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RESUMO GERAL

Hibridos de milho desenvolvidos de linhagens macho-estéreis propiciam
consideraveis vantagens as empresas produtoras de sementes hibridas. Sistemas
macho-estéreis dispensam a necessidade de despendoamento do campo de
producdo, resultando em redugdo no custo e aumento na qualidade da semente
hibrida produzida. A macho-esterilidade refere-se ao fracasso no
desenvolvimento dos 6rgdos masculinos. Em milho o sistema macho-estéril mais
utilizado é o genético citoplasmatico, o qual depende da necessidade da
interagdo de genes nucleares com genes do citoplasma para que ocorra a
consolidacdo do efeito. Entre os citoplasmas macho-estéreis descritos, o T foi
amplamente utilizado até a década de 1970, entretanto, devido a suscetibilidade
a helmintosporiose os sistemas S e C passaram a ser incorporados nos programas
de melhoramento, e atualmente vem sendo amplamente utilizados. O método de
melhoramento frequentemente adotado é o retrocruzamento de doadores macho-
estéreis com linhagens elites utilizadas como recorrentes. Apds a sua obtencéo,
as linhagens macho-estéreis devem ser avaliadas em diferentes ambientes
visando verificar a estabilidade da macho-esterilidade e o comportamento
agronémico. Os hibridos obtidos por estas linhagens também devem ser
avaliados quanto ao potencial produtivo nas redes de ensaio que devem englobar
diferentes regides e condic¢bes de cultivo. Na avaliacdo do hibrido é importante
verificar a interagdo dos gendtipos com o ambiente, especialmente visando
identificar aqueles com alto potencial produtivo e adaptabilidade na produgéo de
grdos. Entre as técnicas estatistico-genéticas existentes, a FGGA mostrou-se
eficiente por permitir a realizacdo da estratificagdo ambiental e a andlise de
adaptabilidade.

Palavras-chave: CMS. Interacdo GxA. Adaptabilidade. Estabilidade.



GENERAL ABSTRACT

Corn hybrids developed from male-sterile inbred lines provide
considerable benefits to hybrid seed producing companies. Male-sterile systems
eliminate the need for detasseling from the production field, resulting in a
reduction of cost and increasing in the quality of the produced hybrid seeds. The
male-sterility refers to the failure in the development of male organs. In corn, the
most widely male-sterile system used is the genetic-cytoplasmic, which depends
on the need of interaction between nuclear genes and genes from the cytoplasm
in order to occur the consolidation effect. Among the described male-sterile
cytoplasms, T was widely used until the 1970s, however, due to the
susceptibility to Helminthosporium, systems S and C became incorporated into
breeding programs, and are currently widely used. The breeding method
frequently adopted is the backcross between donor male-sterile and elite lines
used as recurrent. After obtaining the male-sterile inbred lines, they must be
evaluated in different environments in order to verify the stability of male-
sterility and agronomic performance. The hybrids obtained from these inbred
lines should also be evaluated in regard to yield potential in trial networks which
should encompass different regions and cultivation conditions. In the evaluation
of the hybrid it is important to verify genotype interaction to the environment,
especially to identify those with high yield potential and adaptability in grain
production. Among the existing genetic-statistical techniques, the FGGA was
shown to be efficient by allowing environmental stratification and analysis of
adaptability.

Keywords: CMS. G x E Interaction. Adaptability. Stability.
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CAPITULO 1 Introducdo Geral

1 INTRODUCAO

O milho € um dos principais cereais que comp@e a base alimentar da
populagdo mundial. Algumas estimativas mostram que em 2020 o milho sera o
cereal com maior demanda em funcdo da ampla gama de produtos e derivados
deste cereal.

Apbs séculos de melhoramento, o milho vem sendo cultivado em
diferentes regiGes geogréficas, sobre as mais vastas condi¢des de cultivo.
Entretanto, atualmente é notavel o uso intensivo de tecnologia nas lavouras de
producdo, especialmente exemplificado pelo uso de modernos maquinarios,
sementes hibridas e sementes geneticamente modificadas de alta qualidade.

A adocdo de sementes hibridas vem ocorrendo sistematicamente no
Brasil e tem permitido significativos incrementos na produtividade de gréos e
qualidade da semente comercializada. Contudo existe um importante desafio no
sistema de producdo da semente hibrida, relacionada a complexa logistica, pela
necessidade de despendoar extensivos campos de producdo de sementes visando
garantir a polinizagdo cruzada. Nesse sentido, os programas de melhoramento
tém intensificado a utilizacdo de sistemas de macho esterilidade genéticos
citoplasmatica.

Linhagens macho-estéreis podem resultar em vantagens significativas na
logistica dos campos de producdo, resultando em reducéo dos custos e aumento
na qualidade da semente obtida. Entretanto, uma vez obtidas, as linhagens
devem ser avaliadas quanto ao seu potencial produtivo e pela estabilidade e
eficiéncia da macho esterilidade em diferentes condigdes de cultivo,
especialmente aquelas representativas das condi¢cbes de multiplicagdo e

producdo do hibrido.
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Apos o desenvolvimento da linhagem é de suma importancia a avaliacéo
do hibrido. Em funcdo da potencial interagdo gendtipos x ambientes, o hibrido
normalmente é avaliado em diferentes locais e safras, representativos das
condicBes de cultivo a qual o hibrido se destina. Nesse sentido, os hibridos
devem ser alocados nas redes de ensaio para que seja capturada a interacdo e por
meio de técnicas estatistico-genéticas possam ser identificados os gen6tipos com
maior potencial produtivo e adaptados.

Existem diferentes técnicas com diferentes abordagens, defini¢bes e
interpretacdes para adaptabilidade e estabilidade, bem como diferentes métodos
que permitem estiméa-las. As principais diferencas entre os métodos estdo nos
pardmetros adotados para a sua avaliagdo e nos procedimentos biométricos
adotados para avalia-los. Uma abordagem que tem sido frequentemente utilizada
sdo 0s metodos multivariados que podem ajudar tanto na identificacdo de
genotipos de alta produtividade e largamente adaptados, como no chamado
zoneamento agronémico, com fins de recomendacdo regionalizada e selecdo de
locais teste. Entre os métodos disponiveis, 0 FGGA (analise de fatores associada
aos efeitos genotipicos e de interacdo gen6tipos x ambientes) tem sido utilizados
€om sucesso para atingir esses objetivos.

Diante deste contexto, o presente estudo teve por objetivos:

a) Awvaliar linhagens macho estéreis de milho e hibridos provenientes
de linhagens macho estéreis, quanto a eficacia e a estabilidade da
macho esterilidade em diferentes ambientes;

b) Awvaliar hibridos de milho quanto ao potencial produtivo em distintos
ambientes de cultivo;

c) Awvaliar a proporcdo de plantas autofecundadas nos campos de
producdo de semente hibridas em diferentes combinagdes de

sementes macho estéreis e macho férteis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico e importéancia do milho

O milho € o cereal mais cultivado no mundo, exercendo grande
importancia para a alimentacdo humana, animal e fonte de diferentes produtos
industriais, entre os quais, 6leo e alcool.

Foi domesticado ha cerda de 8.000 anos atrés e desde a sua descoberta
por Cristovdo Colombo na América Tropical, foi difundido para diferentes
regides do mundo e mostrou adaptacdo a distintas condigdes climaticas e
latitudes. Atualmente o milho é cultivado nos cinco continentes (WEIDER,
2008).

Acima de 140 milhdes de hectares anualmente séo destinados ao cultivo
de milho no mundo. O crescimento da produgdo tem acompanhado a demanda.
Entretanto, estimativas prevéem que em 2020 a demanda de milho serd 145% da
demanda de 1997, superando a demanda por trigo e arroz (ORT1Z,2008).

Diante desse desafio, duas estratégias tém sido consideradas: expansdo
da area agricultavel e aumento da producdo de grdos por unidade de area. A
expansdo da area é extremamente limitada em funcdo da baixa disponibilidade
de éareas agricultaveis, problemas politicos que inibem investimentos em
pesquisas e pela necessidade de desmatamento das florestas. O acréscimo de
area destinada ao cultivo de milho sera cada vez menor e ndo sera suficiente para
suprir a demanda pelo cereal. Desta forma, a alternativa é propiciar condigdes
para obter elevadas produces por area.

A média da produtividade mundial em 2010 foi de 4,3 t por hectare
(FOOD AND AGRICULTURE OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2010)
sendo que ainda € notdria uma grande diferenca na produtividade em funcdo do

nivel de desenvolvimento do pais.
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Entre os fatores que podem contribuir para 0 aumento da produtividade,
especial atencdo tem sido atribuida ao desenvolvimento de técnicas de cultivo
mais apropriadas, com adocdo de modernos maquinarios e sistemas de adubacédo
e protecdo de cultivos que propiciem ganhos na produtividade. Entretanto, um
elo importante dessa equacdo sdo gendtipos superiores com capacidade de
responder aos investimentos.

Nesse contexto, com o objetivo de atingir patamares cada vez maiores
de produtividade, os melhoristas de plantas tém considerado com grande
destaque aobtencdo de sementes hibridas que visam explorar a superioridade
dos gendtipos heterozigotos em relagdo aos demais, ou seja, 0 aproveitamento
do vigor hibrido, comumente chamado de heterose, que foi primeiramente
descrito por Shull e East, independentemente, no inicio do século XX (CROW,
1998).

A cultura do milho exemplifica os avancos conseguidos com a utilizacdo
de sementes hibridas. Atualmente a producdo deste cereal é baseada na
exploracdo da heterose. Em alguns sistemas de produgdo, como 0 americano, a
adogdo de sementes hibridas foi bastante rapida, sendo atualmente utilizada em
praticamente toda a area comercial. O ganho em produtividade obtido com a
substituicdo de variedades tradicionais pelos hibridos nos EUA foi
extraordinario. Em 1930 quando ainda eram adotadas variedades de polinizacdo
aberta, a produtividade média era de 2.000 kg ha™, passando para 6.000 kg ha™
na década de 80, sendo que desse ganho, 58% ¢é atribuido ao melhoramento
genético e o restante a praticas agronémicas (TROYER, 2006).

No Brasil, 0 segundo pais a adotar hibridos de milho, a situagdo foi
semelhante, com alguns resultados mostrando ganhos superiores a 1% ao ano na
produtividade de gréos nos ultimos 60 anos (FERNANDES; FRANSON, 1997;
PATERNIANI; CAMPQOS, 1999).
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Além do ganho na produtividade, o hibrido garante uma maior
uniformidade da cultura, melhor qualidade e melhor tolerancia ou resisténcia a
fatores bidticos e abiéticos, facilitando o manejo da cultura e explorando o seu
potencial de producéo.

Apesar do grande sucesso do emprego de sementes hibridas visando
explorar o potencial genético, algumas etapas de sua obtencdo sdo bastante
trabalhosas, onerando o custo da semente produzida. Entre outras etapas, 0
processo de producdo de sementes hibridas envolve a geracdo de linhagens
endogamicas, com a posterior multiplicacdo em larga escala e a produgéo
comercial do hibrido. Esta Gltima etapa é decisiva para a qualidade das sementes
hibridas, sobretudo pela necessidade no controle dos processos de polinizag&o.

O fato de as flores masculinas e femininas serem localizadas em
diferentes partes da planta torna-se uma grande vantagem para explorar a
hibridagdo em larga escala. No caso do milho, o arranquio do pend&o imaturo,
que contém as flores masculinas, torna a planta emasculada, evitando a
autofecundacdo das plantas, e todas as sementes que ela produzir serdo
provenientes de polinizacdo cruzada (DUVICK, 1965).

Visando o controle da polinizacdo, o despendoamento manual e/ou
mecanico sdo as técnicas que vém sendo amplamente empregadas pelas
empresas produtoras de sementes (MAGALHAES et al., 1999). Entretanto,
essas atividades além de terem um alto custo, a qualidade pode ser
comprometida em funcdo dos materiais genéticos envolvidos, condigdes
ambientais e sistema utilizado, além do que o processo manual é altamente
exigente em mao de obra e o despendoamento pode acarretar em prejuizo devido
a retirada excessiva de folhas.

Diante deste contexto, uma alternativa que tem sido considerada na

obtencdo de sementes hibridas € a utilizacéo de sistemas estéreis.
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2.2 Machoesterilidade

A esterilidade se refere ao fracasso no desenvolvimento dos 6rgédos
femininos e/ou masculinos (ROY; SARKAR, 1991). Quando a esterilidade ¢
devida a supressdo da producédo de graos de pdlen funcional, porém sem afetar o
desenvolvimento de gametdfitos da fémea, o processo € conhecido como macho
esterilidade (KASER-SCHNEIDER, 2002).

Sistemas macho estéreis podem proporcionar a ndo producéo de pdlen
ou a produgdo de polens ndo funcionais, permitindo a eliminagdo da
emasculacdo do parental fémea nos campos de producdo de sementes hibridas
(SCHNABLE; WISE, 1998; WEIDER et al., 2009).

A macho esterilidade pode ter multiplas origens, podendo ser resultado
de condigcdes ambientais adversas, incidéncia de doengas, hibridagdes, mutacdes
naturais e artificiais ou engenharia genética (BUDAR; TOUZET; PAEPE, 2003;
WANG; HUANG; YANG, 2011).

A primeira documentacdo da macho esterilidade ocorreu em 1763
quando Koelreuter observou o aborto de anteras em alguns hibridos especificos.
Desde a sua descoberta a macho esterilidade ja foi descrita em mais de 300
espécies (KAUL, 1988), muitas das quais com grande interesse pela agricultura,
tais como o sorgo, feijdo, milheto, girassol e beterraba agucareira (BUDAR,;
TOUZET; PAEPE, 2003; POEHLMAN; SLEPER, 1995; SCHANBLE; WISE,
1998).

Em milho, a macho esterilidade foi descrita pela primeira vez em 1933
por Rhoades que identificou um citoplasma macho-estéril em variedades
provenientes de Peruviano, um ancestral do milho moderno. Diante da grande
importancia da cultura do milho como fonte alimentar, associado a crescente

utilizacdo de sementes hibridas por produtores, a macho esterilidade vem sendo
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explorada desde a sua descoberta, pelos programas de melhoramento visando o
desenvolvimento de variedades hibridas.

Sistemas macho estéreis sdo considerados valiosas ferramentas na
producdo de sementes hibridas, com potencial para aumentar a produtividade
das linhagens, aumentar a pureza e diminuir 0s custos de producdo da semente
(KASER-SCHNEIDER, 2002; MACKENZIE, 2004).

Embora existam varios tipos de macho esterilidade, especialmente em
fungdo das espécies em que esta ocorre, no milho o principal sistema que vem
sendo explorado € a macho esterilidade citoplasmatica a qual é associada a sigla
CMS (Cytoplasmic Male Sterility) ou Macho Esterilidade Citoplasmatica . No
sistema CMS para a consolidacdo da macho esterilidade hd a necessidade da
interacdo de genes nucleares com o citoplasma. Enquanto os genes nucleares
exibem heranga mendeliana, 0s genes citoplasmaticos apresentam transmissdo
materna (FLEMING, 1975; KAUL, 1998; RUIZ; DANIELL, 2005).

O sistema CMS em milho possui trés principais grupos sendo eles o
CMS-T (ROGERS; EDWARDSON, 1952), CMS-S (JONES; STINSON;
KHOO, 1957) e CMS-C (BECKETT, 1971).

Os grupos CMS séo distinguidos em fungdo dos genes envolvidos na
restauracao da fertilidade (Rf) do p6len. Com o advento da biologia molecular,
tem sido possivel a classificagdo do CMS de forma mais rapida e segura, sendo
reconhecidos atualmente mais de 40 subtipos de CMS em milho, vinculados aos
trés grupos principais (KAESER et al.,, 2003; LAUGHNAN; GABAY-
LAUGHNAN, 1983; LEVINGS, 1990).

Além da classificacdo, o0s genes Rf sdo determinantes para o
funcionamento do sistema CMS, sendo relacionados a diferentes acfes entre as
quais, a supressdo do efeito dos genes de macho esterilidade mitocondriais,
controle do namero de cépias e da transmissdo de moléculas subgendmicas

(JANSKA et al., 1998), processamento pos-transcricional, modificacdo de
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proteinas relacionadas a macho esterilidade citoplasméatica (SARRIA et al.,
1998) e, ainda, na compensacdo metabdlica da disfuncdo mitocondrial (LI1U
etal., 2001).

Independente da relagdo entre os genes citoplasmaticos e nucleares, a
macho esterilidade pode apresentar importantes interacfes com o ambiente.
Fatores climéaticos, como temperatura do ar, evapotranspiracdo e vapor d'agua,
estdo correlacionados positiva ou negativamente com a reversdo parcial da
esterilidade, indicando uma interagdo entre fatores ambientais e genéticos
(MUNCAH et al., 2010; WEIDER et al., 2009).

2.2.1 Origem dos sistemas CMS

Na cultura do milho existem dois modelos que descrevem a origem do
citoplasma macho-estéril (DOEBLEY'; SISCO, 1989).

Um primeiro modelo propde que a origem dos citoplasmas macho
estéreis deve-se a mutagdes no genoma mitocondrial (MtDNA) como um
resultado de recombinagBes intra e/ou intermolecular envolvendo curtas
sequéncias repetidas de DNA (LEVINGS, 1993). Entre outras funcdes, as
mutacOes afetaram as proteinas envolvidas na meiose (GLOVER et al., 1998), o
metabolismo hormonal das plantas (MOFFATT; SOMMERVILLE, 1998) e das
moléculas do complexo lipidico (AARTS, 1995) ou a sintese de metabolitos
secundarios (MEER et al., 1992).

Por outro lado, ha um modelo que propbe que o citoplasma macho-
estéril é proveniente da introgressdo de citoplasma externo. Essas teorias
explicam o fen6tipo CMS e consideram que a esterilidade é o resultado da
interacdo incompativel entre o citoplasma estrangeiro com o genoma nuclear do

milho.
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O primeiro sistema citoplasmatico macho-estéril descoberto foi o T,
detectado em 1944 por Rogers que identificou a esterilidade citoplasmatica na
variedade mexicana Golden June (ROGERS; EDWARDSON, 1952). Em func¢éo
de trabalhar na Estacdo Experimental de Agricultura do Texas, este tipo ficou
conhecido como citoplasma estéril Texas. O citoplasma S foi descoberto por
M.T Jenkins do USDA (United States Departament of Agriculture) a partir de
uma variedade de milho Teopode e foi desenvolvido comercialmente por Jones,
Stinson e Khoo (1957). Ap6s o descobrimento dos citoplasmas S e T o0s
melhoristas testaram outros citoplasmas de milho usando técnicas restauradoras.
Avaliando diferentes variedades de milho, Beckett (1971) detectou outro tipo de
citoplasma proveniente do milho brasileiro Charrua, sendo dessa forma
denominado CMS-C.

Genomas da mitocondria dos citoplasmas do tipo C e T foram
encontrados nos ancestrais do milho, implicando que o citoplasma C e T
surgiram por mutacfes dentro da mitocondria do milho (SOFI; RATHER;
WANI, 2007). J& o citoplasma S provavelmente é proveniente do Z. mexicana
(Copanidro teosinte). E possivel que esse citoplasma tenha sido introgredido
para milho doméstico por meio da raca de milho Conico Norteno do México,
que também contém citoplasma S (DOEBLEY; SISCO, 1989).

