wa+ Ug + Zs + ¢

Em que:

y € o vetor de observac6es ou fendtipos;

X é a matriz de incidéncia para os efeitos fixos B;

B € o vetor dos efeitos fixos de blocos;

W ¢ a matriz de incidéncia para os efeitos fixos a;

a é o vetor de efeitos fixos de testemunhas;

U é a matriz de incidéncia para os efeitos aleatérios g;

g é 0 vetor aleatorio da capacidade geral de combinagdo, com g ~ N

2 \.
(0, 0¢ge);
Z é a matriz de incidéncia para os efeitos aleatorios s;

s € 0 vetor da capacidade especifica de combinagdo, com s ~ N

0,02,)e;

€ é o vetor de residuos, com € ~N 0, of).
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Para a analise dialélica conjunta, primeiramente, foi ajustado o modelo
dialélico explicito, com o objetivo de testar os efeitos principais de CGC e CEC,
e as interacGes de CGC e CEC com os ambientes. Assim, 0 modelo utilizado foi:

y=Pc+Xp+Ug+ Vh+Zs + Tr + ¢

Em que:

y € 0 vetor de observacdes ou fenétipos;

P é a matriz de incidéncia para os efeitos fixos c;

c é o vetor dos efeitos fixos de ambientes;

X é a matriz de incidéncia para os efeitos fixos B;

B ¢é o vetor dos efeitos fixos de repeticdo dentro de ambientes;
U e a matriz de incidéncia para os efeitos aleatorios g;

g € o vetor aleatorio da capacidade geral de combinagéo, com g ~ N (O,

V é a matriz do modelo referente aos efeitos aleatorios h;

h é o vetor com os efeitos da interacdo entre capacidade geral de
. ~ . 2 .
combinagdo e ambientes com h ~ N (0, 6¢yc amp );
Z é a matriz de incidéncia para os efeitos aleatorios s;
s € 0 vetor da capacidade especifica de combinagdo com s ~ N (0, O'CZec)i

T é a matriz do modelo referente aos efeitos aleatorios r;

r é o vetor com os efeitos da interagcdo entre capacidade especifica de
combinacéo e ambientes coms ~ N (0, afecamb);

€ € o vetor de residuos com € ~ MVN (0,R,) considerando a matriz

identidade.
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Para verificar a significAncia dos efeitos principais de CGC e CEC, e dos
efeitos das interagbes de CGC e CEC com os ambientes, foi utilizado o teste
LRT (Likelihood Ratio Test) (CASELLA; BERGER, 2002) que apresenta
distribuicao qui-quadrado aproximada com 1 grau de liberdade:

LRT =-2x Iog(ﬁj
Lc

Em que Lg é a verossimilhanga do modelo reduzido, ou seja, sem o

parametro a ser testado, e L. € a verossimilhanga do modelo completo.

Em seguida, foi utilizado o modelo dialélico implicito para o ajuste de
diferentes estruturas para as matrizes de variancia e covariancia (VCOV)
genética (G) e residual (R), e também, para a incorporacdo da matriz de

relacionamento genético aditivo entre linhagens. Assim, 0 modelo utilizado foi:
y =Pc+Yd+ Ug + Zs + ¢

Em que:

y € 0 vetor de observagdes ou fendtipos;

P é a matriz do modelo referente aos efeitos fixos c;

c é 0 vetor dos efeitos fixos de ambientes;

Y é a matriz do modelo referente aos efeitos fixos d;

d é o vetor dos efeitos fixos de repeticdo dentro de ambientes;
U é a matriz do modelo referente aos efeitos aleatorios g;

g é o vetor aleatdrio da capacidade geral de combinacdo dentro de

ambientes comg ~N (0, G, ® A);
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Z ¢é a matriz do modelo referente aos efeitos aleatorios s;

s € 0 vetor com o os efeitos da capacidade especifica de combinacgao

dentro de ambientes com s ~ MVN (0,G . ®1) e, em que | € uma matriz

identidade com dimensdo N x N, sendo N o nimero de hibridos avaliados;

¢ € 0 vetor de residuos com ¢ ~MVN (0O,R).