Os citoplasmas de milho podem também ser diferenciados pelos
sistemas de incompatibilidade envolvidos. Os sistemas de restauracdo podem ser
classificados como sendo esporofitico quando atua prioritariamente no inicio da
esporogénese, antes da meiose, ou gametofitico quando atua ap6s meiose, em
microsporos ou grdos de pélen (MUNSCH et al., 2010). Estas diferengas levam
a diferentes padrbes de fertilidade. Uma planta diploide que carrega um
citoplasma macho-estéril e é heterozigota para o gene restaurador (Rf / rf) pode
produzir duas classes de grdos de pélen: aqueles que carregam o restaurador (Rf)

e aqueles que conferem a macho esterilidade (rf). No caso de restauracéo
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esporofitica as duas classes de gametas serdo funcionais. Em contraste, no caso
de plantas heterozigotas para um restaurador gametofitico, somente aqueles
gametas que conduzem o restaurador serdo funcionais.

O sistema restaurador gametofitico é mais propenso a reversdo da
fertilidade (KAMPS; MCCARTY; CHASE, 1996).

A diversidade no sistema de restauracdo estende-se ao nimero de genes
restauradores que sdo necessarios. Em alguns sistemas, a completa restauracao
requer a acdo de varios genes, muitos dos quais tem somente pouco efeito
(SCHNABLE; WISE, 1998). Por outro lado, em alguns sistemas poucos genes
tém grandes efeitos, porém, genes modificadores adicionais sdo as vezes
requeridos para completar a restauracdo da fertilidade (POEHLMAN; SLEPER,
1995).

2.2.2 Tipos citoplasmaticos

Existem diferentes tipos de macho esterilidade, que podem ser
classificados de acordo como sistema de restauracdo utilizado. Atualmente sdo
trés os princiapis sistemas utilizados nos processo de melhoramento: CMS-T,
CMS-S e CMS-C.

2.2.2.1 CMS-T

O tipo CMS-T de restauracdo de fertilidade tem sido descrito como
esporofitico, da mesma forma que o CMS-C. Dois genes nucleares Rfl e Rf2
localizados nos cromossomos 3 e 9, respectivamente, sdo requeridos para a
completa restauracdo desse tipo de CMS (DUVICK, 1965; WISE et al., 1999).
Embora a presenca do gene Rfl seja suficiente para reduzir a sintese do

polipepitideo, atribuindo um elevado nivel de restauracdo, apenas a agdo de
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ambos Rfl e Rf2 conferea completa restauracdo da fertilidade (NEWTON,
1989). Por outro lado, dois genes Rf8 e Rf* podem conferir uma restauracdo
parcial (WISE et al., 1999).

Em contraste ao gene restaurador Rfl, o Rf2 esta presente em quase
todas as linhagens de milho, até mesmo aquelas linhagens que nunca foram
expostas ao citoplasma T. Isto sugere que o Rf2 tem sido mantido durante a
evolucdo por selecdo e deve, desta forma, ter uma significativa funcéo,
independente da restauragdo (SCHNABLE; WISE, 1998).

Os genes rfl, rf8 e rf* se caracterizam pela reducdo dos niveis de
expressao do gene urf 13 que codifica pelo fenétipo macho-estéril (WISE;
DILL; SCHNABLE, 1996). Em contraste, o rf2 é um gene regulatério do gene
rfl, de expressdo constitutiva (CUI; WISE; SCHNABLE, 1996). Este gene
codifica uma aldeido desidrogenase (LIU et al.,, 2001), que, em plantas
citoplasma T, tem a funcdo de restauracdo da fertilidade e, em plantas de
citoplasma normal, estd envolvida no desenvolvimento das anteras (SOFI,
RATHER; WANI, 2007).

Apesar da grande estabilidade em relacdo & manutencéo da esterilidade,
linhagens e hibridos com o citoplasma CMS-T sdo suscetiveis a toxina
produzida pela raca T do fungo patogénico Cochliobolus heterostrophus
responsével pela helmintosporiose (DUVICK, 1965). A viruléncia especifica se
deve a presenca do gene mitocondrial URF13 presente no tipo CMS-T e que ndo
esta presente nos citoplasmas S e C (SOFI; RATHER; WANI, 2007). Sobretudo,
as toxinas produzidas pelo C. heterostrophus afetam as mitocondrias do CMS-T,
mas ndo afetam as mitocndrias de outros citoplasmas (LEVINGS, 1990).

Em funcdo do citoplasma CMS-T ser considerado o mais estavel e
confiavel sobre diferentes condigdes de ambiente (DEWEY; KORTH, 1994),
por duas décadas (1950 a 70) foi a mais importante fonte de macho esterilidade

na industria de sementes. No inicio da década de 1970 estima-se que 85% de
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todo o milho semeado nos EUA foi produzido com o citoplasma CMS-T
(DEWEY; KORTH, 1994; LEVINGS, 1993), apesar do fato de ele ser suscetivel
a helmintosporiose, que ja era conhecida desde o fim da década de 1950
(DUVICK, 1965). Nos anos de 1969 e 1970 uma epidemia de helmintosporiose
nos EUA resultou em perda entre 1 e 1,5 bilhdes de dolares devido a
suscetibilidade do citoplasma T (BRAUN; BROWN; LEVINGS,
1992;WEINGARTNER, 2002). Como consequéncia, imediatamente o uso do
citoplasma T foi descontinuado (LAUGHMAN; GABAY-LAUGHMAN, 1983)
e passou-se a intensificar as pesquisas com os sistemas CMS-S e C para
utilizagdo na producédo de sementes hibridas (WY CH, 1988).

A especifica suscetibilidade do CMS-T a helmintosporiose mostrou 0s
perigos da uniformidade genética (LEVINGS, 1990).

2.2.2.2 CMS-S

O tipo de citoplasma S é um exemplo de um sistema CMS gametofitico
(KAMPS; MCCARTY; CHASE, 1996), associada com a expressdo da quimera
orf355-0orf77 localizada no genoma mitocondrial (ZABALA; GABAY-
LAUGHNAN; LAUGHNAN, 1997).Um gene nuclear dominante (Rf3)
localizado no cromossomo 2 é o responsavel pela restauracdo da fertilidade para
plantas que possuem o CMS-S (DUVICK, 1965; LAUGHMAN; GABAY-
LAUGHMANM, 1983). Contudo, para algumas fontes de CMS-S, além do
grande nimero de alelos para o Rf3, ja foram descritos mais de 60 locos com
efeitos menores na restauracdo da fertilidade para esse tipo citoplasmatico, que
estdo presentes nos cromossomos 1, 3, 6 ¢ 8 (GABAY-LAUGHNAM et al.,
2004; JOSEPHSON; ARNOLD, 1978). Grande parte desses locos néo
possuivalor agrondémico, pois condiciona para caracteristicas como a letalidade

ou efeitos deletérios quando em homozigose (WEN et al., 2003).
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Recentemente um segundo gene restaurador da fertilidade foi
caracterizado. Esse gene, nomeado Rf9, foi descrito como sendo altamente
influenciavel pelas condi¢fes ambientais (WEIDER et al., 2009).

O citoplasma S é caracterizado por apresentar frequentes reversbes de
fertilidade em plantas com este tipo de sistema macho-estéril (LAUGHMAN;
GABAY-LAUGHMAN, 1983). Reversdes podem ser consequéncias de
mutacBes nucleares, que sdo transmitidas em uma maneira mendeliana, ou de
mudancgas citoplasmaticas, herdadas dos parentais femininos (GABAY-
LAUGHNAN et al., 2004).

Ha evidéncias de que elementos transponiveis podem estar relacionados
a recuperacéo da fertilidade, tornando o processo mais instavel (LAUGHNAN;
GABAY-LAUGHNAN, 1983).

2.2.2.3 CMS-C

Da mesma forma que o tipo ?T, o CMS-Sé esporofitico e tem sido
descrito como uma das fontes mais atrativas de macho esterilidade para
producéo de milho hibrido.

Inicialmente acreditava-se que apenas 0 gene Rf4, localizado no
cromossomo 8, com dominancia completa, era responsavel pela restauracdo da
fertilidade (DUVICK, 1965). Entretanto, estudos posteriores mostraram que pelo
menos outros dois genes, Rf5 e Rf6 tém efeitos génicos complementares no
processo de restauragdo (GABAY-LAUGHMAN et al., 2004; JOSEPHSON;
ARNOLD, 1978; SISCO et al., 1991; WEIDER et al., 2009). Entretanto, o
sistema de restauracdo para este tipo de citoplasma ndo esta totalmente claro.

A restauracdo da fertilidade de CMS-C tem sido descrita como mais
complexa quando comparado ao CMS-T e CMS-S, por outro lado, também tem
sido descrita como mais estavel do que o CMS-S (DEWEY; KORTH, 1994;
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WEIDER et al., 2009). Considerando essa caracteristica e o fato de ndo estar
associado asuscetibilidadea C. heterostrophus, esse citoplasma atualmente tem
sido o preferido nos programas de melhoramento.

Com a descontinuidade na utilizacdo de fontes macho estéreis do grupo
T na década de 70, a indUstria americana necessitava de substituir essa fonte. No
ano de 1984, 11,8% dos hibridos registrados nos EUA eram CMS e desses 8,3%
eram provenientes de CMS-C e 3,3% de CMS-S (DARRAH; ZUBER, 1986).

2.2.3 Caracterizagéo do citoplasma macho-estéril

Um processo importante na utilizagdo dos citoplasmas macho estéreis
pelo melhoramento €é a caracterizagdo com confianga do tipo de citoplasma que
esta sendo utilizado.

O cléssico método de caracterizagdo dos diferentes sistemas CMS inclui
a avaliacdo da fertilidade do pdlen nas progénies obtidas dos cruzamentos das
linhagens endogamicas, utilizando linhagens testadoras contendo os diferentes
genes restauradores (testadores) (BECKETT, 1971). Entretanto, esse método
além de consumir tempo, requer a polinizacdo de uma série de linhagens com 0s
testadores, gerando uma grande quantidade de materiais testes (LIU et al., 2002),
porém, mesmo assim ainda pode apresentar um confundimento devido aos
subgrupos dentro do mesmo tipo de citoplasma (BECKETT, 1971).

O conhecimento da estrutura molecular do CMS aumentou com o
desenvolvimento das pesquisas moleculares (LIU et al., 2002). Com os recentes
estudos tém sido mostrado que as mutagdes responsaveis pelo CMS residem no
DNA mitocondrial (mtDNA) (SCHNABLE; WISE, 1998) e que a macho
esterilidade pode ser caracterizada em funcdo das diferencas existentes na base
de caracteristicas moleculares da mitocondria (KASER-SCHNEIDER, 2002).
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Dessa forma, atualmente os sistemas macho estéreis podem ser caracterizados
por meio de sua estrutura do genoma e a expressdo do gene da mitocondria.

O gene quimérico urf-13 foi detectado em mtDNA de CMS-T
(DEWEY; LEVINGS III; TIMOTHY, 1986) e uma ORF (Open Reading Frame)
foi encontrada em regiGes quiméricas do CMS-C (DEWEY; TIMOTHY;
LEVINGS I11, 1991). Uma sequéncia repetida de mtDNA contendo dois ORFs
guiméricos foram encontrados em CMS-S (ZABALA; GABAY-LAUGHNAN;
LAUGHNAN, 1997). Os subtipos de cada um dos CMS podem ser
caracterizados por meios moleculares (SISCO et al., 1985).

Marcadores moleculares como os RFLPs e baseados em PCR foram
desenhados para as caracteristicas unicas das regides quiméricas do mtDNA que
podem ser usados para distinguir os principais tipos de CMS muito mais
rapidamente do que pelo procedimento de cruzamento teste tradicional. Analises
de RFLP consomem tempo para ser aplicada na rotina dos programas de
melhoramento, enquanto marcadores baseados em PCR sdo conhecidos por
serem rapidos e identificam o citoplasma definitivamente (NAKAJIMA et al.,
1999; SATO,1998).

Sequéncias multiplex de PCR mostraram ser um método réapido e
confiavel sendo que ainda podem combinar trés pares de primers em uma
simples reacdo, tornando possivel a anélise de um grande nimero de amostras
(LIU et al., 2002). Estas sequéncias revelaram fragmentos especificos de DNA
com 298, 440 e 799 bp para os citoplasmas C, T e S, respectivamente.

A técnica de PCR associada a microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeats) tem se mostrado eficiente em estudar polimorfismo entre as sequéncias
de DNA. Essa técnica baseia-se no uso de pares de primers na reacdo de PCR
para detectar variagdes em locos de sequéncias repetitivas (BUSO et al., 2003).
Estas sdo constituidas de uma seisnucleotideos que se repetem lado a lado no

genoma.
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Os marcadores SSRs revelam polimorfismo em um loco devido as
diferencas no numero de vezes (n) em que, por exemplo, um dinucleotideo
(AG), se repete naquele loco. Essas variacdes no numero de repeticdes
constituem-se, em ultima andlise, em variacGes no comprimento do segmento
detectado pela reacdo de polimerase em cadeia e na separacdo de fragmentos
amplificados em gel de eletroforese.

Entre as principais caracteristicas, 0s marcadores SSR sdo caracterizados
por serem codominantes, abundantes, aparentemente distribuidos por todo o
genoma, multialélicos e dependentes de pequena quantidade de DNA dos
individuos analisados (BUSO et al., 2003).

A grande limitacdo do uso em larga escala de marcadores SSR é a
obtencdo dos primers que serdo usados na PCR para amplificar alelos em cada
loco. Trata-se de uma técnica de elevado custo e intensiva em méao-de-obra,
considerando-se todas as etapas de seu desenvolvimento (incluindo construcdo
da biblioteca genémica, selecdo de clones positivos, desenho e teste de primers).
Entretanto, para a caracterizacdo de citoplasmas macho estéreis ja existem
primers desenvolvidos e os marcadores microssatélites vem sendo utilizado com
eficiéncia (IGNJATOVIC-MICIC et al., 2006).

2.2.4 Obtencdo e avaliacdo da linhagem macho-estéril

Nos programas de melhoramento o desenvolvimento de uma linhagem
macho-estéril normalmente ocorre por meio do processo de introgressdo que é
realizado efetuando seguidas geracfes de retrocruzamentos das linhagens elites
(parental recorrente) com uma linhagem doadora do CMS.

Apos cinco a seis geracdes de retrocruzamentos o processo € finalizado
e é entdo obtida uma linhagem isogénica a elite, diferenciada apenas pela

presenca da macho esterilidade. Entretanto, independente da semelhanca
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fenotipica a linhagem macho-estéril deve ser avaliada pelo seu desempenho per
se e como parental fémea no hibrido (DUVICK, 1965).

Na avaliacdo da linhagem macho-estéril, além das caracteristicas
agronémicas, € importante quantificar a macho esterilidade visando estudar a
sua estabilidade em diferentes condi¢fes ambientais.

Analisando genotipos macho estéreis provenientes de diferentes
citoplasmas, Weider et al. (2009) verificaram que fatores climaticos como
temperatura, precipitacdo pluviométrica, radiagdo, umidade do ar e
evapotranspiragdo, antes e durante o periodo de polinizagdo, afetam a reversdo
da fertilidade, revelando a presenga de interagdo genotipos X ambientes
significativa.

Em funcdo das condicbes ambientais, as linhagens obtidas podem
apresentar diferentes padroes de restauracdo, que influenciardo na estratégia de
sua utilizacdo.

Avaliando linhagens CMS-S, Duvick (1965) observou que apenas de 5 a
10% das linhagens desenvolvidas com esse citoplasma eram completamente
estéreis enquanto que as demais apresentaram uma restauracdo parcial.
Entretanto, de acordo com o autor, estes resultados devem ser avaliados com
cautela, pois além da interacdo com o gendtipo, ha a interacdo com o ambiente,
mostrando a necessidade de avaliar os materiais em diferentes ambientes,
especialmente onde os hibridos serdo produzidos.

Alta umidade e baixa temperatura foram associadas com o aumento da
fertilidade de milho, por outro lado, longos fotoperiodos, alta temperatura e
baixa umidade do ar reduzem a fertilidade (DUVICK, 1965).

Na obtencdo da linhagem macho-estéril, outro ponto importante a ser
considerado, por ter grande impacto na eficiéncia e estabilidade da macho
esterilidade na linhagem, é a presenca de genes Rf nas linhagens que receberéo o

citoplasma macho-estéril.
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Uma vez presentes 0s genes restauradores nas linhagens recorrentes, ha
a necessidade de promover a selecdo contréria a estes genes, retirando os alelos
dominantes das linhagens introgredidas e também da linhagem isogénica macho
estéril. Nesse sentido, é possivel uma modificacio no sistema de
retrocruzamento, onde em cada geracdo de retrocruzamento deve-se selecionar
pelos alelos recessivos dos genes restauradores. Por esse método, ha a
necessidade de realizar 0 mesmo processo na linhagem mantenedora que sera
utilizada para multiplicacdo da linhagem macho fértil. Para tornar o processo
efetivo é importante a utilizacdo de marcadores moleculares na sele¢éo assistida.

Avaliando linhagens provenientes da América Latina, Edwardson (1955)
identificou que 60% das linhagens apresentavam os genes de restauracdo para
fertilidade, especialmente considerando o tipo CMS-T. Se a linhagem possuir 0s
genes restauradores da fertilidade, fica impossibilitada a obtengéo linhagem
macho-estéril para aquele determinado citoplasma, a menos que seja realizado o
processo de melhoramento contrario aos alelos dominantes.

Apos a avaliagdo e a constatacdo da eficiéncia e estabilidade da macho
esterilidade, a linhagem é selecionada para produgdo comercial. Entretanto,
antes ha a necessidade de multiplicacdo da semente da linhagem macho-estéril.

Para gque seja multiplicada a semente e mantida a macho esterilidade,
deve ser feito o cruzamento da linhagem macho-estéril com a linhagem
isogénica, diferenciada apenas pela auséncia da macho esterilidade. Essa
linhagem normalmente é denominada mantenedora e serve apenas como
doadora de polen.

Dessa forma, o uso do CMS para produgdo comercial envolve a
manutencdo de trés linhagens no melhoramento: a linha mantenedora, a
linhagem macho-esteéril (parental fémea) e o parental macho do hibrido, que é a

linhagem restauradora da fertilidade por conter os genes nucleares Rf.
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Quanto ao hibrido ha duas caracteristicas importantes a serem avaliadas.
Uma €é o desempenho agrondmico, que deverd ser avaliado em experimentos
inseridos na rede de ensaios para avaliagdo do potencial produtivo,
adaptabilidade e estabilidade em diferentes condicdes ambientais. A outra
caracteristica que deve ser avaliada € a capacidade do parental macho restaurar a
producdo normal de pélen no hibrido, especialmente considerando a necessidade
de polinizagdo efetiva da lavoura envolvendo as plantas hibridas. Esta é uma
etapa critica porque a identificagdo dos genes restauradores Rf nas linhagens
endogamicas ainda é dificil, especialmente para os sistemas onde ha varios
genes envolvidos.

O parental macho deve ter os alelos Rf dominantes em homozigose
sendo que o citoplasma pode ser fértil ou estéril, ndo alterando a fertilidade em
funcdo da presenca dos genes restauradores. Entretanto, alguns hibridos nédo
possuem alelos de restauragcdo nuclear e como resultado podem nao restaurar ou
apresentar uma restauracdo parcial.

Nessas situagdes onde o parental macho ndo tem condigdes plenas de
recuperar a fertilidade h& duas alternativas para que o hibrido apresente
producdo normal de pélen. Uma alternativa sugerida por Everett (1960) é que na
producdo do hibrido sejam semeados como parental feminino a linhagem CMS e
a isogénica de citoplasma normal (KASER-SCHNEIDER, 2002). Dentro desta
alternativa, alguns campos de producéo instalados tém sido planejados com
blocos de 75% de plantas da linhagem CMS e 25% da linhagem macho fértil.
Nesse sistema é importante considerar que as plantas fémeas macho férteis
necessitardo ser despendoadas.

Uma opcdo a este processo é o método conhecido como Blend. Esse
sistema consiste em misturar sementes hibridas provenientes de linhagem CMS
com sementes do hibrido isogénico, porém, produzido usando a linhagem

macho-fértil, que foi despendoada. Como principio, o hibrido produzido pelo
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método tradicional fornecerapolen suficiente para produgdo de grdos no campo
(HAVEY, 2004). Alguns trabalhos tém sugerido a utilizacdo de 95% de hibrido
macho-estéril e 5% do isogénico com macho fértil (SANGOI; SALVADOR,
1996). Porém, ha trabalhos sugerindo a utilizacdo de 80% de semente
proveniente de macho-estéril e 20% proveniente do hibrido normal (FEIL;
WEINGARTNER; STAMP, 2003).

2.2.5 Efeito da macho esterilidade

O pendao pode dominar as espigas e desta forma limitar a produtividade
de grdos por trés diferentes mecanismos: sombreamento das folhas superiores
(HUNTER; DAYNARD; HULME, 1969), atuando como um competidor
(ANDERSON, 1972) e por modificar os suplementos de reguladores de
crescimento, especialmente a auxina e aceptores de CO, (SEYDEIN;
LAMOTTE; ANDERSON, 1980).

O nivel de competicdo entre o penddo e a espiga estd relacionado ao
ambiente de desenvolvimento da planta. Sob condicfes favoraveis (dgua, luz e
nutrientes) existe menor competicdo entre as inflorescéncias femininas e
masculinas. Sob condi¢fesmenos favordveis, como estresse hidrico ou alta
densidade de plantas, a dominancia apical é aumentada e o desenvolvimento da
espiga é diminuido (SANGOI; SALVADOR, 1996).

No fim do século XIX, portanto, antes da implementacdo da CMS na
producdo de sementes hibridas, Watson (1893) apresentou resultados de
experimentos comparando despendoamento manual e fertilizacdo de milho. Os
resultados mostraram que o despendoamento aumentava consideravelmente a
produtividade de grdos (20 a 50%) e tornou claro que a producdo de pélen na
planta é um processo com substancial demanda por agua, energia e nitrogénio,

aumentando consideravelmente o dreno da planta. Por consequéncia, se as
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plantas de milho néo estdo sendo forgadas a produzir uma quantidade abundante
de grdos de pdlen, recursos como nitrogénio e dgua podem ser revertidos para
outras partes das plantas, como, por exemplo, os 6rgdos femininos que tem
grande relevancia na producéo (KASER-SCHNEIDER, 2002).

Com o potencial de producdo de sementes hibridas, o interesse no
comportamento dos materiais macho estéreis quanto a producdo de graos
cresceu rapidamente. Os melhoristas iniciaram a investigacdo desta
caracteristica comparando o despendoamento e o0 CMS quanto a produgéo de
grdos e outras caracteristicas agrondmicas (DUVICK, 1959; ROGERS;
EDWARDSON, 1952; SANFORD, 1965).

No inicio, o alvo dos melhoristas eram os hibridos, porém, em um
segundo momento as linhagens passaram a ter uma grande importancia nos
estudos (GROGAN; FRANCIS; SARVELLA, 1971). O sucesso da utilizacdo da
macho esterilidade na producdo comercial de sementes depende, em grande
parte, da capacidade de incorporagdo da caracteristica na linhagem fémea e do
potencial de multiplicacdo de forma eficiente e econdmica (PEREZ-PRAT,;
CAMPAGNE, 2002).

Embora na literatura seja observada notavel inconsisténcia, muitos
estudos tém referenciado aumento na produtividade de grdos quando utilizado
sistemas CMS. Entretanto, muitos pesquisadores encontraram grande
dependéncia dos resultados em funcdo do genétipo e/ou ambiente utilizado
(BRUCE; SANFORD; MYHRE, 1996; DUVICK, 1965; SANGOI;
SALVADOR, 1996).

Comparando gendtipos de milho macho estéreis com o0s seus isogénicos
macho férteis, Weingartner et al. (2002) verificaram que gendtipos macho
estéreis foram em média 7,4% mais produtivos para grdos em relacdo ao

isogénico fértil. Os autores atribuiram essa superioridade a realocacdo do
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nitrogénio que deixa de ser consumido pela inflorescéncia masculina e passa a
ser utilizado nas espigas.

Em um estudo realizado comparando diferentes métodos de
despendoamento e o uso da macho esterilidade em milho tropical, Magalhaes
et al. (1999) verificaram que a macho esterilidade propiciou um aumento de
10% na producdo comparado ao uso do despendoamento, mostrando que parte
do gasto energético na producdo do polen pode ser revertido para a produgdo de
grdos da linhagem.

Esses resultados mostraram que a macho esterilidade pode aumentar a
produtividade de grdos nos genotipos, corroborando com resultados obtidos por
Duvick (1965), Feil, Weingartner e Stamp (2003), Kaeser et al. (2003), Kalman,
Pinter e Pinter (1985), Munsch et al. (2010), Rogers e Edwardson (1952) e
Stamp et al. (2000).

Embora a explicacdo fisiolégica para o aumento na produtividade de
graos promovido pelos gendtipos macho estéreis ndo seja muito claro, é aceito
que gendtipos CMS consomem menos energia e nutrientes em relacdo ao macho
fértil, podendo propiciar uma vantagem para os materiais CMS sobre plantas
totalmente férteis (CRISWELL et al., 1974; KASER-SCHNEIDER, 2002).
Alguns estudos sugerem que com a auséncia de pélen, de 10 a 30 kg.ha™ de N
pode ser economizado e utilizado, nos 6rgdos femininos, durante o periodo de
florescimento (UHART, 1995).

Por outro lado, estudos desenvolvidos por Duvick (1958), Everett
(1960), Kaser-Schneider (2002), Lim et al. (1974), Sangoi e Salvador (1996) e
Stringfield (1958) ndo observaram efeito de CMS ou até mesmo efeitos
negativos.

Parece claro que o efeito positivo, nulo ou negativo da macho
esterilidade na produtividade de gréos, independentemente se for linhagem ou

hibrido, depende dos genétipos envolvidos, grupos heteréticos e das condi¢es
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ambientais (MUNSCH et al., 2010; STAMP et al., 2000; WEINGARTNER et
al., 2002).

Apo0s o ataque do fungo C. heterostrophus nos EUA, houve uma queda
significativa na producdo de hibridos com o citoplasma T, e por consequéncia
houve uma grande redu¢do no namero de publicacdes sobre macho esterilidade.

Atualmente tem sido renovado o interesse no uso de CMS na producéo
de milhos comerciais, especialmente considerando outras fontes de macho
esterilidade que ndo estejam vinculadas a suscetibilidade a helmintosporiose
(STAMP et al., 2000; WEINGARTNER et al., 2002).

2.3 Estabilidade e adaptabilidade em milho

Em funcéo das diferentes condigdes de cultivo as quais s&o possiveis 0
cultivo de milho. E fundamental o estudo da estabilidade e adaptabilidade dos
hibridos de milho visando a recomendagdo de gendtipos superiores que

consigam expressar seu potencial genético em fungdo do ambiente.

2.3.1 Interacdo gen6tipos x ambientes

Na maioria dos programas de melhoramento genético de plantas a
selecdo de cultivares superiores é realizada com base em informagdes obtidas a
partir do desempenho do fenétipo para o carater considerado, semeadas em
diferentes localidades, com diferentes condigdes edafoclimaticas e de manejo,
em diferentes safras, constituindo assim a rede de ensaios (BECKER; LEON,
1988; CARNEIRO, 1998).

O fendtipo € o resultado da expressdo de um componente genético, de

um componente do ambiente ao qual este individuo se desenvolve e de um fator
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adicional, denominado interagdo gendtipos x ambientes (ALLARD, 1971), que
ocorre quando os gendtipos apresentam comportamento relativo ndo coincidente
em funcdo do ambiente, mostrando que os efeitos genéticos e ambientais ndo sdo
independentes (SOUZA JUNIOR; VENCOVSKY, 1989).

As interagcOes se enguadram em duas diferentes naturezas, podendo ser
simples guando ndo ha diferencas nas classificacbes dos gendtipos em fungéo
dos ambientes, isto &, mantém sua posicdo relativa apesar da presenca da
interacdo; e complexas quando o padrdo de comportamento é alterado em fungéo
do ambiente (CARNEIRO, 1998). Mesmo com intera¢cbes complexas ha a
possibilidade de encontrar genotipos estaveis com adaptagdo ampla, embora, no
geral, este tipo de interacdo faz com que o0s gendétipos apresentem adaptacdo a
ambientes especificos (favoraveis ou desfavoraveis).

Quanto aos fatores ambientais que podem contribuir para a interacéo,
estes podem ser agrupados em previsiveis que sdo aqueles permanentes do
ambiente, como clima, tipo de solo, latitude e altitude, tratos culturais, entre
outros; e em imprevisiveis que sdo aqueles que ocorrem com as flutuagdes
climaticas atipicas, como: quantidade e distribuicdo de chuvas, oscilacbes de
temperatura, ocorréncia de geadas, de doencas e pragas, entre outros (ALLARD;
BRADSHAW, 1964). Portanto, o ambiente representa um confundimento entre
efeitos fixos (previsiveis) e aleatérios (imprevisiveis), podendo ser representado
por um Unico fator ou pela combinag&o deles.

Apesar de ser um componente mensurado pela biometria, a interacéo
gendtipos x ambientes deve ser entendida como um efeito biolégico em suas
aplicagdes no melhoramento de plantas (CHAVES, 2001). Entretanto, deve-se
ressaltar que a mensuragdo da interacdo GxA ocorre por meio de modelos
estatisticos, juntamente com o entendimento dos efeitos biol6gicos visando o seu

melhor entendimento.
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Do ponto de vista bioldgico, a interacdo surge quando ocorre a
expressdo diferenciada de um mesmo conjunto génico (alelos) em fungdo do
ambiente, ou entdo, pela expressdo de conjuntos génicos diferentes em
ambientes distintos. Esse efeito proporciona uma expressao nao coincidente dos
alelos dos diferentes genes em fungdo do ambiente (KANG; GAUCH JUNIOR,
1996).

A interagcdo pode ser constituida por duas partes: uma denominada
simples, determinada pela diferenca de variabilidade entre os genotipos nos
ambientes, e outra chamada complexa, dada pela falta de correlagdo entre os
genotipos (CRUZ; REGAZZI, 1994). A interagdo reduz a correlacdo entre o
fendtipo e o gendtipo. Uma correlagdo baixa indica que o genotipo superior em
um ambiente, ndo terd 0 mesmo desempenho em outro ambiente.

O conhecimento da interagdo gendtipos x ambientes é de suma
importancia para os melhoristas e agricultores. Para os melhoristas, a interagéo
torna necessario o desenvolvimento de hibridos especificos para determinado
ambiente, havendo a necessidade de considerar o desempenho das futuras
cultivares, em diferentes anos e locais, a fim de se ter conclusbes mais
consistentes. Para os agricultores os hibridos devem ter o minimo de interagéo
com locais e/ou anos, implicando em redugdo nos riscos da producéo agricola e
garantia de lucros com a safra. Entretanto, a interacdo ndo deve ser vista apenas
como um problema, mas sim uma oportunidade, uma vez que é possivel explorar
gendtipos altamente responsivos em ambientes especificos.

Diante da possibilidade de mudanga da posicao relativa dos gendtipos,
ou ainda, na alteracdo da magnitude de suas diferencas, em fungdo do ambiente,
0 conhecimento das causas genéticas e ambientais da interacdo gendtipos X
ambientes é essencial para aumentar a eficiéncia do programa de melhoramento
(YAN; HUNT, 2001). Isso porque a maioria das caracteristicas de importancia

para 0 melhoramento, entre as quais produgdo de grdos, é métrica, de heranga
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poligénica e muito influenciada pelo ambiente, com freqiiente efeito
significativo para interacdo genétipos x ambientes, dificultando o processo de
selecdo e a indicacdo de hibridos adaptados e estaveis para essas caracteristicas
(LILLEMO et al., 2004).

Apesar de a interacdo interferir no comportamento do genotipo para a
maioria dos caracteres agronémicos, especialmente a producdo de gréos, dada a
sua importancia, estimativas e analises de estabilidade tém sido realizadas
preferencialmente com essa caracteristica.

Numerosos métodos tém sido usados para estudar as causas das
interaces genotipos x ambientes. Entretanto, a forma mais comum tem sido
feita aplicando-se andlise de varidncia conjunta (ANAVA) no grupo de
experimentos, empregando-se o teste F para mensurar a magnitude e a
significancia dos efeitos.

Na literatura cientifica ha diversos relatos da constatagdo de interagdes
genotipos x ambientes significativas, em experimentos de milho (GARBUGLIO
et al.,, 2007; RIBEIRO; RAMALHO; FERREIRA, 2000; SCHMILDT et al.,
2011).

A interagéo torna-se mais evidente se forem consideradas a diversidade
de condi¢des edafoclimaticas e técnicas de manejo que séo praticadas no cultivo
de milho no Brasil.

De todas as fases de um programa de melhoramento de plantas, a
avaliacdo dos genotipos em diferentes ambientes representa, em geral, a mais
trabalhosa e de maior custo. Um bom entendimento das interacdes gendtipos x
ambientes contribui para um ganho em eficiéncia no processo de obtencgdo e
indicacdo de cultivares (CHAVES, 2001).
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2.3.2 Estabilidade e adaptabilidade

Estudos sobre a interacdo gendtipos x ambientes apesar de serem de
grande importancia para o melhoramento, ndo proporcionam informag6es
pormenorizadas sobre o comportamento de cada gendtipo perante as variacdes
ambientais (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004).

A partir da ocorréncia de interacfes significativas surgem técnicas
estatistico - genéticas visando estimar a adaptabilidade e estabilidade dos
genotipos, na tentativa de identificar aqueles que apresentam comportamento
agrondmico altamente previsivel, em funcdo das variagcbes do ambiente, e que
sejam responsivos & melhoria do ambiente, em condic6es especificas ou amplas
(CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004; VENCOVSKY; BARRIGA, 1992).

Gendtipos com ampla adaptabilidade e alta estabilidade para produgao
de gréos tem sido apreciados pelos melhoristas.

Na literatura cientifica existem diversas defini¢Ges e interpretacdes para
adaptabilidade e estabilidade, bem como diferentes métodos que permitem
estima-las. As principais diferencas entre os métodos estdo nos pardmetros
adotados para a sua avaliagdo, nos procedimentos biométricos adotados para
avalia-los (CRUZ; CARNEIRO, 2003). No entanto, na aplicacdo de qualquer
método o primeiro problema que se apresenta é o conceito de estabilidade
(GARBUGLIO, 2010).

Entre as definicbes empregadas, 0 método de Eberhart e Russel (1966)
permite entender a adaptabilidade como a capacidade de um genotipo em
aproveitar vantajosamente o estimulo do ambiente de maneira a assegurar um
alto nivel produtivo em todos os ambientes (adaptabilidade ampla) ou ambientes
especificos (favoraveis ou desfavoraveis). Estabilidade estaria relacionada com a

capacidade que o gendtipo tem de mostrar um comportamento altamente
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previsivel em funcdo do estimulo do ambiente (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO,
2004).

A estabilidade também pode ser referida como a consisténcia do
ranqueamento relativo dos gen6tipos em um dado grupo de ambientes (YUE;
ROOZEBOOM; SCHAPAUGH JUNIOR, 1997).

Para Becker e Léon (1988), a estabilidade pode ser dividida em dois
tipos: estatica, associando aqueles gendtipos que apresentam desempenho
constante com as variacGes ambientais, e dindmicas, associando genoétipos gque
apresentam um comportamento previsivel ao longo das variagdes ambientais.

Alguns grupos de pesquisadores usam o termo estabilidade para referir-
se a habilidade apresentada por certos genotipos para se adaptarem as flutuagdes
climaticas ao longo de anos agricolas, dentro de uma localidade
(VENCOVSKY; BARRIGA, 1992). O termo adaptabilidade é empregado para
designar a adaptacdo ecoldgica a diferentes ambientes, tais como locais.

De modo pratico, a adaptabilidade representa a capacidade do gendtipo
em exibir um bom desempenho em determinado ambiente de cultivo, enquanto
que a estabilidade se refere a capacidade que estes gendtipos tém de ndo
apresentar diferencas significativas desse comportamento ao longo dos anos.
Dessa forma, um mesmo gendtipo pode ter adaptabilidade especifica ou ampla,
mas baixaou alta estabilidade.

O ideal seria obter um hibrido altamente produtivo, com adaptabilidade
ampla e estavel, independente do ambiente de cultivo. Entretanto, este fato é de
limitada ocorréncia, fazendo-se necessario o0 estudo do comportamento destes
gendtipos nestes ambientes (RAMALHO; SANTOS; ZIMMERMANN, 1993).

As técnicas estatistico-genéticas, destinadas & avaliagdo da
adaptabilidade e estabilidade de grupos de materiais, sdo fundamentadas na
existéncia de interacdes e se distinguem quanto aos conceitos utilizados nos

procedimentos e aos principios biométricos empregados na estimativa dos
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pardmetros, além de diferirem na interpretacdo dos resultados (CRUZ;
REGAZZI; CARNEIRO, 2004).

Dos métodos existentes, Cruz, Regazzi e Carneiro (2004) descreveram a
existéncia de procedimentos baseados na analise de regressao linear simples, na
analise de regressdo multipla, métodos ndo paramétricos, métodos multivariados
e métodos que integram analise comum de variancia (univariado) com anélise de
componentes principais (multivariado), a exemplo da analise AMMI. E
interessante que o melhorista tenha conhecimento de tais técnicas para que possa
identificar a mais apropriada a sua espécie e aos seus objetivos.

A escolha de um método de analise depende dos dados experimentais,
principalmente os relacionados ao nimero de ambientes disponiveis, ao himero
de gendtipos avaliados, da precisdo requerida e do tipo de informacdo desejada,
podendo-se considerar um método individualmente ou mesmo utiliza outro em
seu complemento (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004).

Na cultura do milho ha diversos trabalhos visando estimar parametros de
adaptabilidade e de estabilidade por diferentes métodos, para producgdo de grdos
em diferentes condi¢des ecoldgicas de cultivo, principalmente na avaliacao final
e na recomendacdo de hibridos provenientes dos programas de melhoramento.

Os métodos baseados em regressdo tem sido os mais utilizados no
estudo da estabilidade. A proposta inicial foi desenvolvida por Yates e Cochran
(1938), porém recebeu maior expressao com os métodos desenvolvidos por
Eberhart e Russel (1966) e Finlay e Wilkinson (1963).

Esses métodos baseiam-se na analise de regressdo linear
unissegmentada, que mensuram a resposta de cada genotipo as variacdes
ambientais. Entretanto, apesar do uso comum, esses métodos vém sofrendo
algumas criticas da comunidade académica especialmente pelo fato do indice
ambiental (I;) ndo ser independente da variavel resposta (), devido ao indice
ser estimado a partir da resposta média do ambiente (TOLER; BURROWS,
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1998). Uma segunda critica esta relacionada ao uso de estimadores viesados dos
coeficientes de regressdo devido a variavel independente ser mensurada com
erros (STORCK; VENCOVSKY, 1994).