Para os efeitos aleatorios do modelo, assume-se que G, € a matriz

c
VCOV para os efeitos das capacidades gerais de combinagdo, G_. € a matriz

VCOV para os efeitos das capacidades especificas de combinacdo; ®
corresponde ao produto de Kronecker; A é a matriz de parentesco para 0s
efeitos genéticos aditivos (capacidade geral de combinacdo) e R é a matriz de
VCOV para o efeito residual ndo genético entre os ambientes.

Foram utilizadas diferentes estruturas para as matrizes VCOV genética
(matriz G) e residual (matriz R). Essas matrizes sdo caracterizadas por
apresentarem na diagonal principal os parametros relacionados as variancias
para cada ambiente e, fora da diagonal, as covariancias entre pares de ambientes.

Assim, foram ajustadas e comparadas as seguintes estruturas de VCOV:

a) ldentidade (I)
Neste caso, assume-se homogeneidade de varidncias e auséncia de

correlagdo entre ambientes:
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b) Diagonal (DIAG)

Nesta estrutura, assume-se heterogeneidade de variancias e auséncia de

correlacao:
01 0 0
o5 0
0 0 o

¢) N&o Estruturada (US)
Esta estrutura de VCOV permite que os parametros de variancia e
covariancia assumam quaisquer valores, sendo a mais parametrizada, com

t(t+1)/2 parametros, em que t corresponde ao nimero de ambientes avaliados:

2 2 2
011 O12 O73
2 2 2
012 032 033
2 2 2
013 0323 033

Apls o ajuste das diferentes estruturas para as matrizes G e R, as
informac6es obtidas a partir dos marcadores moleculares foram utilizadas para a
incorporacédo do grau de relacionamento aditivo entre individuos para o efeito de
CGC.

Para a obtencdo dos dados de marcadores SNP, os dados brutos de
sequéncias de DNA recebidos do Institute for Genomic Diversity (IGD), da
Universidade de Cornell, foram, primeiramente, processados utilizando o
pipeline GBS (GLAUBITZ et al., 2014) disponivel no software TASSEL
(BRADBURY et al., 2007). Para garantir a qualidade dos dados de marcadores
moleculares do tipo SNP, foram descartados locos que apresentavam Minor
Allele Frequency (MAF) inferior a 10%, pelo menos um individuo em

heterozigose e pelo menos um individuo com dado perdido.
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Para a obtengdo da matriz de parentesco aditivo entre as linhagens, foi
utilizado o método proposto por VanRaden (2008). Para esse célculo, foi
utilizado o pacote synbreed (WIMMER et al., 2015) disponivel no software R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014). Em seguida, com base nessa matriz
de relacionamento genético aditivo entre as linhagens, foi realizada uma analise
de agrupamento utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) para a obtengdo de um dendrograma.

Por fim, a informagédo do grau de parentesco aditivo entre as linhagens
foi incorporada nas analises com base na abordagem GBLUP (Genomic Best
Linear Unbiased Predictor). Todas as analises dialélicas, com base na
abordagem de modelos mistos foram realizadas no pacote ASReml-R
(GILMOUR, 2006) desenvolvido para o software R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2014).

3.5.1 Obtenc¢do dos componentes de variancia
A partir dos componentes de variancia obtidos nas andlises dialélicas

individuais e conjuntas, os seguintes parametros foram estimados (MOHRING;
MELCHINGER; PIEPHO, 2011):

Tabela 3 Estimadores dos componentes de variancia

Componente de Variancia Estimador
CGC Otac
CEC O¢EC
CGC x Ambiente OeGCxAMB
CEC x Ambiente OeECxAMB

Erro 7
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Variancia aditiva: o2 = 4x0%¢
Variancia de dominancia: 03 = 4xc%z¢
Variancia genética: 02 = 02 + 03
Variancia do erro: o2

Variancia fenotipica: of = o5+ o7

ST

Herdabilidade no sentido restrito: hZ =<

=

2
Herdabilidade no sentido amplo: hZ =%
°f

Para verificar a precisdo das analises dialélicas, foi estimada a acuracia
seletiva (74,) (RESENDE; DUARTE, 2007):