Verma, Charal e Murty (1978) propuseram um método baseado em um
potencial padrdo ndo linear. Os ambientes sdo separados em dois grupos
(favoravel e desfavoravel), considerando o indice ambiental, e entdo, € ajustado
um modelo de regressdo linear simples e separado para cada um. Um ponto
importante é que a classificacdo de ambiente pode néo ser representativa quando
considerados poucos ambientes (FERREIRA et al., 2006).

Diante desses argumentos, Silva e Barreto (1985) apresentaram um
modelo de regressdo linear bissegmentada. Posteriormente, Cruz, Torres e
Vencovscky (1989) apresentaram uma extensdo desse modelo, tornando-o
operacionalmente mais simples e com propriedades estatisticas mais adequadas
ao propésito do melhoramento. Pelas modificagbes o modelo passa a ser
descontinuo na juncdo dos dois segmentos de reta de ambientes favoraveis e
desfavoraveis. Por esse modelo o gendtipo ideal apresenta alto desempenho
médio de produtividade, alta estabilidade, pouco responsivo as condigdes
ambientais adversas e capaz de responder positivamente quando as condi¢Ges
ambientais sdo melhoradas.

Entretanto, apesar das modificagdes, permanece a critica quanto ao
indice ambiental ndo ser independente da variavel resposta (Y;) € 0 modelo pode
ser inapropriado se 0 nimero de ambientes é pequeno sendo que as inferéncias
podem ser afetadas pela heterogeneidade das variancias dos erros ambientais.

Tentando explorar melhor as informagdes contidas nos ambientes,
Crossa (1990) sugere a aplicacdo de métodos multivariados. Desse modo,
recomenda técnicas como a analise de componentes principais (ACP), a anélise
de agrupamentos e o procedimento Additive Main Effects and Multiplicative
Interaction (AMMI). Segundo Vargas et al. (1999), a analise AMMI é mais
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parcimoniosa que o modelo de anélise de variancia tradicional em descrever a
interagdo GxA e fornece melhor escopo para modelar e interpretar interacdo
GXA gque a regressao linear simples com base nas médias ambientais, pois a
interacdo GXA pode ser modelada em mais de uma dimenséo.

Segundo Gauch e Zobel (1996), esta analise pode ajudar tanto na
identificacdo de gendtipos de alta produtividade e largamente adaptados, como
no chamado zoneamento agrondmico, com fins de recomendacédo regionalizada
e selecdo de locais teste.

De acordo com Souza (2004), quando h& informagdes adicionais de
caracterizacdo dos ambientes, tais como, por exemplo, meteorologicas ou niveis
de adubacéo, elas podem ser correlacionadas com 0s escores genotipicos e
ambientais estimados pelo AMMI por meio de sobreposi¢do no biplot AMMI
(EEUWIK, 1995). Contudo, as informacGes de varidveis externas ndo podem
ser utilizadas diretamente pelo modelo AMMI (GARBUGLIO, 2010).

Uma modificacdo da analise AMMI foi apresentada por Yan et al.
(2000), que busca agrupar o efeito de gen6tipo, que é um efeito aditivo, com a
interacdo GxA, efeito multiplicativo, e submeter estes efeitos a analise de
componentes principais, chamadas de Sites Regression ou SREG.

A metodologia GGE (Genotype main effect plus genotype by
environment interaction)biplot tem sido descrita como revolucionaria na
abordagem como analise grafica bidimensional para melhoramento e pesquisa
genética, incluindo, também, analise de estabilidade e adaptabilidade na
recomendacdo de cultivares, destacando-se das demais técnicas pela sua alta
eficiéncia estatistica na explicagdo da interagdo GxA (SOUZA, 2004).

Esta técnica integra a anélise de variancia com componentes principais e
demonstra eficiéncia superior na explicagdo de uma maior proporcéo da soma de
quadrados da interacdo, quando comparada com a analise de variancia e

regressdo conjunta (YAN et al., 2000).
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Dentro do contexto de estudos da interacdo GXA por meio de técnicas
multivariadas, outra metodologia que vem sendo utilizada nos Gltimos anos é a
analise de fatores (AF). Entre outras vantagens, aplicacdo desta técnica nos
estudos de estratificacdo dos ambientes permite reduzir um nimero elevado de
varidveis originais a um pequeno nimero de varidveis abstratas, também
chamadas fatores (CRUZ; CARNEIRO, 2003).

Em fungdo dos estudos de estratificagdo do ambiente e de estabilidade e
adaptabilidade estarem sendo feitas de maneira independentes, Murakami e Cruz
(2004) propuseram um método gque contempla, simultaneamente essas analises
por meio do principio da similaridade da performance fenotipica, baseada na
técnica de analise de fatores (AF).

Na utilizacdo da AF destinada a estratificacdo de ambientes, deve-se
interpretar o significado de cada fator e avaliar o interesse por ele. Sdo
analisados os elementos ou cargas fatoriais, identificando, para cada variavel
(que neste caso representa um determinado ambiente), os fatores com
coeficientes de ponderacao préximo da unidade. O agrupamento de ambientes é
realizado, portanto, a partir das informacGes sobre a magnitude das cargas
fatoriais finais (obtidas ap6s rotagdes). Cargas fatoriais maiores ou iguais a 0,7,
em valor absoluto, indicam ambientes com altas correlagcdes e sdo agrupadas
dentro de cada fator; cargas fatoriais com valores baixos (<0,5) indicam que o
respectivo ambiente ndo deva pertencer ao grupo de cargas fatoriais com valores
intermedi&rios e ndo garantem nenhuma defini¢do de agrupamento.

Antes de serem obtidas as cargas fatoriais que permitirdo identificar o
melhor agrupamento de ambientes, deve-se estabelecer o nimero de fatores a
serem analisados. O numero de autovalores devem ser maiores ou iguais a 1,0.
No entanto, nos casos que a propor¢do da variabilidade explorada pelos

autovalores maiores que 1,0 for baixa, podem ser considerados mais fatores até
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que se atinja uma propor¢do adequada da variabilidade, geralmente préximo de
80% da variacao total.

A andlise de adaptabilidade fenotipica, baseada na analise de fatores, é
realizada graficamente por meio de escores obtidos em relacdo aos fatores. De
acordo com Murakami e Cruz (2004), nos quadrantes Il e IV, estardo 0s
gendtipos com adaptabilidade especifica ao ambientes, agrupados em cada um
dos dois fatores utilizados na plotagem grafica. No quadrante 1, estardo o0s
gendtipos de adaptabilidade ampla, ou seja, apresentardo escores altos para 0s
ambientes agrupados nos dois fatores, simultaneamente. No quadrante IlI
estardo os genotipos de baixa performance, possiveis de ndo indicacgéo de cultivo
para 0s ambientes em estudo.

Garbuglio (2010) estudando a adaptabilidade de gendtipos de milho e
realizando a estratificacdo em dez ambientes no Estado do Parand, constataram
que a adaptabilidade, analisada por meio de plotagens gréficas a partir dos
escores fatoriais, apresentadas pelo método FGGA mostrou-se eficiente tanto no
processo de estratificacdo ambiental quanto nos estudos de adaptabilidade dos

genotipos de milho.
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CAPITULO 2 Eficiéncia e estabilidade da macho esterilidade em linhagens
e hibridos de milho

RESUMO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar quatro
linhagens macho estéreis e cinco hibridos provenientes de linhagens macho
estéreis, quanto a eficacia e a estabilidade da macho esterilidade em diferentes
ambientes. Os geno6tipos foram avaliados em quatro ambientes, durante o ano de
2011. Os resultados revelaram diferencas significativas entre 0s genétipos e a
presenca de interagdo GxA. A caracterizagdo molecular mostrou que todas as
linhagens e os hibridos possuem o citoplasma macho-estéril S. As linhagens L1,
L2, L3 e L4 se destacaram por apresentar acima de 92% em média de plantas
macho estéreis, enquanto que os hibridos H1, H2, H3, H4 e H5 apresentaram
baixas porcentagens de plantas machos estéreis (12,6% em média). A
porcentagem de plantas macho estéreis das linhagens variou com o ambiente,
porém, é elevada, e por isso as linhagens L1, L2, L3 e L4 podem ser utilizadas
em campos de producdo de sementes, associado a formas adicionais de
despendoamento mais simples e menos danosas a planta. Os hibridos H1 e H5
destacaram-se quanto a quantidade de pdlen viavel, mostrandopotencial para ser
utilizado em lavouras comerciais.

Palavras-chave: CMS-S. Interacdo GxA. Pdlen.
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ABSTRACT

This study was conducted with the objective of evaluating efficiency
and male-sterility stability of four male-sterile inbred lines and five hybrids
derived from the male-sterile inbred lines, in different environments. The
genotypes were evaluated in four environments during the year 2011. The results
revealed significant differences between genotypes and the presence of G x E
interaction. Molecular characterization showed that all inbred lines and hybrids
have the S cytoplasm male-sterile. The lines L1, L2, L3 and L4 were highlighted
for presenting above 92% average of male-sterile plants, while the hybrids H1,
H2, H3, H4 and H5 presented low percentages of male-sterile plants (12.6%
average). The percentage of male-sterile plants of the inbred lines varied with
the environment, however, it was elevated, and therefore the lines L1, L2, L3
and L4 may be used in seed production fields, associated with additional forms
of simpler and less harmful detasseling. The hybrids H1 and H5 stood out due to
the high amount of viable pollen produced, showing a potential for being used in
commercial crops.

Keywords: CMS-S. G x E interaction. Pollen.
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1 INTRODUCAO

O milho é um dos principais cereais produzidos e consumidos no
mundo, sendo uma importante commodity, com grande representacdo na
economia interna brasileira.

Atualmente a demanda por altos niveis de produtividade tem sido um
desafio constante aos produtores, que em busca desse objetivo vem utilizando
modernas tecnologias, que envolvem maquinarios, produtos quimicos para
protecdo das lavouras e uso de sementes hibridas com qualidade que propiciem
um retorno ao investimento. Acima de 85% do milho semeado no Brasil na
safra 2010/11 foisemente hibrida, que entre outros beneficios, propiciam altos
niveis de producdo, resisténcia ao acamamento, as doencas e uniformidade da
lavoura (PEREZ-PRAT; CAMPAGNE, 2002).

A produgdo da semente hibrida necessita de total controle no
direcionamento da polinizagdo (PEREZ-PRAT; CAMPAGNE, 2002). Nesse
sentido, as técnicas que vem sendo empregadas pelas empresas produtoras de
sementes sdo o despendoamento manual e/ou mecanico (MAGALHAES et al.,
1999). Entretanto, essas atividades além de terem um alto custo, a qualidade da
semente pode ser comprometida em funcdo dos materiais genéticos envolvidos e
condi¢fes ambientais, podendo ainda acarretar em prejuizos quando ocorre 0
arranguio excessivo das folhas.

Como alternativa para a obtencdo de sementes hibridas, tem sido
consideradopelos programas de melhoramento o desenvolvimento de linhagens
elites com macho esterilidade genético-citoplasmatica. Por esse sistema, embora
ocorra a formag&o da inflorescéncia masculina, ndo ha a produgdo de gréos de
polen, ou os polens produzidos ndo sdo funcionais, enquanto que a fertilidade
dos 6rgaos femininos ndo é afetada (SCHNABLE; WISE, 1998; WEIDER et al.,

2009). Devido a auséncia de grdos de polen vidveis, conseqientemente as
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linhagens fémeas ndo séo autofecundadas e as sementes produzidas serdo
provenientes do cruzamento com o outro parentalque preferencialmente deve ter
os alelos restauradores.

Para alguns autores, a macho esterilidade tem sido descrita como o
principal método a ser utilizado na producdo de sementes hibridas,
especialmente por facilitar na logistica, por ndo danificar as plantas e por nao
necessitar de mao-de-obra para o despendoamento dos campos de produgdo
(MAGALHAES et al., 1999).

Em milho os tipos de macho esterilidade genético-citoplasmatico sdo
definidos de acordo com o gene restaurador especifico (genes Rf) que esta
associado ao citoplasma macho-estéril. Existem trés principais tipos de
citoplasma: o T (ROGER; EDWARDSON, 1952), o S (JONES; STINSON;
KHOO, 1957) e o C (BECKETT, 1971). Embora, o tipo T tenha sido o mais
utilizado entre as décadas de 1950 e 70 do seculo XX, devido a sua
suscetibilidade a toxina produzida pelo patégeno Cochliobulus heterostrophus e
a grande epidemia de helmintosporiose nos EUA no inicio da década de 70
(ULLSTRUP, 1972), sua utilizagdo foi descontinuada pelos melhoristas e
passou-se a buscar outras fontes de macho esterilidade, entre as quais 0s tipos S
e C (SCHNABLE; WISE, 1998).

Uma importante etapa no desenvolvimento de linhagens macho estéreis
¢ a avaliacdo da eficiéncia e estabilidade da esterilidade na linhagem, e
posteriormente, no hibrido produzido. Nas linhagens é necessario avaliar o0 seu
desempenho per se em diferentes ambientes, como safras, anos e locais, visando
comparar além do desempenho produtivo, a capacidade de “manter” a macho
esterilidade em diferentes ambientes, especialmente considerando aqueles que
sdo utilizados para producdo comercial da semente hibrida. No hibrido, o
desejavel € que este apresente a restauracdo na producdo de pdlen em

quantidades suficientes para garantir a polinizacéo da lavoura.
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Ao avaliar caracteristicas relacionadas amacho esterilidade muitas vezes
tem sido encontrada significativa interacdo com o ambiente proporcionando
diferentes padrdes na producdo e viabilidade do pélen (DUVICK, 1965;
MUNSCH et al., 2010; STAMP et al., 2000). Alta umidade e baixa temperatura
foram associadas com o aumento na fertilidade de milho, por outro lado, longos
fotoperiodos e altas temperaturas reduzem a fertilidade (DUVICK, 1965).
Temperaturas médias diarias superiores a 26 °C podem promover a aceleracéo
do periodo de florescimento e maturacdo, da mesma forma que temperaturas
inferiores a 15,5 °C podem prontamente retarda-las (BERGER, 1962).

Ao trabalhar com macho esterilidade é importante o conhecimento do
sistema CMS (Cytoplasmic Male Sterility) que estd sendo utilizado. Nesse
aspecto, a caracterizacdo do citoplasma macho-estéril torna-se de suma
importancia. Antes do advento das técnicas moleculares a caracterizagdo era
feita usando testadores com diferentes genes restauradores da fertilidade. Esse
método além de consumir tempo e recursos para obter os materiais testes, ainda
assim pode apresentar um confundimento nos resultados devido aos subgrupos
dentro do mesmo tipo de citoplasma (BECKETT, 1971). Atualmente, com o
conhecimento da base molecular dos tipos de citoplasma €é possivel determinar
qual o tipo de CMS utilizando técnicas moleculares, como, por exemplo, 0s
marcadores de microssatélites (IGNJATOVIC-MICIC et al., 2006).

Marcadores microssatélites tem se mostrado eficientes na utilizacéo,
selecdo e caracterizacdo dos citoplasmas (IGNJATOVIC-MICIC et al., 2006).
Estes marcadores tém como principais caracteristicas o fato de serem
codominantes, multialélicos, com boa repetibilidade entre diferentes
laboratorios, sendo a técnica baseada em PCR (BUSO et al., 2003).

O autor tem por objetivo a avaliacdo de linhagens macho estéreis e
hibridos, provenientes de linhagens macho estéreis, quanto a estabilidade da

macho esterilidade em diferentes ambientes.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de campo foram conduzidos em quatro ambientes,

conforme descrito na tabela 1.

Tabelal Localidades de conducdo dos experimentos de avaliacdo das cinco
linhagens e cinco hibridos, na safra de 2011

Local Latitude Longitude  Altitude Data de semeadura
Centralina— MG S 18°29°20° W 49°13°39” 465 28/03/2011
Cristalina -GO ¢ 10 150 6» w460 257237 975 20/03/2011
12 Epoca
Cristalina— GO ¢} o 14 94» wago 23 257 922 30/04/2011
28 Epoca
Planura— MG~ S20°02'06" W 48°4304" 526 12/05/2011

Foram avaliadas quatro linhagens retrocruzadas para macho esterilidade
(L1, L2, L3 e L4), cinco hibridos simples provenientes do cruzamento de
linhagens macho estéreis (H1 = L2 x L6; H2 = L7 x L8; H3=L9x L8; H4 = L2
x L9 e H5 = L2 x L10) com linhagens de citoplasma fértil e uma linhagem com

citoplasma fértil (L5).

2.1 Avaliagdes Moleculares

De cada gen6tipo macho-estéril do experimento localizado em Planura
foram amostradas dez folhas no estadio vegetativo V4 visando a caracterizagao
molecular do citoplasma macho-estéril. As amostras foram acondicionadas em
gelo e direcionadas ao laboratério de analise de plantas em Uberlandia-MG.

As reacOes de amplificagdo dos locos microssatélites foram conduzidas

seguindo metodologia proposta por Senior et al. (1996), com modificacGes.
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Foram utilizados trés iniciadores ou "primers" em funcdo dos padrdes
polimorficos apresentados para as linhagens estudadas.

O programa de amplificacdo consistiu de uma etapa de 94 °C por 2
minutos para desnaturacdo inicial, seguida de 40 ciclos, cada um representado
por 94 °C por 15s, 60° por 45s para anelamento do primer e 72 °C por 5 minutos
para a extensdo final (OGLIARI; BOSCARIOL; CAMARGO, 2000).

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese horizontal
em gel de agarose SFR® de alta resolucdo 3% preparado com TBE 0,5X (Tris-
Borato) e corado com brometo de etideo (0,5 uL/mL). Como referencial de
pesos moleculares, foram empregados 5 uL. de DNA marcador 25 pb. A corrida
foi feita a uma voltagem constante de 170 V durante 90 minutos. Os fragmentos
foram visualizados em transluminador UV e as imagens digitalizadas por meio
do software Multi-Analyst® (CRESTE; TULMANN NETO; FIGUEIRA, 2001).

2.2 Avaliagdes Fenotipicas

Todos os gendtipos foram avaliados em experimentos conduzidos em
delineamento de blocos casualizados com trés repeticbes por ambiente. A
parcela experimental foi de duas linhas de 4 metros de comprimento, acrescidas
1 metro de carreador, sendo que em cada linha foram semeadas 28 sementes
visando obter 20 plantas ap6s o desbaste. O espagamento entre linhas foi de 0,6
m.

Todas as praticas agricolas visando controle de plantas infestantes,
ataques de insetos e infeccdo por doencas foram realizados.

Em todas as parcelas de todos os ambientes foram avaliadas as

caracteristicas:
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Periodo de Florescimento Masculino (PFM): refere-se a data e 0 nimero
de plantas que apresentaram a abertura das anteras até o momento em que
nenhuma planta apresentou o florescimento.

Plantas Macho Estéreis (PME em %): as plantas foram classificadas em
macho estéreis quando ndo emitiram anteras e macho férteis quando
apresentavam anteras. Posteriormente foi obtida a porcentagem de plantas
macho estéreis por parcela.

Em Cristalina na 22 Epoca de plantio e em Planura foram avaliadas as
caracteristicas:

a) Quantidade de Pélen por Planta (QPP): no pré-florescimento foram
cobertas trés inflorescéncias masculinas por parcela, escolhidas ao acaso.
Visando armazenar o pélen liberado pela planta e evitar o acimulo interno de
umidade, cada inflorescéncia masculina foi coberta por sacos de plastico
especiais microporosos. Os sacos de plasticos foram recolhidos logo ap6s a
constatacdo do encerramento da emissdo de pdlen no campo. Posteriormente, 0
polen foi seco, retirado do saco e adicionado em uma solucdo i6nica. O polen foi
peneirado junto com a solugcdo em uma peneira de 120 pm e novamente foi
adicionada solugdo completando 500 ml. Apds o preparo foi retirada uma
aliquota de 5 ml da solucdo e diluida em 150 ml de solucdo ibnica. Procedeu-se
a agitacdo e foi submetida a analise no Multisizer 4. O equipamento Multisizer 4
foi utilizado para contagem do nimero de grdos de poélen, utilizando o sistema
conhecido como Zona de Sensibilidade Elétrica (ESZ - Electrical Sensing Zone).

b) Viabilidade do Pélen (VP em %): durante o florescimento, quando
50% da ramificacdo central da inflorescéncia masculina estavam emitindo pdlen,
foram coletados trés penddes por parcela, ao acaso, no periodo da manha, e
acondicionados em sacos plasticos microporosos. No laboratério, com auxilio de
uma pinga, os polens foram retirados da antera e depositados sobre uma lamina.

Sobre os gréos de pélen foi adicionado o corante azul de metileno (iodo 5%).
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Apoés a solugdo foi colocado uma laminula para que fosse observado no
microscopio o6tico. Na resolucdo de 100x foi feita a quantificacdo do nimero de
grdos de polen corados (viaveis) e ndo corados (inviaveis). Os dados foram
transformados em porcentagem.

¢) Quantidade de Pdlen Viavel: obtida pela multiplicacdo entre QPP e
V/P.

Todas as caracteristicas foram submetidas as anélises de varidncia
individuais e conjuntas. Para a porcentagem de plantas macho estéreis, as
analises de variancia individuais tiveram o efeito de gen6tipos decompostos em
efeitos de Linhagens, Hibridos e Linhagens vs Hibridos.

Posteriormente as analises, as médias foram agrupadas pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagdo molecular dos citoplasmas

A analise de caracterizacdo dos citoplasmasrevelarama presenca do
citoplasma S nas linhagens L1, L2, L3 e L4 e nos hibridos H1, H2, H3, H4 e H5
(Figura 1). Esses resultados confirmaram que os hibridos avaliados foram
provenientes de fémeas macho estéreis com esse citoplasma, sendo que os
hibridos H1, H4 e H5 tém como parental feminino a linhagem L3, caracterizada
como macho-estéril. A analise de microssatélite baseado em PCR mostrou-se
eficiente na caracterizacdo quanto ao tipo de citoplasma que as linhagens e os
hibridos possuem. Essa técnica ja foi utilizada anteriormente com esse mesmo
propésito por Ignjatovic-Micic et al. (2006) e mostrou eficiéncia na

caracterizacao do tipo de macho esterilidade.

Controle
Ls L1 L2 L3 L4 Hi H2 H3
CMS-S H4 H5

:
e eeessedee

Figural Amplificacdo da rereacdo de PCR para a identificacdo do citoplasma
macho-estéril S em quatro linhagens de milho e cinco hibridos
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3.2 Andlise Fenotipica

Com base nas analises de variancia individuais e conjuntas obtidas para
a porcentagem de plantas macho estéreis, pode-se verificar que houve efeito
significativo para gendtipos, em todos os ambientes e na analise conjunta,
indicando diferencas significativas entre os genétipos avaliados (Tabela 2). Essa
variabilidade pode ser explicada, em parte, por estarem sendo considerados
como gendtipos linhagens e hibridos, conforme dados médios apresentados na
Tabela 3. Dessa forma, visando o seu melhor entendimento, em cada ambiente e
na analise conjunta, os efeitos de genétipos foram desdobrados em efeitos de
Linhagens (L), Hibridos (H) e L vs H.
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Tabela2 Resumo da andlise de varidncia individual e conjunta para Plantas
Macho Estéreis (%) de novegeno6tipos avaliados em Centralina (MG),
Cristalina (GO), em duas épocas, e em Planura (MG), em 2011

Quadrados Médios

Cris}alina 1@ Cris}alina
Epoca 2% Epoca

F.V. GL

Centralina Planura Conjunta

Genétipos (G) 8 5334,58** 4139,43** 5318,0** 4408,15** 18912,29**

Linhagens(L) 3 95,11 52,56 62,89 51,42 30,30ns
Hibridos (H) 4 90,57 18,23 134,43**  419,4** 389,31**
LvsH 1 42029,07** 32884,81** 41817,6** 33433,34**149650,20**
Ambiente (A) 3 - - - - 416,80**
GxA 24 - - - - 95,96*
LxA 9 - - - - 91,11**
HxA 12 - - - - 18912,29**
18\1
Erro 792 40,07 36,09 24,36 17,65 29,54
" GL do erro referente a ANAVA individual e “ GL do erro referente a ANAVA
conjunta.

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

Apos o desdobramento foram observadas diferencas significativas para
hibridos apenas em Cristalina na 22 época, em Planura e na analise conjunta.
N&do houve efeitos significativos para linhagens em nenhum local e na analise
conjunta.

Em todos os ambientes e na analise conjunta foram constatados efeitos
significativos para o contraste L vs H, mostrando que as linhagens avaliadas
apresentaram diferencas em relacdo aos hibridos.As diferencas entre linhagens e
hibridos eram esperadas, especialmente considerando que para as linhagens é
importante a manifestacdo da macho esterilidade, ndo havendo polens viaveis ou

que eles ocorreram em pouca quantidade. Para os hibridos é importante a
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restauracdo da fertilidade, visando ndo ter problemas com falta de pélen viavel
em quantidade suficiente na lavoura comercial.

Nas analises de variancia ndo foi considerada a linhagem L5 por ndo ter
apresentado plantas macho-estéreis.

Também foi verificado efeito significativopara a interacdo GxA, GxL e
GxH, evidenciando que o0s genotipos apresentaram um comportamento nao
coincidente em funcdo dos ambientes considerados.Isso ocorre porque a
expressdao dos genes é influenciada ou regulada pelo ambiente. InteracGes
significativas s8o comuns para avaliacdo da macho esterilidade quando s&o
considerados ambientes com condic¢des edafoclimaticas diferentes e mostram a
importancia da avaliacdo ocorrer em diferentes ambientes. Resultado semelhante
foi observado por Weider et al. (2009) avaliando diferentes caracteristicas
relacionadas a macho esterilidade, concluindo que a macho esterilidade nos
genotipos avaliados foi influenciada pelo ambiente

Tabela 3 Porcentagem de plantas macho estéreis para os genétipos avaliados
em Centralina (MG), Cristalina (GO) em duas épocas e em Planura

(MG), 2011
Gendétipos Centralina C“Et;gg; v Cr’lsgllna Planura I\(gg?;?
Epoca
L1 99,3a 83,0a 943a 78,7 a 88,8a
L2 88,6 a 91,3a 96,7 a 79,0 a 88,9 a
L3 86,6 a 88,7 a 923a 75,0a 85,7a
L4 93,3 a 83,0a 86,0 a 85,0 a 86,8 a
H1 143b 20,0b 22,3 b 23,0b 199b
H2 20,0b 14,3b 16,0b 20,0b 176 b
H3 140b 15,7b 7,7¢ 93¢ 11,7¢c

H4 560b 17,3 Db 140Db 17,7b 13,7¢
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“Tabela 3, conclusdo”

L Cristalina ..
a
Gendétipos Centralina Cristalina 1 28 Planura Média
Epoca . Geral
Epoca

H5 90b 140b 57c¢ 13,3 ¢ 105¢

Média Geral 43,1A 42,78 43,5A 40,1B 24,3

Média das linhagens 4, 87,0 92,4 79,4 87,7

macho estéreis
Médias dos hibridos 12,6 16,3 13,1 16,7 14,7
Toq 0,99 0,98 0,99 0,99 -

Agrupamento de médias, pelo teste Scott-Knott, 5% de probabilidade. Letras minusculas
referem-se a comparagfes entre genétipos no mesmo ambiente e letras maidsculas
comparam ambientes.

Apesar da presenga de interagdo GxA significativa, esta é do tipo
simples uma vez que a classificacdo dos gendétipos néo é alterada em funcdo dos
ambientes, sendo que ocorre apenas a modificacdo da magnitude das diferengas,
ou seja, 0s genotipos apresentam uma correlacdo no desempenho nos ambientes.

As diferencas de localizag&o, altitude e temperaturas durante o periodo
de florescimento, contribuiram para que fosse constatado efeito significativo
para ambientes na analise conjunta (Tabela 2).

As estimativas de acuracia para todos os experimentos foram acima de
0,98 indicando muito alta precisdo segundo Resende (2007). Essa estimativa é
importante porque contempla, simultaneamente, o coeficiente de variagdo
experimental, 0 nimero de repeticdes e o coeficiente de variagdo genotipico.

As linhagens L1, L2, L3 e L4 destacaram-se pela alta porcentagem de
plantas estéreis em todos os ambientes, enquanto que a linhagem L5 confirmou
aalto nivel de restauracdo da fertilidade em todos os ambientes.
O comportamento desta linhagem era esperado por se referir a uma testemunha
com citoplasma normal (Figura 1). Os resultados obtidos para as demais
linhagens confirmaram o efeito da macho esterilidade nas linhagens convertidas.

Contudo, nenhuma linhagem avaliada apresentou total auséncia de plantas
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produzindo pélen. Em média as linhagens apresentaram 87,7% de plantas macho
estéreis. Esse resultado em parte pode ser atribuido a presenca de alelos
restauradores da fertilidade nas linhagens e/ou pode ser resultado dos efeitos
ambientais, evidenciado pelo efeito significativo das interacbes GxA e LxA e
pelos diferentes niveis de recuperacdo da fertilidade em funcdo do ambiente
considerado, revelando a presenca de uma reversdo parcial da macho
esterilidade de acordo com as condi¢des edafoclimaticas.

E comum gen6tipos com macho esterilidade proveniente do citoplasma
S apresentarem interacdes com o ambiente (WEIDER et al., 2009). Um exemplo
sdo os resultados obtidos para a linhagem L1. Apesar de ndo diferir das demais
linhagens macho estéreis em nenhum dos ambientes considerados, a L1
apresentou 99,3% de plantas macho estéreis em Centralina, 83% em Cristalina
na Epoca 1, 94,3% no mesmo local na época 2, e 78,7% em Planura, mostrando
diferengas na porcentagem de plantas macho estéreis conforme ocorre a
mudanga de ambiente.

Esses resultados tornam evidentes a importancia das avaliaches
ocorrerem em diferentes locais e épocas de cultivo, uma vez que, entre a época 1
e 2 em Cristalina ha diferenca de apenas um més na data de semeadura.
Contudo, é importante verificar as alteracbes existentes entre esses dois
ambientes, pois as temperaturas minimas e maximas da 22 época de Cristalina
foram superiores quando comparados a este mesmo local na 12 época (Figura 2).
As diferencas sdo maiores na temperatura maxima sendo que se forem
consideradas apenas as linhagens macho estéreis, na média a diferenca foi de
5 °C. QOutra caracteristica que torna evidente a diferenca entre os dois ambientes
foi o nimero de dias que os genotipos ficaram florescendo. Considerando a
média de todos os gendtipos avaliados, em Cristalina na 22 época 0s gendétipos
ficaram quatro dias a mais em florescimento. Considerando apenas as linhagens

macho estéreis, a diferenca é de sete dias.
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Figura2 Periodo de Florescimento Masculino de dez genétipos avaliados em

Centralina (MG), Cristalina (GO), em duas épocas, e em Planura
(GO), em 2011

(...continua...)

Nota: Seta indica inicio do florescimento e circulo indica o final do florescimento. Linha
inferior refere-se a temperatura minima e a superior a temperatura maxima.
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Linhagens provenientes de citoplasmas macho estéreis com recuperagéo
parcial da fertilidade do pdlen ja& foram observadas por diferentes autores
(DUVICK, 1965; EDWARDSON, 1955). Além do componente genético
relacionado ao grande nimero de genes e alelos envolvidos, localizados no
nucleo, a recuperacdo da fertilidade pode estar associada a interagdes com
ambiente. Conforme citado por Weider et al. (2009),0s alelos do sistema CMS S
apresenta grande sensibilidade dos a alteracfes ambientais. O Citoplasma S tem
sido descrito por apresentar frequentes reversfes de fertilidade em campos de
avaliacdo (GABAY-LAUGHNAN et al., 2004; LAUGHMAN; GABAY-
LAUGHMAN, 1983).

Todos os hibridos avaliados apresentaram baixas taxas de plantas macho
estéreis, em todos os ambientes, diferindo significativamente das linhagens
macho estéreis (Tabela 3). Entretanto, nenhum hibrido apresentou total
restauracdo, sendo que para alguns hibridos, em determinados ambientes ha
diferencas significativas em relagdo a linhagem L5 que possui citoplasma fértil.

A restauracgdo da fertilidade nos hibridos provavelmente esté relacionada
a presenca de alelos dominantes dos genes Rf nos parentais macho que compde
os hibridos. Conforme mencionado anteriormente os genes Rf do citoplasma S
podem apresentar forte interagdo com o ambiente. Dessa forma, a presenca de

interacdo HxA significativa mostra que ha modificacdo relativa no
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comportamento dos hibridos em fungdo do ambiente. O H4, por exemplo, se
destaca pela baixa taxa de plantas macho estéreis em Centralina, com 5,6 %,
porém, apresenta comportamento intermedidrio nos outros trés locais, com
médias variando de 14 a 17,7%.

Variacdo na taxa de restauracdo da macho esterilidade de hibridos
provenientes de linhagens com sistema macho estéreis do tipo S também foram
observadas por Weider et al. (2009). Entretanto, essa caracteristica ndo pode ser
analisada isoladamente porque a producdo de anteras ndo indica a quantidade e a
qualidade do pélen produzido.

Nesse sentido foram avaliadas a quantidade de pélen e a viabilidade de

polen dos cinco hibridos e da linhagem L5(Tabela 4).

Tabela4 Resumo da andlise de variancia individual e conjunta para a
Quantidade de Polen e Viabilidade do Pdlen para seis genotipos
avaliados em Centralina (MG) e em Planura (MG), 2011

Quadrados Médios

Fv gL Quantidade de Pdlen (x10%) Viabilidade do Pdlen (%)
Cristalina 2¢ Planura Conjunta Cristalina Planura  Conjunta
Epoca 22 Epoca
Gergpos 5 1.984,86%* 71,77%% 2.621,42%% 3.918,93** 3.635,71** 7.502,82**
Am(%’”te 1 - - 1970758 - . 71,50%
GxA 5 - - 235,21** - - 51,82*
Erro }éé 2423 1878 20,03 1295 1904 1654
" GL do erro referente a ANAVA individual e “ GL do erro referente a ANAVA
conjunta.

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

Pelas analises de variancia individuais e conjuntas para a quantidade de
polen e a viabilidade de polen foram detectados efeitos significativos para G, A

e para a interagdo G x A, mostrando diferencas significativas entre 0s
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tratamentos que apresentaram comportamento diferenciado em funcéo dos locais
avaliados (Tabela 5).

Tabela5 Dados médios para seis gendtipos avaliados para a Quantidade de
Polen e Viabilidade do Polen em Centralina (MG) e em Planura

(GO), 2011

L. Quantidade de Pélen (x10?) Viabilidade do Pélen (%)
Genotipos - — : -

Centralina Planura  Média Centralina Planura  Conjunta
L5 2158,1c 2084,0b 2121,0b 92,3a 934a 92,8a
H1 6449,2a 27479b 45986 d 735hb 63,6 b 68,5 b
H2 1750,7¢ 327,2c  1038,0d 7,7¢ 35d 56 f
H3 3390,3b 1911,7c¢c 2651,0c 95e 179c 13,7d
H4 19298¢ 11506 ¢ 1540,2d 25,8d 20,6 c 232¢e
H5 7084,7a 50836a 6084,1a 64,8 c 58,7b 61,7¢

Média 3.2745A 19045B 2.589,5 39,8 A 37,2B 38,5

Toq 0,99 0,86 - 1,0 1,0 -

Agrupamento de médias, pelo teste Scott-Knott, 5% de probabilidade. Letras minusculas
referem-se a comparagfes entre genétipos no mesmo ambiente e letras mailsculas
comparam ambientes.

As linhagens L1, L2, L3 e L4 ndo foram analisadas para contagem e
viabilidade de pélen por apresentarem elevados niveis de esterilidade e, dessa
forma, ser inviavel a coleta do p6len para que fosse analisado.

Da mesma forma que para a porcentagem de plantas macho estéreis,
embora tenha ocorrido interacdo GxA significativa, essa ¢ do tipo simples,
podendo ser observada por ndo ocorre a mudanca na classificacdo dos genotipos
em funcéo dos locais.

Além das diferencas da localizacdo geogréafica e a altitude entre os dois
locais, outro fator que pode contribuir com as diferengas entre os ambientes e a
interacdo GxA foram as temperaturas minimas e maximas durante o periodo de

florescimento (Figura 2). Enquanto em Cristalinana segunda época a
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temperatura minima esteve acima de 10 °C, em Planura as temperaturas minimas
observadas foram menores, sendo registrado 2 °C em 06/08, afetando
diretamente os hibridos H1,H2, H3, H4 e H5 que ja tinham iniciado o
florescimento antes desta data.

Para todos os gendtipos avaliados para a quantidade de polen, as maiores
médias foram observadas em Centralina (Tabela 5). O hibrido H1 apresentou
175.000 polens por penddo em Centralina e apenas 27.300 polens por penddo em
Planura, mostrando o comportamento diferenciado em funcdo do ambiente. O
hibrido H5 foi superior em relagdo aos demais para a quantidade de poélen
produzido, nos dois locais de avaliagdo, apesar da presenca de interagdo T x A
significativa, superando a L5 que foi considerada referéncia nesse estudo por
apresentar citoplasma fértil. Contudo, para viabilidade de p6len a L5 destacou-se
pela alta porcentagem de polens viaveis enquanto que o H5 mostrou apenas
valores intermediarios.

Uma importante caracateristica a ser considerada no processo de
polinizagdo é a quantidade de polen viavel (Tabela 6). Os resultados mostraram
que os maiores valores para os dois locais foi obtido para 0 H5 e sdo proximos
quando se considera apenas o pdlen viavel, apesar dos valores intermediarios

para a viabilidade de poélen.
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Tabela 6 Dados médios para seis genotipos avaliados para a Quantidade de
Polen Viavel em Centralina (MG) e em Planura (GO), 2011

Genotipos Centralina Planura Média

L5 1991,9 1946,5 1968,3

H1 4740,2 17477 3150,0
H2 134,8 11,5 58,1
H3 322,1 342,2 363,2

H4 497,9 237,0 357,3

H5 4590,9 2984,1 3753,9

Média 2046,3 1211,5 1608,5

O hibrido H1 apresentou valores intermediarios para a quantidade de
polen e a viabilidade de pélen, para os dois locais. A excecdo foi em Centralina
onde se destacou pela quantidade de pélen. Contudo, os resultados obtidos para
a quantidade de poélen viavel mostraram que o hibrido tem o comportamente
muito proximo ao H5, podendo ser indicado para cultivo.

Os hibridos H2, H3 e H4 apresentaram baixas médias nos dois
ambientes para a quantidade de pdlen vidvel e também apresentaram baixa
porcentagem de pélen vidvel (Tabela 5). Os valores também sdo baixos quando
se considera a caracteristica quantidade de pdlen viavel (Tabela 6).Na escolha
desses hibridos para utilizagdo em campos de producgdo de grdos deve-se avaliar
a capacidade de polinizagdo do campo, uma vez que associados a essas
caracteristicas, esses hibridos apresentaram em média 19,9%, 17,6% e 11,2% de
plantas macho estéreis respectivamente (Tabela 3). Esta baixa capacidade de
producdo de polen pode estar associada & auséncia de genes nucleares
restauradores da fertilidade no macho e/ou associados aos estresses do ambiente,
especialmente com o registro de baixas temperaturas durante o florescimento.
Entre os fatores que afetam a producdo de polens vidveis em plantas macho

estéreis, a interacdo dos genes restauradores (em funcdo do citoplasma macho-
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estéril) com fatores ambientais pode alterar o comportamento dos gen6tipos
(DUVICK, 1965).