1/2
R [1 PEV

Em que: PEV é a variancia do erro de predicdo (do inglés, Prediction
Error Variance).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as andlises dialélicas individuais, ou seja, realizadas para
cada ambiente, as estimativas da acuracia seletiva foram superiores a 66,4%,
podendo ser consideradas de média a alta magnitude (Tabela 4) (RESENDE;
DUARTE, 2007). A partir dessas analises individuais, detectou-se, para todos 0s
ambientes considerados, que os efeitos das capacidades gerais (CGC) e
especificas (CEC) de combinacgdo foram significativos. Este resultado indica a
presenga tanto de efeitos aditivos como de efeitos ndo aditivos no controle da
caracteristica avaliada. No entanto, os valores obtidos para as variancias aditivas
e ndo aditivas mostram que, no caso das analises individuais, os valores nao
aditivos sdo os predominantes para o controle genético da incidéncia de
fumonisinas. As estimativas da herdabilidade no sentido restrito variaram de
10% a 18% em Goiania e no Pivd em Sete Lagoas respectivamente. J& as
estimativas da herdabilidade no sentido amplo variaram de 73% em Goiania a
76% na area da Fitopatologia em Sete Lagoas. Para cada ambiente avaliado, as
médias de concentracdo de fumonisinas das testemunhas e dos hibridos foram,
respectivamente, de 1,96ppm e 3,09ppm em Goiénia; 3,89ppm e 3,56ppm nha
area da Fitopatologia em Sete Lagoas; e 3,05ppm e 3,55ppm no Pivé em Sete
Lagoas. Além disso, a média geral de concentracdo de fumonisinas para as
testemunhas foi de 3,4ppm, enquanto que a média geral para os hibridos
dialélicos foi de 3ppm, sendo todos esses valores menores que os limites

aceitaveis na legislagéo brasileira (BRASIL, 2011).
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Tabela4 Componentes de variancia e coeficientes de acuracia seletiva obtidos
a partir das analises dialélicas individuais para cada ambiente para a
concentracdo de fumonisinas (ppm) em graos de milho

Componente de Variancia  Goiania  Fitopatologia(SL)  Pivo(SL)

CGC 0,18* 0,52%* 0,18*
CEC 1,09%* 1,89** 0,52%*

Erro 1,84 3,04 1,03

o 0,71 2,09 0,71

o’ 4,38 7,59 2,10

h2 0,10 0,16 0,18

h2 0,73 0,76 0,73

754 (%) 79,9 82,8 79,6

Média testemunhas 3,09 3,96 3,55

Média hibridos dialélicos 196 3,89 3,05

*%x: Teste LRT significativo a 5% e 1% de probabilidade respectivamente™: o=
variancia aditiva; o°= variancia de dominancia; h2= herdabilidade no sentido restrito;

h&= herdabilidade no sentido amplo; 7, = acuracia seletiva.

Na anéalise conjunta explicita, os componentes de variancia da CGC,
CEC e da interacdo entre a capacidade especifica de combinacdo e os ambientes
(CEC x Ambiente) foram significativos (Tabela 5). Esse resultado mostra que
tanto os efeitos aditivos como os néo aditivos tém influéncia sobre o controle da
caracteristica, ratificando trabalhos encontrados na literatura (HUNG;
HOLLAND, 2012). Além disso, com base nos resultados apresentados nas
Tabelas 4 e 5 é possivel verificar que a CGC apresenta um comportamento
estavel ao longo dos diferentes ambientes avaliados, uma vez que 0 componente
de varidncia da interacdo entre CGC e ambientes foi ndo significativo, ao

contrario do que é visualizado para o caso da CEC.
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Tabela5 Componentes de variancia e coeficiente de acurécia seletiva obtidos a
partir da andlise dialélica conjunta para a concentracdo de
fumonisinas em grdos de milho