Hibridos com baixa porcentagem de pélen viavel podem ser utilizados
em campos visando a producéo de grdos, porém, podem necessitar da mistura de
sementes do hibrido isogénico proveniente de linhagens com o citoplasma fértil.
Essa técnica € conhecida como Blend e é recomendada visando a producédo de
polen viavel no campo de produgdo. Entretanto, € importante assegurar a
similaridade agrondmica, especialmente o periodo de polinizacdo, e estudar na
proporcdo que permita uma seguranga na producdo de pdlen vidvel. Algumas
recomendacdes indicam 80% de semente CMS e 20% do isogénico fértil (FEIL;
WEINGARTNER; STAMP, 2003).

E importante ressaltar que o H5 tem como parental fémea a L2 que
conforme apresentado anteriormente apresenta alta porcentagem de plantas
estéreis. Dessa forma, € bem provavel que o parental macho tenha os genes
nuclerares restauradores da fertilidade do pélen. O hibrido H1 tem a mesma
fémea do H5 e apresentou maior porcentagem de plantas macho estéreis em
relacdo ao H5 (Tabela 3), associado a baixa quantidade de polens produzidos,
especialmente em Planura, e com baixa viabilidade, mostrando a importancia do
parental macho na formacao do hibrido macho-estéril. Esses resultados revelam
a necessidade de avaliar a contribuicdo do parental macho na constituicdo do
hibrido proveniente de linhagem macho-estéril.

Os resultados mostraram que as linhagens L1, L2, L3 e L4 podem ser
indicadas para utilizacdo em campos de producdo de sementes hibridas, porém
devendo utilizar adicionalmente outro sistema de despendoamento (mecanico ou
manual). Apesar da restauragéo parcial, essas linhagens representam uma grande
vantagem operacional. Com a alta porcentagem de plantas macho estéreis, 0

despendoamento pode ser feito com mais cautela e mais préximo a eminéncia da
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liberacdo do pdlen, evitando assim o arranquio excessivo de folhas, ocasionando

menores danos e perdas.
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4 CONCLUSOES

A porcentagem de plantas macho estéreis das linhagens varia com o
ambiente, porém, é elevada, e por isso as linhagens L1, L2, L3 e L4 podem ser
utilizadas em campos de producdo de sementes, associado a formas adicionais
de despendoamento mais simples e menos danosas a planta.

Os hibridos H1 e H5 destacam-se quanto a quantidade de pélen viavel,

mostrandopotencial para ser utilizado em lavouras comerciais.
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CAPITULO 3 Estratificacdo ambiental e adaptabilidade de linhagens e
hibridos de milho macho estéreis em diferentes ambientes

RESUMO

O objetivo com o presente estudo foi avaliar linhagens de milho quanto
a estabilidade e eficiéncia da macho esterilidade e hibridos quanto ao potencial
produtivo em distintos ambientes de cultivo. Foram avaliadas quatro linhagens
macho estéreis, em dezesseis ambientes. Foram avaliados trés hibridos macho
estéreis, seus isogénicos e trés testemunhas de produtividade. Os hibridos foram
avaliados em 25 locais situados na regido Sudeste e Centro Oeste do Brasil.
Todos 0s genétipos macho estéreis avaliados possuem o citoplasma S. As
linhagens e os hibridos foram avaliados em separado. Para os hibridos, a
adaptabilidade e estabilidade foram avaliadas pelo método FGGA. Foram
verificados efeitos significativos para a interagdo GxA na avaliagdo das
linhagens e dos hibridos. Todas as linhagens apresentaram acima de 94% de
macho esterilidade e foram estaveis a diferentes condigdes ambientais. As
linhagens SYN-1, SYN-2, SYN-3 e SYN-4 podem ser utilizadas na producéo
comercial de hibridos, associado a outros métodos de despendoamento.Os
hibridos B1 e B2 possuem ampla adaptabilidade na maioria dos ambientes
avaliados e foram superiores para a produtividade de graos.

Palvras-Chave: CMS. Interagdo Genotipo x Ambiente. FGGA.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the stability and efficiency of
male-sterility of corn inbred lines, and yield potential of hybrids, in different
cultivating environments. Four male-sterile inbred lines were evaluated in
sixteen environments. Three male-sterile hybrids, their isogenics and three
controls were evaluated in 25 sites in the Southeast and Midwest of Brazil. All
male-sterile genotypes presented S cytoplasm. The inbred lines and hybrids were
evaluated separately. For the hybrids, adaptability and stability were evaluated
by the FGGA method. Significant effects were observed for G x E in the
evaluation of inbred lines and hybrids. All inbred lines presented showed above
94% of male-sterility and were stable in different environmental conditions. The
inbred lines SYN-1, SYN-2, SYN-3 and SYN-4 may be used for commercial
production of hybrids, associated with other detasseling methods. The hybrids
Bl and B2 have wide adaptability in most environments evaluated and were
superior for grain yield.

Keywords: CMS. G x E Interaction. FGGA.
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1 INTRODUCAO

O melhoramento de milho tem explorado a macho esterilidade
citoplasmaética, visando obter vantagens na producdo de sementes hibridas de
alta pureza (STAMP et al., 2000).

Sistemas macho estéreis referem-se ao fracasso da planta em produzir
grdo de poélen funcional (LEVINGS, 1990). Embora tenha sido descoberta por
Roades em 1933, a utilizagdo da macho esterilidade em milho vem ocorrendo
desde a década de 1950, com o auge da utilizacdo desta tecnologia ocorrendo no
ano 1970 quando aproximadamente 85% do milho cultivado nos EUA foi
proveniente de sistema macho estéril, especialmente o citoplasma macho-estéril
do tipo T (ULLSTRUP, 1972).

Entretanto, apesar da ampla utilizacdo do CMS-T, ja era conhecido que
esse citoplasma era sensivel ao fungo Cochliobolus heterostrophus, causador da
helmintosporiose (DUVICK, 1965; LEVINGS, 1993). No ano de 1970 ocorreu
uma epidemia deste fungo, provocando significativas perdas na producdo de
milho americana e uma consequente decisdo de ndo utilizar mais esse citoplasma
na obtenc¢do de novos hibridos. Com a descontinua¢do do uso do CMS-T, novas
fontes de macho esterilidade passaram a ser estudadas, entre as quais 0s CMS-S
e CMS-C que se tornaram alternativas na obtencéo de plantas macho-estéreis.

Atualmente, diante dos desafios da agricultura moderna, sobretudo em
fungdo da crescente demanda de sementes hibridas, os sistemas macho estéreis
voltaram a ganhar destaque nos programas de melhoramento. A utilizacdo da
macho esterilidade possibilita vantagens significativas nos campo de produgéo
de sementes hibridas, especialmente relacionado a dispensa do despendoamento
da linhagem fémea que implica no aumento da qualidade da semente, redugéo
no custo com mé&o de obra e nas perdas ocasionadas pelo arranquio excessivo de
folhas (KASER-SCHNEIDER, 2002; MACKENZIE, 2004).
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Para a producdo de semente hibrida comercial usando um sistema de
macho-esterilidade uma importante etapa é a obtencdo da linhagem macho-
estéril. Normalmente os programas de melhoramento tém utilizado com sucesso
0 método de retrocruzamentos de linhagens elites (parental recorrente) para a
incorporacdo da caracteristica (BOZINOVIC et al., 2010; STAMP et al., 2000;
WEIDER et al., 2009). Apds cinco a seis geracdes de retrocruzamentos € obtida
uma linhagem isogénica a elite, diferenciada apenas pela presenca da macho
esterilidade.

A linhagem obtida deve ser avaliada quanto ao seu potencial produtivo,
eficiéncia e estabilidade da macho esterilidade em diferentes condicbes de
cultivo, representativas das regides utilizadas para multiplicagdo e produgdo dos
hibridos. Entretanto, deve-se também avaliar o desempenho dos hibridos obtidos
usando a linhagem macho-estéril. Os hibridos devem ser inseridos na rede de
ensaios para que seja avaliado o seu potencial produtivo, a estabilidade e a
adaptabilidade em diferentes condicBes de cultivo, representativas das regifes
visando a sua indicacdo. Como parametro de comparacdo, normalmente além
dos competidores pelo segmento de comercializagdo, sdo utilizados os hibridos
obtidos pela linhagem macho fértil visando averiguar se houve mudangas nas
principais caracteristicas agronémicas (STAMP et al., 2000; WEIDER et al.,
2009).

Quando um gendtipo é avaliado em diferentes ambientes, geralmente a
contribuicdo dos alelos dos diferentes genes ndo é coincidente entre o0s
ambientes, propiciando respostas diferenciadas dos gendtipos a variagdo
ambiental, resultando na interacdo genotipos por ambientes (GxA) (KANG;
GAUCH JUNIOR, 1996). Embora este efeito deva ser entendido como um
fendmeno bioldgico em suas aplicagcbes no melhoramento, sua estimativa tem
ocorrido por meio de modelos estatisticos, permitindo seu melhor entendimento

para tirar proveito em beneficio dos agricultores
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Nesse sentido, diferentes métodos estatisticos tém sido utilizados ao
longo dos anos. Entretanto, tem ocorrido uma notéria reorientacdo quanto aos
métodos utilizados, seja em funcdo dos avancos nos procedimento estatisticos
computacionais, ou mesmo, devido a pouca eficicia dos métodos usuais de
analise da interacdo (DUARTE; VENCOVSKY, 1999). Métodos univariados
tém sido constantemente substituidos por uma abordagem que combina técnicas
univariadas e multivariadas (GARBUGLIO, 2010).

Nesse sentido, a técnica de andlise de fatores associada a efeitos
genotipicos somados aos efeitos da interacdo GXA (FGGA) tem sido descrita
como eficiente no processo de analise de adaptabilidade e, simultaneamente,
estratificacdo ambiental (GARBUGLIO, 2010).

Este tipo de andlise pode contribuir na melhor avaliacdo de linhagens e
hibridos macho-estéreis, visando garantir maior confianca na decisdo de sua
utilizacdo. Dessa forma, o autor do presente estudo teve como objetivo avaliar
diferentes linhagens quanto a estabilidade e eficiéncia da macho esterilidade e
diferentes hibridos quanto ao potencial produtivo em distintos ambientes de

cultivo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacgéo das linhagens

Foram avaliadas quatro linhagens macho estéreis de milho em dezesseis
ambientes, constituidos por locais e safras.

As linhagens foram desenvolvidas pelo método de retrocruzamentos de
linhagens elites do programa de melhoramento da Syngenta, sendo utilizados
doadores com citoplasma do tipo S.

As linhagens foram avaliadas no delineamento de blocos casualizados,
com trés repeticGes por ambiente. A parcela experimental utilizada foi de duas
linhas de 4 m, espacadas por 80 cm entre linhas, deixando-se 25 plantas por
linha ap6s o desbaste.

Em cada parcela foi realizada a contagem de plantas que apresentavam
inflorescéncias masculinas com producdo de polens viaveis. Os dados foram
obtidos em porcentagem e submetidos as analises de variancia individuais e

conjuntas.

2.2 Avaliagdo dos hibridos

Foram avaliados trés hibridos simples provenientes da linhagem fémea
macho fértil (Al, B1 e C1) e seus correspondentes isogénicos produzidos
utilizando a linhagem fémea macho-estéril (A2, B2 e C2) com citoplasma do
tipo S. Como testemunhas de produtividade foram utilizados trés hibridos (D, E
e F), totalizando nove tratamentos. Estes hibridos foram avaliados em 25 locais
situados na regido central do Brasil que compreendem a regido Sudeste e Centro

Oeste do Brasil.
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Os hibridos foram avaliados no delineamento de blocos casualizados,
com trés repeticbes por ambiente. A parcela experimental utilizada foi de duas
linhas de 5 m de comprimento, espacadas 80 cm entre linhas, deixando-se 25
plantas por linha apds o desbaste.

Em cada local foi obtida a produtividade de gréos em kg.ha™, corrigida
para 13% de umidade.

Nas anélises de variancia todos os efeitos foram considerados fixos.

2.2.1 Estimacao dos efeitos genotipicos e de interacdo GxA

Buscando a estimacdo do efeito genotipico e de interacdo GxA, a partir
de uma analise de variancia comum aplicada a matriz de médias (Y ) €M que
0 modelo que descreve o desempenho fenotipico de uma dada cultivar i no
ambiente j € representado por Y;; = u + g; + a; + (ga);; + &;. Desse modo,
foram estimados seus efeitos e aplicada a analise fatorial. Esses procedimentos
estdo descritos na sequéncia (GARBUGLIO, 2010).

A solucéo por quadrados minimos ordinarios para o sistema de equacdes
normais correspondentes, sob as restricdes de identificabilidade Y gi=);a,=0, é

dada por (1):

médiageral i =Y ;
efeito genotipico: g, =Y, — Y ;
efeito de ambiente: @; =Y, — Y ;

considerando-se:

Y =%iY/9a; Y. =X;Y/a; Y; =XiYi/g 1)
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A aproximacdo de quadrados minimos (ﬁ-j) e seu respectivo residuo,
correspondente ao termo geral da interacdo, ambos invariantes, sdo dados por
Y, = Y. +Y, - ¥;portanto, (g2),; =V ¥, =¥, + ¥

A partir desse altimo resultado foi construida a matriz de interacdes

(GA), bem como a matriz que inclui os efeitos genotipicos somados aos efeitos

de interacdo (G+GA\) que foi utilizada nessa proposta.

geny/ amby 1 2 q
1 ((9@)11 (9@)12 (ga)m\
2 (9221 (9a)22 (ga)Zq
= GA (xq)
p \(ga)pl (ga)pz (ga)pq/
Gy Aq 1 2 q
1 (91+(@D11 g1+ (@D12 ... g1+ (GD1q )
2 g2+ (@821 g2+ (g@)2z ... Y921 (gh)2g
= G+GA (xq)

p _ gp(ga)pl gp + (ga)pz gp + (ga)qu

2.2.2 Aplicacdo da analise de fatores a matriz G+GA

O modelo fatorial pressupde que cada variavel pode ser expressa por
uma combinagdo linear de fatores comuns, além do fator especifico, sendo dado
por (2):

X1 =1 Fy + L+ -+ L Fn + &
Xy =11 Fy + Lo Fy + o+ Ly + &5
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Xp = lth]_ + lthz + -+ lhmFm + &n

ou

x] = 27121:1 ijk + Sj (2)

para m<h; em que l;, ¢ a carga fatorial para a j-ésima variavel associada
ao k-ésimo vetor; Fy € o k-esimo fator comum; ¢; € o fator especifico associado a
j-ésima variavel; sendo h=p para genétipos ou h=q para ambientes.

Para a utilizagdo da analise de fatores em estudos de adaptabilidade e
estratificacdo ambiental, deve-se destacar o fato de que Xi, X, ...Xprepresentam
uma Unica variavel como, por exemplo, produtividade de gréos, porém, avaliada
em cada um dos “q” ambientes em que os gendtipos foram avaliados ou dos “p”
gendtipos referentes aos q ambientes. No caso em questdo, essas variaveis
representam as colunas da matriz constituida pela soma dos efeitos genotipicos e
de interacéo apresentada anteriormente.

A carga fatorial do fator F, é dada pela correlagdo entre o fator e a
variavel correspondente, ou seja (3):

Cov(xj,Fy)

Ty.p, = ———
I fV(xj)V(Fk)

Na analise de fatores sdo impostas as seguintes restricbes em relacdo aos

= Li ®)

fatores comuns:

Média nula: F, = 0, parak=1,2, ..., m

Variancia unitéria: Var (F,) = 1

Covariancia nula: Cov (Fy,Fy) = 0, (k # k"), propriedade que garante
gue os fatores sejam ortogonais.

Também sdo apresentadas as seguintes propriedades relativas aos fatores

especificos:
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Meédia nula: € = 00
Sendo:

m
Xj = Z lixFy + ¢ ex; =0 eF, = 0,portanto, & = 0
k=1

Variancia:

A variancia de um fator especifico é dada por: Var(g) = o2, esta
variancia é denominada especificidade ou unicidade.

Covariancia entre fatores especificos: Cov (g, ;1) = 0 com (j # j").
Assim os fatores especificos sdo também néo correlacionados.

Covariancia entre fatores especificos e comuns:

Cov(e;, Fy) = Oparaj=12,..,vek =12,..,m

Ou seja, os vetores de fatores especificos sdo ortogonais aos vetores de

fatores comuns.

2.2.3 Comunalidade e especificidade

A comunalidade é a medida da eficiéncia da representacdo de uma
variavel x; por uma parte comum, também envolvida nas demais variaveis
analisadas. Souza (1998 citado por CRUZ; CARNEIRO, 2003) relata que tem
sido aceitos valores de comunalidade superiores a 0,64, por ser equivalente a um
coeficiente de correlagéo entre x; e z; superior a 0,80.

Define-se por comunalidade o componente quadratico dado por (4):

R = Siatho=1- @
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Para cada variavel x; tem-se que b} + ¢2; = 1, em que h}, denominado
comunalidade, representa a propor¢ao da variancia da variavel padronizada “j”
devida a fatores comuns. Considera-se, na anélise de fatores, que cada variavel
possa ser explicada por uma parte comum (Z}(’;l Lik Fk), determinada por “m”
fatores (Fi, Fa,...,Fm) € por outra parte especifica (g;). A forma funcional do

modelo de andlise de fatores é dada por (5):
X=YA+e¢ (5)

em que: X: originalmente, é a matriz (g x a) de observages que
apresenta valores obtidos para cada genétipo e variavel analisada, destacando-se
o fato de que a varidvel é representada por uma mesma caracteristica medida em
varios ambientes; Y: matriz ( g x m) de fatores comuns; A: matriz (m x a) de
cargas fatoriais; e: matriz (g x a) de fatores especificos. Para cada vetor de

variaveis tem-se (6) :
X =Y,+§ (6)

em que: X;: vetor de observagOes da variavel no ambiente j, de dimenséo
g x I; Y: matriz de fatores comuns de dimensdo g x m; Z] vetor de cargas
fatoriais, de dimensdo m x 1; &: vetor de fatores especificos, associados a
variavel quantificada no j-ésimo ambiente, de dimenséo g x 1.

No presente trabalho a matriz X de observacfes sera substituida pela
matriz de efeitos G+GA. Procurou-se, na analise de fatores, o estabelecimento
de combinagBes lineares que permitissem a interpretacdo quanto aos grupos de
ambientes com 0 mesmo padrdo de discriminacdo genotipica, capazes de reter o

maximo das associagfes originalmente disponiveis entre o0s ambientes
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estudados. Como, nesta analise, procura-se relacionar conjunto de varidveis
observaveis, representadas na matriz X, com outras que, em parte, sdo
denominadas fatores comuns, representadas na matriz Y, e em outras, por fator
especifico, representada na matriz &, tem-se também associacdo entre as

respectivas matrizes de variancias e covariancias (7), como ilustrado a seguir:
R=AA+ ¢ )

Em que R: matriz (a x a) de correlacdes entre os desempenhos dos
gendétipos em cada par de ambientes considerados. Por outro lado, pode ser
obtido (8):

R.=R—y= A4 (8)

A matriz R, é denominada matriz de correlagGes reduzidas dos modelos
de analise fatorial e apresenta 0s mesmos elementos da matriz de correlagdo
original a exce¢do da sua diagonal, cujos elementos sdo reduzidos de crezj, a
partir da matriz R conhecida.