Componente de Variancia Valor
CGC 0,26**
CEC 0,06**

CGC x Ambiente 0,04™
CEC x Ambiente 1,11%*

Erro 1,27

**: Teste LRT significativo a e 1% de probabilidade; e, ™: ndo significativo.

Nas analises com modelos mistos, uma alternativa muito Gtil é a
possibilidade da utilizacdo de diferentes estruturas para as matrizes de
variancias-covariancias (VCOV) para os efeitos genéticos (matriz G) e residuais
(matriz R). Assim, com o objetivo de utilizar modelos dialélicos que resultassem
em predi¢cdes mais acuradas, optou-se por utilizar diferentes estruturas de VCOV
para as matrizes G e R. Esta é uma estratégia que vem sendo cada vez mais
explorada nas abordagens de modelos mistos (ANDRDADE, 2013;
BURGUENO et al., 2012), uma vez que tais estruturas de VCOV permitem
explorar as correlacdes genéticas e residuais entre ambientes, levando a
predicGes mais acuradas ou mais préximas da realidade dos programas de
melhoramento. Apesar de existirem diferentes estruturas de VCOV, nesse
trabalho foram utilizadas a Ndo Estruturada (US) para a matriz G e a Diagonal
(DIAG) para a matriz R, pois a estrutura US permite que as variancias e
covariancias genéticas entre ambientes assumam quaisquer valores, sendo,
portanto, a que apresenta ajuste mais proximo da realidade dos experimentos de
um programa de melhoramento quando ha convergéncia do modelo. Essas
estruturas vém sendo utilizadas em inmeros trabalhos, por exemplo, em dados

experimentais obtidos para multiplos ambientes em trigo e café, observou-se que
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0 ajuste de estruturas de VCOV que consideram a existéncia de covariancias
entre ambientes foi fundamental para se obter predices mais acuradas para 0s
efeitos genéticos (ANDRDADE, 2013; BURGUENO et al., 2012).

Além da utilizacdo de diferentes estruturas de VCOV para as matrizes G
e R, outro método que recentemente tem sido muito empregado é o Genomic
Best Linear Unbiased Prediction (GBLUP) (EL-KASSABY; KLAPSTE; GUY;
2012; GAO et al., 2012; HAYES; GODDARD, 2008; ZENG et al., 2012). Esta
metodologia permite a incorporacdo, nos modelos genético-estatisticos, de
matrizes de relacionamento genético entre individuos, obtidas a partir da
informacdo de marcadores moleculares distribuidos ao longo do genoma.

Assim, neste trabalho, foram utilizados dados de SNP dos genitores
(linhagens) do dialelo para a incorporagédo das informacdes de parentesco aditivo
entre individuos. Para garantir a qualidade dos dados de marcadores moleculares
do tipo SNP, foram descartados os locos que apresentavam Minor Allele
Frequency (MAF) inferior a 10%, pelo menos um individuo em heterozigose, e
pelo menos um individuo com dado perdido (Tabela 6). Observou-se que a
reducdo no nimero total de SNPs apés a aplicacdo dos filtros foi de 81 vezes,
com um total de 10.439 marcadores SNP selecionados para utilizacdo nas
analises. Apos o controle de qualidade dos dados de marcadores SNP, os dados
moleculares das linhagens foram utilizados para a obtencdo da matriz de
parentesco aditivo, de acordo com a abordagem de VanRaden (2008). Assim,
com base nessa matriz, foi construido o dendrograma apresentado na Figura 1.
Observou-se a formagdo de agrupamentos para as linhagens de acordo com o
grupo heterético, grupo Flint (F) e grupo Dent (D), de modo que os dados
moleculares proporcionaram a obtencdo de coeficientes de similaridade

genética, coerentes com o esperado pelo pedigree das linhagens.
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Tabela 6 Numero de SNPs antes e ap0s a aplicacao de filtros para o controle de
qualidade dos dados de marcadores moleculares

Chr N° de SNPs? N° de SNPs®
1 129369 1641
2 102762 1289
3 95413 1240
4 88617 1109
5 94647 1345
6 69079 758
7 71889 806
8 72779 774
9 63256 954
10 59137 523

Total 846944 10439

Chr: cromossomo; ® numero de SNPs obtidos apds o processamento das sequéncias
brutas de DNA; °: nimero de SNPs obtidos apds a aplicacdo dos filtros para MAF
superior a 10%, e descarte de locos que apresentavam pelo menos um individuo em
heterozigose e pelo menos um individuo com dado perdido.
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Neste trabalho, ap6s o ajuste das estruturas de VCOV para as matrizes G
e R, foi incorporada, na analise dialélica conjunta com modelo implicito, a
matriz de relacionamento genético aditivo para a CGC. Vale ressaltar que a
inclusdo de informacgdes de parentesco gendmico nos modelos estatisticos, tem
proporcionado maior acuracia na obtencado das predicGes de valores genotipicos,
ou seja, com menores erros de predi¢cdo quando comparadas a ndo incorporagao
da informagdo de parentesco (BURGUENO et al., 2012; MUNHOZ et al., 2014;
TECHNOW et al., 2014).