Uma maneira de obter as cargas fatoriais é por meio da fatoracéo de R,
usando o teorema da decomposicéo espectral, em que qualquer matriz simétrica

R, pode ser escrita como (9):
Re=R— ¢ = ANA=BAB' = ¥ 1,&a; 9)

sendo
Ay = A, = -+ = A,0s autovalores de R;
a4, @,, ..., @y 0s autovetores correspondentes.

De outra forma, tem-se R, = A’A = (B'A"2)(A"*B"). Assim, A = BA"
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Na prética, ndo se dispde de Rc, mas de R e utiliza-se um nimero m<h
de fatores comuns. O objetivo é explicar o maximo da variacdo em x; com o

menor nimero possivel de fatores, tornado &; minimo.

A = BA” (10)
Sendo
B= [&d&, .. @&yl matrizde cargas fatoriais.
(a4 @y Ay )
a2 A2 Am2
B=
a1p aop ees Ahm hxm
- /
/\//1—1 o )
A”* = &
\ (D V /1771 mxXm

/

em que aj;: elemento do autovetor & (k=1,2,...m) que corresponde ao

termo de ponderacdo da varidvel k, na analise de componentes principais;

ljk = 1/Akajk

2.2.4 Estratificacdo ambiental

Na utilizacdo da analise de fatores destinada a estratificacdo ambiental,

os resultados foram interpretados para cada fator e do potencial de seu interesse.
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Foram analisados os elementos ou cargas fatoriais identificando, para cada
variavel, os fatores com coeficientes de ponderagdo proximos da unidade. Neste
caso, cada variavel foi representada por um determinado ambiente, porém em
vezda médias dos genotipos dentro de cada ambiente, a matriz de dados foi
composta pelos efeitos genotipicos somados aos efeitos da interacdo GxA.

O agrupamento dos ambientes foi realizado a partir das informacdes
sobre a magnitude das cargas fatoriais finais, obtidas ap0s rotacGes. Cargas
fatoriais maiores ou iguais a 0,7, em valor absoluto, indicam ambientes com
altas correlacGes e foram agrupados dentro de um mesmo fator. Cargas fatoriais
finais de valores baixos (<0,50) indicavam que o respectivo ambiente nao
deveria pertencer ao grupo. Cargas fatoriais com valores intermediarios nao
garantiam nenhuma definicdo de agrupamento.

Antes de serem obtidas as cargas fatoriais que permitiram identificar o
melhor agrupamento de ambientes, foi estabelecido o nimero de fatores a serem
considerados no modelo. O nimero de fatores finais pode ser admitido como
igual ao numero de autovalores maiores ou iguais a 1,0. No entanto, nos casos
em que a proporcdo da variabilidade explicada pelos autovalores maiores que
1,0 for baixa, podem ser considerados mais fatores até que se atinja, pelo menos,
80% da variacéo total.

Outro aspecto que foi considerado é o fato de que as cargas fatoriais ndo
permitem clara defini¢cdo dos ambientes mais similares, recomendando-se obter
novos valores, denominados cargas fatoriais finais, que sdo obtidas por rotagdo
via recursos computacionais.

Em determinados programasestatisticos, a analise é feita assumindo que
os fatores que sdo ndo-correlacionados, com base no modelo de fatores
ortogonais. A extracdo das cargas fatoriais é feita, entdo, pelo método dos
componentes principais e os fatores sdo estabelecidos pelo método de rotagdo

varimax (GOULD, 1996), com um méximo de 50 rota¢Ges, em que este permite
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que os eixos de uma dada projecdo representem a dire¢do de maxima variancia

possivel.

2.2.5 Analise de adaptabilidade

A anadlise de adaptabilidade baseada na analise de fatores é realizada
graficamente por meio dos escores em relacdo aos fatores. Para isso, sdo
tracados eixos paralelos, tomando-se a média dos escores, de modo a estabelecer
quatro quadrantes. Nos quadrantes Il e IV ficaram situados aqueles gendtipos
com adaptabilidade especifica ao grupo e ambientes determinado pelo fator. No
quadrante | ficaram situados aqueles genétipos de adaptabilidade ampla e, no
quadrante 11, os genotipos ruins, de baixo desempenho e passiveis de descarte
ou ndo indicagao para cultivo.

O numero de gréaficos usados na interpretacdo dos resultados depende do
numero de fatores utilizados. O numero de graficos correspondente a
combinagdo de “n” regides, tomadas duas a duas (C}}), de forma que as
indicagdes de gendtipos passaram a ser realizadas de modo mais eficiente do que
0s métodos tradicionais, pois, no método baseado em andlise de fatores, néo se
consideram apenas ambientes favoraveis e desfavoraveis, como nos métodos de
regressdo linear uni ou bissegmentada, mas grupos de ambientes estabelecidos
de acordo com suas similaridades.

Os escores fatoriais foram obtidos sabendo-se que X = YA ou X' =
A'Y’, de modo que Y’ = (AA")~1AX’ = BX’, sendo Y': matriz de dimensdes m x
p em que cada linha apresenta os escores do k-ésimo fator (1, 2,...,m); A: matriz
de dimensGesm x q das cargas fatoriais rotacionadas finais; X: originalmente é a
matriz de dimensdes p x g de observagdes, que serd substituida pela matriz
G+GA; B: matriz de dimensbes m x q de coeficientes de ponderacdo dos

caracteres para obtencdo dos escores dos fatores.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo das linhagens CMS ¢é uma etapa fundamental dos programas
de melhoramento visando a producdo de hibridos usando a macho-esterilidade.
Antes da obtencdo do hibrido é importante verificar a quantificacdo de plantas
macho estéreis das linhagens e a sua estabilidade em diferentes ambientes.

Diante destas circunstancias, os resultados obtidos nas analises de
variancia individuais para a porcentagem de plantas macho estéreis revelaram
efeitos significativos para linhagens em 13 dos 16 ambientes avaliados,
mostrando haver diferengas entre as linhagens nos diferentes ambientes
considerados (Tabela 1). A analise de varidncia conjunta mostrou efeitos
significativos para linhagens, ambientes e interagdo LXA, revelando que as
linhagens apresentaram comportamento diferenciado em fungéo do ambiente
(Tabela 2).

E comum a presenca de interacdo gendtipos x ambientes significativas
quando sdo consideradas caracteristicas relacionadas a macho esterilidade
(MUNSCH et al., 2010; WEIDER et al., 2009). Esse aspecto torna relevante a
necessidade da avaliagdo ocorrer em diferentes ambientes, especialmente
naqueles onde ocorrera a multiplicacdo da linhagem em escala comercial e a sua

posterior utilizacdo na producdo da semente hibrida.
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Tabelal Quadrados médios de gendtipos (QMG) e de residuo (QMR), médias
da porcentagem de plantas macho estéreis, acuracia experimental
(fqg) €M dezesseis ambientes e medias das linhagens macho estéreis
SYN-1, SYN-2, SYN-3 e SYN-4

Ambientes  Safra QMG QMR P" Média 75, SYN-ISYN-2SYN-3SYN-4
CasaBranca-  ,548/09 5008 2,32 0001 9474 098 949 890 969 97.8

SP
ggsaBra“"a' 2009 510 0,32 0,003 9855 097 97,1 983 99,0 100,0
g;saBranca' 2009/10 0,45 0,29 0,032 99,51 0,60 99,1 99,3 99,6 100,0

Goiatuba-GO  2008/09 0,02 0,01 0,455 100 0,71 100,0 100,0 100,0 100,0
Goiatuba-GO 2009 2,71 1,06 0,152 99,19 0,78 98,2 98,6 100,0 100,0
Goiatuba-GO  2009/10 0,84 0,05 0,002 99,54 0,97 99,1 99,2 100,0 100,0
Guaira-SP 2008/09 0,45 0,05 0,011 99,67 0,94 99,3 99,4 100,0 100,0
Guaira-SP 2009 19,27 0,13 O 98,63 100 97,1 99,8 1000 99,8
Guaira-SP 2009/10 6,97 0,39 0,002 98,75 0,97 97,1 98,1 100,0 100,0
Morrinhos-GO 2009 5,04 0,17 0,001 99,16 098 97,3 99,6 99,8 100,0
Morrinhos-GO 2009/10 3,61 0,12 0,001 99,21 0,98 97,6 100,0 99,4 99,8
Parauna-GO  2009/10 0,52 0,32 0,278 99,13 0,62 98,7 995 995 993

Sa0 Gotardo-  5509/10 0,88 0,07 0,006 99,67 096 98,9 99,8 100,0 1000

MG
m*”a”dia' 2008/09 3,36 0,23 0,004 99,02 097 97,8 985 1000 99,7
m*”a”dia' 2009 123,59 3,75 0,000 96,23 0,98 86,6 99,4 993 995
Eﬂkzse”a”dia' 2009/10 7,34 0,34 0,001 98,30 098 963 98,0 98,9 100,0
Média - - - - - 970c95b995a998a

*:Significancia pelo teste F.

Os experimentos tiveram acuréacia variando de 0,60 até 1,0, sendo
classificadas de moderada até muito alta (RESENDE, 2007). A maioria dos
experimentos apresentou acuracia acima de alta. A média geral de plantas macho
estéreis foi de 98,71%, variando de 94,74% em Casa Branca-SP, na safra de
2008/2009, a 100% para Goiatuba-GO (Tabela 1).
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Tabela2 Resumo da anélise de variancia conjunta para porcentagemde plantas
macho estéreis, assumindo locais e safras como ambientes, e
estimativas do coeficiente de variacdo experimental e a média geral,
das linhagens macho estéreis SYN-1, SYN-2, SYN-3 e SYN-4

FV GL QM
Blocos/Ambientes 32
Linhagens (L) 3 74,52 (0)
Ambientes (A) 15 22,31 (0)
LxA 45 10,37 (0)
Residuo 128 0,55
Média: 98,71%
CV%: 0,75

\:Em paréntesessignificancia pelo teste F.

As linhagens SYN-3 e SYN-4 se destacaram pela alta porcentagem de
plantas macho estéreis, 99,5% e 99,8%, na média dos ambientes, e diferenciando
estatisticamente das linhagens SYN-1 e SYN-2 (Tabela 1). Entretanto, apesar
das diferencas significativas, as linhagens SYN-1 e SYN-2 apresentaram médias
de 97% e 98,5% de plantas macho estéreis, mostrando uma baixa restauragao.

Apesar da superioridade das linhagens SYN-3 e SYN-4 nenhuma
linhagem foi totalmente macho-estéril na média geral, mostrando uma reverséo
parcial da macho esterilidade. A linhagem SYN-3 teve porcentagem de 100% de
plantas estéreis em oito ambientes e a SYN-4 apresentou essa porcentagem em
dezambientes.

Gendtipos macho estéreis com o citoplasma do tipo S com recuperagao
parcial da fertilidade ja haviam sido observados em outros trabalhos e podem
estar associados a presenca de grande nimero de alelos nos genes restauradores
da fertilidade e a interacdo destes alelos com o ambiente (WEIDER et al., 2009).

O sistema macho-estéril S tem sido caracterizado por apresentar frequentes
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reversdes da fertilidade, especialmente por ser mais propenso a interagir com o
ambiente, tornando mais instavel (DUVICK, 1965; GABAY-LAUGHNAN et
al., 2004; LAUGHMAN; GABAY-LAUGHMAN, 1983).

De acordo com os resultados apresentados, todas as linhagens avaliadas
podem ser indicadas para obtencdo comercial do hibrido. Entretanto, é
importante que a multiplicacdo das linhagens e a producdo das sementes hibridas
ocorram em ambientes onde houve as maiores taxas de esterilidade e deve-se
considerar a utilizagdo concomitante de outros métodos de emasculacdo da
inflorescéncia masculina, como, por exemplo, o despendoamento manual e/ou
mecénico. Apesar da restauragdo parcial da fertilidade, a utilizagdo destas
linhagens na producdo de sementes comerciais pode trazer vantagens
operacionais, facilitando o manejo do controle da polinizacdo, reduzindo os
custos e perdas por danos no arranquio excessivos de folhas.

Paralelo ao desempenho das linhagens, uma etapa importante no
processo de obtencdo de gendtipos macho estéreis é a avaliacdo do desempenho
produtivo dos hibridos obtidos por estas linhagens. Os hibridos sdo avaliados nas
redes de ensaio distribuidas em diferentes regides geograficas, que representam
distintas condigdes de cultivo. No desenvolvimento de hibridos macho estéreis
um ponto importante é a comparacdo destes genotipos em relacdo aos isogénicos
provenientes de linhagens com fertilidade normal.

Nesse sentido, considerando as andlises de variancia individuais 0s
hibridos avaliados apresentaram diferencas significativas entre si, em todos 0s
locais considerados (Tabela 3), e também na andlise conjunta (p<0,05) (Tabela
4). Os CVs variaram de 3,23% para Planura-MG a 11,33% para o ambiente
Joviénia-GO, mostrando boa precisdo experimental. As médias obtidas foram de
8.598 kg.ha™ para Chapad&o do Sul-MS a 11.880 kg.ha™ para Guaira-SP, com
média geral de 9.866 kg.ha™.
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A anélise de variancia conjunta ainda constatou efeitos significativos
para Locais e para a interacdo LxA, indicando que os hibridos apresentaram
comportamento diferenciado em funcdo do ambiente de cultivo e que os
ambientes apresentaram diferencas entre si (Tabela 4). Também foram
constatadas mudancas na magnitude das respostas para o carater produtividade
de grdos devido a variacdo ambiental, o que justifica a realizacdo da
estratificacdo ambiental.

InteracGes GxA significativas em avaliagdes da produtividade em milho
sdo comuns, sobretudo em fungdo da natureza poligénica desta caracteristica, em
especial quando sdo considerados ambientes com caracteristicas distintas
(GARBUGLIO et al.,, 2007; RIBEIRO; RAMALHO; FERREIRA, 2000).
Alguns estudos também identificaram interacdo avaliando hibridos de milho
macho estéreis (KAESER et al., 2003; STAMP et al., 2000; WEIDER et al.,
2009).

Tabela 3 Quadrados médios de gendtipos (QMG) e de residuo (QMR), médias
de produtividade de gréos e acuracia (74,) de nove hibridos avaliados
em 25 locais de diferentes estados da regido Central do Brasil,
conduzidos na safra 2009/2010

Locais Altitude QMG"™ QMR"  P?  Médias (kg ha™) 7,
1- Chapaddo do Céu-GO 797 227,60 44,75 0,003 9021 0,90
2 - Lucas do Rio Verde - MT 399 136,74 35,03 0,010 9193 0,86
3 - Uberlandia - MG 843 185,79 60,86 0,027 8983 0,82
4 - Jatai-GO 731 181,09 19,88 0,000 8840 0,94
5 - Campo Verde — MT 749 377,45 36,66 0,000 9440 0,95
6 - José Bonifacio — SP 430 182,90 24,75 0,000 9385 0,93
7 - Aragatuba — SP 355 264,57 43,54 0,001 8813 0,91
8 - Santa Juliana — MG 849 188,32 34,95 0,002 9460 0,90
9 - Irai de Minas — MG 1026 408,75 36,12 0,000 9852 0,95

10 - Planura-MG 526 423,44 6,00 0,000 9591 0,99
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Locais Altitude QMG™ QMR" P2  Médias (kg ha™) g,
11 - Cristalina-GO 975 438,99 51,99 0,000 9319 0,94
12 - Patos de Minas — MG 842 402,70 55,77 0,000 9529 0,93
13 - Casa Branca —SP 663 351,37 30,33 0,000 9639 0,96
14 - Campo Florido — MG 626 184,85 40,21 0,005 11029 0,88
15 - Centralina-MG 465 263,29 43,07 0,001 9703 0,91
16 - Caiap6nia-GO 694 257,67 46,41 0,002 10224 0,91
17 - Joviania— GO 842 279,89 87,25 0,023 10244 0,83
18 - Dom Aquino — MT 340 187,42 60,30 0,026 9822 0,82
19 - Goiatuba- GO 795 126,40 2550 0,003 11374 0,89
20 - Montividiu — GO 797 31581 32,21 0,000 10007 0,95
21 - Chapadéo do Sul-MS 786 353,47 26,56 0,000 8598 0,96
22- Guaira-SP 519 77,25 23,01 0,019 11880 0,84
23 - Morrinhos-GO 768 178,03 43,38 0,008 11418 0,87
24 - Holambra-SP 604 81,48 29,41 0,039 11208 0,80
25 - Sdo0 Gotardo — MG 1083 458,41 63,68 0,000 10092 0,93

QM = 10°; “: Significancia pelo teste F.

Apesar de estudos sobre a interacdo gendtipos x ambientes serem de

grande importancia para o melhoramento, ndo proporcionam informag6es

pormenorizadas sobre o comportamento de cada genétipo nas variacdes

ambientais. Nesse sentido foram realizadas as analises de adaptabilidade e
estabilidade pelo método FGGA (GARBUGLIO, 2010).
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Tabela 4 Resumo da anélise de variancia conjunta para produtividade de gréos
(kg ha™), e estimativas do coeficiente de variagio experimental e a
média geral, avaliados em 25 locais de diferentes estados da regido
Central do Brasil, conduzidos na safra 2009/2010

FV GL QM x 10"
Blocos/Ambientes 50 5,16 (0)
Genotipos (G) 8 104,32 (0)
Ambientes (A) 24 214,86 (0)
GxA 192 22,88 (0)
Residuo 400 4,01
Média: 9.866 kg ha™

CV%:8,05

“Em parénteses significancia pelo teste F.

Pelos dados apresentados na Tabela 5 constatou-se que 0s dois primeiros
autovalores maiores do que 1 capturaram apenas 50,7% da variagdo. Tem sido
descrito a necessidade de capturar pelo menos 70% da variagdo nos primeiros
eixos para que seja capturada uma parte expressiva da variacdo (RAMOS;
SANCHES; COTES, 2009; YAN et al., 2000; ZOBEL; WRIGHT; GAUCH
JUNIOR, 1988). Adicionando o terceiro autovalor foi observada que a captura
sobe para 66,7%, contudo torna-se ainda necessaria a adi¢do do quarto autovalor
para que seja atingido 77,5% da variacdo de forma a tornar expressiva a captura
da variagdo (RAMOS; SANCHES; COTES, 2009; YAN et al., 2000). Crossa
(1990) comenta que uma caracteristica marcante nos modelos multivariados é
que eles buscam capitalizar grande parte do chamado “padrdo” nos primeiros
eixos principais, relegando aos eixos subseqlientes, cada vez menos “padrdo” e
mais “ruido”.

As comunalidades (hjz), ou seja, as medidas de eficiéncia na
representacdo das varidveis por uma parte comum ficaram acima de 0,8,
indicando alta eficiéncia do processo de fatoracdo para o agrupamento de

ambientes (Tabela 6).
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O primeiro fator agrupou os locais Uberlandia-MG, Patos de Minas-MG
e Sdo Gotardo. O segundo fator agrupou os ambientes Jatai-GO, Cristalina-GO,
Goiatuba-GO, Montividiu-GO, Morrinhos-GO e Holambra-SP. No terceiro fator
foram agrupados os ambientes Santa Juliana-MG, Irai de Minas-MG, Joviania-
GO e Chapadao do Sul-MS, enquanto que o quarto fator agrupou apenas 0s

ambientes José Bonifacio-SP e Aracgatuba-SP.