Considerando as vantagens da incorporacdo das informacdes de
parentesco nos modelos genético-estatisticos, para verificar se tal abordagem é
vidvel para um programa de melhoramento, € preciso ponderar sobre o0s custos
com a genotipagem dos individuos, uma vez que, em geral, técnicas para a
obtencdo de alta densidade de marcadores demandam alto investimento
financeiro, o que pode ndo ser vidvel, dependendo da quantidade de gendtipos
que devem ser avaliados e do tamanho do programa de melhoramento. No
entanto, espera-se que 0s custos destas técnicas sejam menores no futuro o que
permitirdA uma maior incorporacdo das informacdes obtidas via marcadores
moleculares na rotina de programas de melhoramento. Deve-se considerar,
ainda, gue a genotipagem de linhagens elites pode proporcionar agregacdo de
informacdo gendmica no programa de melhoramento, visto que as linhagens
elites sdo a base da formagdo de novas populacGes fonte. Além disso, estas
linhagens sdo utilizadas como testadores para a obtencdo de hibridos top-crosses
e, frequentemente, participam em hibridos avancados, possibilitando a expanséao
da utilizacdo dos dados moleculares para vérias etapas do programa de
melhoramento e para diversas caracteristicas de interesse.

Observa-se na Tabela 7 que nas analises com modelos que incorporam a
matriz de relacionamento genético aditivo para a CGC, houve um aumento das

estimativas do valor da acurécia seletiva para o ambiente de Goiania, enquanto
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que para a area do Pivd em Sete Lagoas houve uma reducdo, quando
comparados aos resultados das analises individuais (Tabela 4). No entanto,
observa-se que houve menor erro padrdo associado aos BLUPs da capacidade
geral de combinacdo (Figura 2) quando foram incorporadas as informagdes de
parentesco nos modelos genético-estatisticos (modelo 2), corroborando com
resultados ja publicados por alguns autores (BURGUENO et al., 2012;
MUNHOZ et al., 2014; TECHNOW et al., 2014). Pode-se observar, a partir das
estimativas dos componentes de variéncia, que a estimativa da variancia de
dominéncia foi maior em todos os ambientes. As estimativas da herdabilidade
no sentido restrito tiveram um decréscimo (Tabela 7) quando comparadas com o
modelo das analises individuais (Tabela 4). Ja para as estimativas da
herdabilidade no sentido amplo, foi observado um acréscimo na estimativa de
Goiania, a estimativa da area da fitopatologia em Sete Lagoas se manteve

constante e houve um decréscimo na estimativa da area do Pivd em Sete Lagoas.

Tabela7 Componentes de variancia e coeficiente de acurécia seletiva obtidos a
partir da andlise dialélica implicita conjunta, com o ajuste de
estruturas para as matrizes G e R, e também, com a incorporacdo da
matriz de parentesco aditivo entre linhagens do dialelo, para a
incidéncia de fumonisinas em graos de milho.

Componente de Variancia  Goiania Fitopatologia(SL)  Piv6(SL)

CGC dentro de ambientes 0,1 0,27 0,07
CEC dentro de Ambientes 1,07 1,88 0,56
Erro 1,32 2,71 1,04

o 0,41 1,07 0,29

6% 4,26 7,53 2,25

h? 0,07 0,09 0,08

h? 0,78 0,76 0,71

P44 (%) 84,7 82,8 76,8

o’,: variancia aditiva; o°4= variancia de dominancia; h?= herdabilidade no sentido

restrito; ha= herdabilidade no sentido amplo; #;,= acurécia seletiva.
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Figura2 Erros de predicdo associados aos BLUP da capacidade geral de
combinacdo obtidos para as analises dialélicas implicita conjunta,
para os ambientes de Sete Lagoas, na area da fitopatologia e pivo, e
para Goiania, antes (modelo 1) e ap6s (modelo 2) o ajuste das
matrizes G e R, e também, com a incorporacdo da matriz de
parentesco aditivo entre linhagens do dialelo, para a incidéncia de
fumonisinas em grdos de milho

O conhecimento sobre o controle genético de caracteristicas de
importancia agronémica e econémica tem a premissa de dar suporte para a
escolha das melhores estratégias a serem utilizadas durante a conducéo de um
programa de melhoramento. Com base na analise considerando a estrutura de
VCOV para as matrizes G e R, e também, com a incorporacdo da informagéo de
parentesco aditivo, pode-se observar uma predominancia dos efeitos ndo aditivos
para o controle da incidéncia de fumonisinas em grdos de milho tropical, pois

considerando o grau médio de dominancia (6’ o), 0 menor valor observado
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foi de 7 (Tabela 7), que corresponde a uma predominéncia dos efeitos néo
aditivos no controle desta caracteristica (RAMALHO et al., 2012). E valido
ressaltar que, para dialelos analisados com modelos mistos, existem poucos
resultados relatados, e que estes, na maioria das vezes, interpretam diretamente
as estimativas dos componentes das variancias aditiva e de dominancia para
inferir sobre os efeitos predominantes no controle da caracteristica de interesse
(GUEDES, 2012; MOHRING; MELCHINGER; PIEPHO, 2011).

Em um programa de melhoramento de milho que visa a obtengdo de
hibridos, a natureza do controle genético da caracteristica tem grande impacto
em fomentar estratégias de selecdo durante o processo. Como neste trabalho, os
efeitos da CEC foram significativos e com predominio do controle genético
pelos efeitos ndo aditivos, deve-se considerar a realizacdo de avaliaches para a
resisténcia a fumonisina em hibridos ao invés de linhagens. Em outro trabalho,
com situacdo semelhante, os autores sugerem que para fases iniciais do
melhoramento a escolha pode ser baseada num pequeno nimero de cruzamentos
(HUNG; HOLLAND, 2012). Desta foram, pode-se avaliar poucos cruzamentos
entre linhagens (de mesmo grupo heterdtico) para formacdo de populacbes
fontes com maior resisténcia a incidéncia de fumonisinas e, posteriormente,
deve-se avaliar os hibridos experimentais (obtidos pelo cruzamento entre
linhagens de grupos heteréticos complementares) em fases mais avancgadas
(selecionados para produtividade e outros caracteres de interesse agrondmico),
em que o nuUmero ja é menor.

Para se comparar 0s ambientes, foram estimadas as correlagdes entre as
predi¢des BLUP da capacidade especifica de combinacéo (Tabela 8). Observa-se
que as correlagcbes foram de baixa magnitude, o que reforca a presenga da
interacdo entre ambientes e realga a utilidade da incorporagdo de estruturas de

VCOV para as matrizes G e R.
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Tabela 8 Correlagdes entre os ambientes para os valores BLUP da capacidade
especifica de combinacdo, obtidos da analise dialélica implicita
conjunta apds ajustadas as matrizes G e R, e também, com a
incorporacdo das matrizes de parentesco aditivo, para a incidéncia de
fumonisinas em gréos de milho

Ambientes Fitopatologia Pivot
Goiania 0,28 -0,32
Fitopatologia 0,06

A partir das predigdes da CGC, obtidas nos modelos com a incorporagéo
do parentesco, observou-se que as melhores predicbes da CGC foram dos
genitores L13, L1 e L4 respectivamente (Figura 3). Ja& as piores predicGes foram
dos genitores L3, L7 e L8. E valido ressaltar a estabilidade da CGC entre os
ambientes. Isso estd de acordo com as médias obtidas nos diferentes ambientes,
na qual a concordancia entre os trés melhores e os trés piores, relatados acima, é
de 100%, reforcando a ideia de estabilidade para a CGC entre os diferentes
ambientes avaliados.

Para as predicdes da CEC, observa-se que as melhores combinac@es
diferiram entre os ambientes (Tabela 5 e Figura 5), reflexo da interacdo
complexa entre CEC e ambientes. De forma geral, os melhores gendtipos, ou
seja, com menores valores preditos para CEC, para concentracdo de fumonisinas
nos grdos, foram os hibridos 33 (A x B), 13 (X x Y) e 71 (C x D). J& os piores
foram os hibridos 25 (E x F) e 67 (G x H).
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Os efeitos preditos (BLUP) para CGC e CEC sdo desvios e
proporcionam o melhor entendimento do tipo de heranca, tanto pela magnitude
dos efeitos, quanto pela relacdo entre os componentes de variancia associados a
estes efeitos. Entretanto, para a identificagdo dos hibridos superiores, é
necessaria a verificacdo dos efeitos genotipicos dos hibridos (BLUP), dados pela
soma da média geral, com os efeitos CGC dos genitores e com o efeito da CEC
da combinagdo entre os genitores. Quando consideramos as médias BLUP
(efeitos genotipicos) dos hibridos para cada ambiente, € possivel verificar que as
melhores combinaces hibridas diferiram entre os ambientes, de forma que, para
0 ambiente Goiania, os hibridos com menores efeitos preditos para concentracao
de fumonisinas nos graos foram 15, 57 e 72 (Figura 5). Ja para a area da
Fitopatologia em Sete Lagoas, os melhores foram os hibridos 4, 42 e 25 e para a
area do Pivot em Sete Lagoas os melhores foram 34, 75 e 20. Sendo assim, para
a selecdo das melhores combinacGes hibridas, deve-se preconizar a indicacdo
por ambiente ao invés de se utilizar a média geral obtida em uma analise
conjunta. E oportuno salientar que a doenca é funcio da presenca do patdgeno,
do hospedeiro suscetivel e das condicbes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento da doenca. Neste trabalho, a incidéncia de fumonisinas foi
dependente da presenca natural do patdgeno, aliada as condi¢cBes ambientais, e
estes fatores exerceram grande impacto na interacdo gendtipos por ambientes,
pois ndo houve a inoculac¢éo do patégeno.

Quando se trabalham com varios ambientes, o melhorista busca entender
0 comportamento de cada gendtipo para que, em seguida, possa ser feita a
recomendacdo. Essa indicagdo pode ser vista de duas formas, a primeira delas é
por cultivares estaveis, ou seja, que mantém o seu comportamento de forma
consistente nos diferentes ambientes avaliados. Ou entdo, utilizar cultivares
adaptadas a ambientes especificos. Considerando os resultados da andlise

dialélica conjunta explicita e nas analises implicitas, dando enfoque na



61

estabilidade das predi¢cbes de CGC e como um reflexo da ndo significancia da
interacdo CGC por ambientes, pode-se ter uma boa ideia para selecionar os
melhores genitores, de maneira a considerar todos 0os ambientes avaliados,
visando uma menor concentragdo de fumonisina nos grdos de milho. Dentre os
genitores que proporcionam diminui¢do da incidéncia de fumonisinas nos gréos,
com base na CGC, dois sao do grupo heter6tico Dent (D) e o terceiro do grupo
heterético C (C). Ja quando observamos a parte da capacidade especifica de
combinagdo, a interagdo CEC x Ambientes Foi significativa, por isso a
recomendacdo de hibridos deve-se ser feita priorizando aquelas combinacdes
que se mostraram com menores concentraces de fumonisinas em cada
ambiente. Esse fato, mais uma vez, reforca que em fases iniciais de um
programa de melhoramento para a concentracdo de fumonisinas em grédos de
milho, a selecdo pode ser realizada focando na escolha de testadores
apropriados, ou seja, utilizando-se linhagens que proporcionem menores
concentracBes de fumonisinas nos grdos devido a sua contribuicdo genética-

aditiva (CGC) e posteriormente deve-se preconizar a avaliagdo de hibridos.
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5 CONCLUSOES

A resisténcia a incidéncia de fumonisinas em milho tropical €
dependente de efeitos genéticos aditivos e ndo aditivos, entretanto, essa
caracteristica apresenta controle genético com predominancia de efeitos ndo
aditivos.

O ajuste de uma matriz VCOV Nao estruturada para os efeitos genéticos
e de uma matriz Diagonal para os efeitos residuais (ndo genéticos) e a
incorporacdo da informagéo de parentesco gendémico aditivo entre as linhagens
do dialelo proporcionou a reducdo de erros associados aos efeitos de CGC para

as analises dialélicas em cada ambiente estudado.
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