Tabela5 Porcentagem da variagdo acumulada e autovalores para cada fator
obtido para andlise de estratificacdo dos ambientes de nove hibridos
avaliados em 25 locais de diferentes estados da regido Central do
Brasil, conduzidos na safra 2009/2010

Fator Autovalores Porcentagem Acumulada
1 6,531 26,1
2 6,155 50,7
3 3,988 66,7
4 2,601 77,5
5 2,523 87,6
6 1,783 94,7
7 1,000 98,7
8 0,329 100,0

E importante enfatizar que o método foi eficiente em agrupar fatores
com similaridades em caracteristicas geograficas e/ou com nivel tecnolégico de
manejo. No fator 1 foram agrupados locais situados em Minas Gerais, com
proximidade de localizacdo geografica e de altitude. Essa regido ainda é
caracterizada pelo alto investimento tecnol6gico no manejo, como maquinario
para semeadura, aplicacdo de defensivos e colheita. Para o segundo fator
novamente h& uma proximidade geografica entre os locais, propiciando
similaridades em fatores como altitude, temperaturas e precipitagdo. A excecao
nesse fator € Holambra que ao contréario dos demais locais esta localizado em

Séo Paulo, porém possui 0 mesmo padrdo tecnolégico e altitude dos demais
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locais. No terceiro fator os ambientes sdao muito semelhantes entre si quanto a
altitude, sendo este um dos provaveis fatores que levaram ao agrupamento. No
fator 4 estdo dois locais situados em Sdo Paulo com altitude baixa e com
caracteristicas climaticas e de manejo tecnoldgico muito proximos entre si.

O processo de estratificacdo ambiental permitiu a subdivisao de regies
heterogéneas em sub-regiGes mais uniformes, buscando reunir ambientes de
classificagdo genotipica similar e que fossem independentes em qualidade
ambiental, onde se exclui qualquer interacdo GXxA significativa ou, em outras
situacdes, uma interacédo significativa com predominéncia de porgéo simples, ou
seja, que ndo venha a comprometer a recomendacdo das cultivares. A analise de
fatores foi utilizada eficientemente por Garbuglio et al. (2007) que da mesma
forma que neste trabalho considerou a quantidade de fatores suficiente para
atingir acima de 70% de captacéo da variagdo total.

Tabela 6 Estratificacdo ambiental por meio da anélise de fatores, de nove
hibridos, avaliados em 25 locais de diferentes estados da regido
Central do Brasil, conduzidos na safra 2009/2010

Cargas Fatoriais Ap6s Rotacéo

Ambientes Comunalidades
Fator 1 Fator2 Fator3 Fator4
1- Chapadéo do Céu-GO 0,6970 0,1377 10,1840 0,5331 0,91
2 - Lucas do Rio Verde - MT  0,3558 -0,3673 0,6295 0,0315 0,93
3 - Uberlandia - MG -0,7660 -0,1843 10,0275 0,2051 0,90
4 - Jatai-GO -0,0594 10,8540 -0,1430 0,3227 0,93
5 - Campo Verde - MT 0,4499 10,3716 10,4631 0,3213 0,94
6 - José Bonifécio - SP 0,1234 -0,1289 -0,2449 0,8659 0,93
7 - Aracatuba — SP -0,0789 -0,1767 -0,0881 0,9152 0,93
8 - Santa Juliana - MG 0,1044 -0,1172 10,8655 -0,0392 0,93
9 - Irai de Minas - MG 0,0273 0,3446 0,7105 -0,0287 0,94
10 - Planura-MG 0,4070 0,5306 0,4507 -0,0283 0,93
11 - Cristalina-GO 0,2773 10,8835 0,1980 0,0871 0,94

12 - Patos de Minas - MG 0,7631 -0,1706 0,3588 0,2827 0,94
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“Tabela 6, conclusdo”

Cargas Fatoriais Apos Rotacédo

Ambientes Comunalidades
Fator 1 Fator2 Fator3 Fator4
13 - Casa Branca -SP 0,1117 0,4940 10,6793 0,3711 0,94
14 - Campo Florido - MG 0,1502 0,1250 -0,6605 -0,4855 0,93
15 - Centralina-MG 0,5870 -0,2124 0,4102 0,6040 0,94
16 - Caiapbnia-GO 0,2261 -0,5628 0,6924 -0,1352 0,93
17 - Joviania-GO -0,1554 -0,0270 0,8345 -0,2614 0,94
18 - Dom Aquino - MT 0,1397 0,2615 0,5071 -0,0598 0,92
19 - Goiatuba- GO 0,0966 0,7963 0,0262 -0,2342 0,93
20 - Montividiu - GO 0,1119 0,9031 -0,0836 -0,3833 0,94
21 - Chapaddo do Sul-MS -0,5606 -0,0993 0,7277 0,0536 0,93
22- Guaira-SP 0,0218 0,4543 0,4575 0,4726 0,92
23 - Morrinhos-GO -0,2462 10,7459 -0,0958 -0,4355 0,94
24 - Holambra-SP -0,0846 0,7575 0,1068 -0,5799 0,94
25 - Sdo Gotardo - MG -0,8589 -0,0141 0,2268 0,0300 0,93

Para a analise de adaptabilidade por dispersdo grafica, a partir dos
escores fatoriais finais (Figura 1), foram utilizados os quatro fatores que
agruparam 15 dos 25 ambientes considerados.

Os hibridos B1 e B2 apresentaram adaptabilidades amplas aos ambientes
agrupados nos fatores 1, 2 e 3, por estarem localizados no quadrante Q1 dos
graficos entre estes fatores. Esses hibridos ainda mostraram adaptabilidade
especifica aos ambientes agrupados nesses fatores quando comparado comos
locais do fator 4 por terem sido classificados no quadrante IV em cada um dos
contrastes. Estes hibridos ainda apresentaram as maiores médias gerais,
destacando-se pela superioridade em relagdo aos demais hibridos avaliados,
incluindo trés testemunhas (Hibridos D, E e F), e por terem sido agrupados
juntos pelo teste de comparacdo de médias de Scott-Knott, considerando a média

de todos os locais (Tabela 7).
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Figural Andlise Gréfica da adaptabilidade de nove hibridos de milho, a partir
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Esses resultados mostraram que o0 processo de
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introgresséo da

caracteristica macho esterilidade no hibrido B2 foi eficiente, uma vez que este



112

hibrido é isogénico ao B1, diferenciado apenas pela presenca de macho
esterilidade no primeiro. Os dois hibridos possuem o mesmo parental macho,
sendo que o parental fémea do B2 foi obtido por meio de introgressdo da
caracteristica macho esterilidade na linhagem fémea do hibrido B1. O processo
ocorreu por sucessivos retrocruzamentos utilizando a linhagem fémea do B1
como recorrente, dessa forma, no final do processo obteve-se a linhagem
isogénica macho-estéril SYN-2, visando obter o hibrido isogénico a partir desta
linhagem.

O objetivo final do processo de introgressdo foi obter o hibrido
isogénico, ou seja, com as mesmas caracteristicas do hibrido original (B1),
diferenciada apenas pela caracteristica que esta sendo introgredida. No caso da
macho esterilidade o hibrido ndo foi afetado, uma vez que a caracteristica deve
manifestar apenas na linhagem fémea. Nesse sentido, é muito importante que o
comportamento do hibrido produzido pela linhagem isogénica macho-estéril seja
semelhante ou superior ao hibrido original.

Esse processo tem sido comumente utilizado na incorporagdo da macho
esterilidade em milho, especialmente porque no processo de multiplicagdo da
linhagem macho-estéril é necessaria a linhagem isogénica macho fértil
(BOZINOVIC et al., 2010; STAMP et al., 2000; WEIDER et al., 2009).

Os hibridos C1 e C2 mostraram adaptabilidade amplaaos ambientes
agrupados nos fatores 2 e 4 por estarem localizados no quadrante I ou IV quando
foram considerados esses ambientes. Por outro lado, quando foram considerados
0s ambientes agrupados nos fatores 1 e 3, esses genotipos mostraram baixo
desempenho, estando propensos a ndo serem indicados para estes ambientes.

Novamente fica evidente a eficiéncia na introgresséo da macho
esterilidade. O hibrido C1 e o seu isogénico macho-estéril C2 apresentaram
desempenhos agronémicos similares, sendo classificados nos mesmos

quadrantes pelo método FGGA e com as mesmas letras de classificagdo pelo
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teste de comparacdo de média de Tukey, considerando todos os ambientes

(Tabela 7). Dessa forma, o processo de introgressdo foi eficientepara manter as

principais caracteristicas agronémicas, da linhagem recorrente original.

Tabela 7 Produtividade média de nove hibridos avaliados em 25 locais de

diferentes estados da regido Central do Brasil, conduzidos na safra
2009/2010

] Locais
Locais
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Al 9299 8255 9023 8395 9310 9979 9710 7935 8712 9025 8068 9156 9444

A2 7485 8164 8958 8835 8338 8016 7184 8761 9632 9678 9497 7330 8656
Bl 9361 9439 7589 9033 10949 9068 8105 9816 11023 11294 10572 10631 10941
B2 10511 9763 8537 8810 10667 8888 8371 10045 10817 10999 10354 11008 10720

Cl 8947 9063 9692 10367 9002 9579 8830 8944 9563 8510 10227 9283 9680
C2 8919 8699 9856 9252 10943 10105 10189 9929 11298 9482 10583 9994 10247

D 9788 9744 8144 9155 8312 10640 9631 9588 8021 10191 9011 9053 8965

8536 9873 9165 7693 8338 9118 8272 9555 8875 7462 7462 10611 7638

F 8344 9737 9882 8017 9103 9070 9026 10568 10729 9677 8093 8699 10458
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25  Média"

Al 10864 9851 9279 8835 8826 10965 8972 8166 11621 10588 10351 9732 9374c
A2 12484 7445 9100 10014 9833 11908 11485 8365 11143 12801 12073 10541 9509 c
B1 10802 10635 10845 10738 10175 11667 10789 8551 12412 11375 11464 9032 10252 a
B2 10622 10363 10620 10892 10451 12079 10610 8500 11998 11553 11456 8853 10299 a
Cl 10312 9491 9616 10295 9140 12255 11023 8230 12829 12093 11710 11199 9995b
C2 11559 9552 9311 10574 9646 10587 9915 8351 11731 10906 11138 9161 10077 b
D 11534 10422 10374 8644 11040 11477 9736 8293 11751 11905 10935 10570 9877 b
E 11266 9800 11396 10551 8794 10547 8794 7539 11435 10363 10820 9180 9323c
F 9820 9772 11478 11656 10492 10880 8740 11384 12002 11177 10922 12558 10091 b

- Agrupamento de médias, pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos para os hibridos Al e A2 mostraram baixo

desempenho de produtividade de graos nos locais compreendidos pelos fatores 1
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e 3, sendo classificados no quadrante 111. O Al ainda mostrou baixo desempenho
nos ambientes do fator 2 e 0 A2 para os ambientes do fator 4. Por outro lado, o
Al mostrou adaptabilidade especifica aos ambientes correspondentes ao fator 4
e 0 A2 aos ambientes do fator 2.

Os hibridos Al e A2 ndo apresentaram um comportamento consistente
guando comparado o hibrido proveniente da linhagem macho fértil em relacdo
ao hibrido proveniente da versdo macho-estéril. O fraco desempenho para a
produtividade de grdos nos ambientes considerados também pode ser
visualizado considerando que os hibridos avaliados ndo diferiram do hibrido E
pelo teste de comparagdo de meédias que apresentou o pior desempenho
(Tabela 7).

Parte da mudanca no comportamento do hibrido Al em relagdo ao seu
isogénico macho-estéril A2 pode ser em fungéo da interacdo entre o citoplasma
macho-estéril com o germoplasma e o ambiente. InteracBes significativas em
funcéo da inser¢do do citoplasma macho-estéril ja foram anteriormente descritas
por Duvick (1965) e Stamp et al. (2000) e podem propiciar comportamento
diferenciado entre os hibridos quando comparados entre si

Apesar dos resultados para a regido Central do Brasil ter indicado
adaptabilidade especifica ou baixo desempenho produtivo, sugerindo um
indicativo para ndo recomendacdo para estes locais. Os hibridos Al e A2
também foram avaliados em locais da regido Sul do Brasil e podem apresentar
potencial produtivo nesses ambientes. Com objetivo de obter hibridos adaptados
as condigdes especificas do mercado e visando diminuir a interacdo GXxA, a
Syngenta vem desenvolvendo programas de melhoramento especificos para a
regido Sul do Brasil, com redes de ensaio que compreendem condigdes
representativas dessas regides.

As testemunhas também tiveram desempenhos inconsistentes para

produtividade de grdos. O hibrido D mostrou adaptabilidade especifica aos
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ambientes dos fatores 1 e 4, o hibrido E apenas aos ambientes que compdem o
fator 1 e o F aos fatores 3 e 4. Para os demais fatores os referidos hibridos nao

tiveram bom desempenho para produtividade de gréos.
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4 CONCLUSOES

Todas as linhagens apresentam acima de 94% de macho esterilidade e
sdo estaveis a diferentes condi¢Ges ambientais

As linhagens SYN-1, SYN-2, SYN-3 e SYN-4 podem ser utilizadas na
producdo comercial de hibridos, associado a outros métodos de
despendoamento.

Os hibridos B1 e B2 possuem ampla adaptabilidade na maioria dos

ambientes avaliados e foram superiores para a produtividade de gréos.
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CAPITULO 4 Avaliacio comparativa da qualidade da semente hibrida em
sistema de producdo usando linhagens macho estéreis

RESUMO

Sistemas macho estéreis citoplamsaticos tém sido utilizados visando
reduzir a operacdo do despendoamento e a obtencdo de sementes com alta
qualidade. Foram obtidos os hibridos SYN-MF proveniente de linhagens macho
férteis e a versdo isogénica macho-estéril SYN-ME utilizando a linhagem
macho-estéril SYN-LC, com e sem despendoamento. Sete tratamentos foram
obtidos envolvendo diferentes combinagdes de sementes: SYN-MF; SYN-ME
com despendoamento; SYN-ME sem despendoamento; SYN-ME com
despendoamento + 50% SYN-MF; SYN-ME sem despendoamento + 50% SYN-
MF; SYN-ME com despendoamento + 75% SYN-MF; SYN-ME sem
despendoamento+ 75% SYN-MF. Cada um dos tratamentos foi semeado em um
campo isolado visando & quantificacdo de plantas autofecundadas. A avaliagéo
foi feita visual e por isoenzimas. Todos os tratamentoforam classificados quanto
a forma e tamanho. As linhagens foram avaliadas quanto ao potencial
produtivo.O hibrido SYN-ME macho-estéril produzido com ou sem
despendoamento teve porcentagens de plantas autofecundadas menores do que o
isogénico SYN-MF, considerando as diferentes porcentagens de combinacao dos
hibridos SYN-ME e SYN-MF.O despendoamento associado a utilizacdo de
linhagens macho estéreis contribui para a reducéo de plantas autofecundadas no
hibrido.A linhagem macho-estéril SYN-MEé eficiente em evitar a
autofecundacdo.Houve reducgdes no custo da semente hibrida produzida quando
as linhagens macho estéreis estdo envolvidas. Mesmo quando foi utilizado
despendoamento em 40% da linhagem fémea, houve redugdo no custo por saco
em relacdo ao método tradicional.

Palavras-chave: CMS. Linhagens. Despendoamento. Produgdo de semente.
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ABSTRACT

Male-sterile cytoplasmic systems have been used to reduce the
detasseling operation and obtain high quality seeds. Hybrids SYN-MF were
obtained from male-fertile inbred lines and its isogenic male-sterile version
(SYN-ME) using male-sterile inbred line SYN-LC, with and without
detasseling. Seven treatments were obtained with different seed combinations:
SYN-MF; SYN-ME with detasseling; SYN-ME without detasseling; SYN-ME
with detasseling + 50% MF-SYN, SYN-ME without detasseling + 50% SYN-
MF; SYN-ME with detasseling + 75% MF-SYN, SYN-ME without detasseling
+ 75% SYN-MF. Each treatment was sown in an isolated field in order to
quantify self-fertilized plants. The evaluation was performed visually and by
isoenzymes. All treatments were classified in shape and size. The inbred lines
were evaluated for yield potential. The SYN-ME male-sterile hybrid produced
with and without detasseling presented the lowest percentages of self-fertilized
plants in relation to its isogenic SYN-MF, considering the different percentages
of the combination of hybrids SYN-ME e SYN-MF. The detasseling associated
with the use of male-sterile inbred lines contributed to a reduction of self-
fertilized plants in the hybrid. The SYN-MF male-sterile inbred line was
efficient in avoiding self-fertilization. There was a decrease in the cost of hybrid
seed produced when the male-sterile inbred lines were involved. Even when
detasseling was used in 40% of the female inbred line, there was a reduction in
the cost per sac compared to the traditional method.

Keywords: CMS. Inbred Lines. Detasseling. Seed production.
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1 INTRODUCAO

O mercado brasileiro de produgdo de milho est& baseado na utilizagdo de
sementes hibridas que entre outros beneficios, permitiu o incremento da
produtividade de gréos, a expanséo da area de producdo e a resisténcia a fatores
bidticos e abidticos (PATERNIANI; CAMPQS, 1999).

Na producdo da semente hibrida uma importante etapa é efetuar o
despendoamento da linhagem fémea visando ter o direcionamento da
polinizacdo (MAGALHAES et al., 1999). Além do alto custo da operago, se 0
despendoamento ndo for feito de forma segura pode permitir que as plantas se
autofecundem, comprometendo a qualidade das sementes, podendo acarretar em
prejuizos pelo descarte do lote, ou por perdas na produtividade de grdos do
agricultor. Diante do exposto, as empresas produtoras de sementes tém
empenhado esforcos para o controle do despendoamento em campos de
producdo e uma alternativa que vem sendo considerada é a utilizacdo de
sistemas macho estéreis.

Sistemas macho estéreis por definicdo ndo produzem polens viaveis e
vem sendo utilizados nos programas de melhoramento por propiciar vantagens
competitivas na producgdo de sementes hibridas, especialmente considerando as
facilidades no manejo, dispensando o despendoamento do parental fémea e
promovendo a reducdo no custo de producdo de sementes (KASER-
SCHNEIDER, 2002).

O sistema que mais tem sido utilizado é a macho esterilidade genético
citoplasmatica (CMS), sendo atualmente muito comum o uso dos citoplasmas C
e S (WYCH, 1988). As linhagens macho estéreis normalmente s&o obtidas pelo
método de retrocruzamento entre linhagens elites, utilizadas como recorrente, e

um doador do citoplasma macho-estéril.
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Ao obter uma linhagem macho-estéril é importante avaliar o
comportamento dela em relacdo ao seu isogénico macho fértil e avaliar o
hibrido, também em relacdo ao isogénico. Na linhagem é importante avaliar a
sua capacidade em manter a esterilidade e no hibrido é necessério checar a
capacidade do hibrido em restaurar a fertilidade.

Por vezes o hibrido F; mantém a esterilidade por falta de
alelosrestauradores no parental macho do hibrido. Como estratégia para evitar a
baixa produgéo de pdlen no campo do hibrido macho-estéril tem sido sugerida a
mistura de sementes do hibrido isogénico proveniente de linhagens macho
férteis. Nessa estratégia que € conhecida por Blend, tem sido sugerida a
utilizagdo de 80% de sementes do hibrido macho-estéril e 20% do hibrido macho
fértil (FEIL; WEINGARTNER; STAMP, 2003). Entretanto, para a utilizacao
desta técnica é necessaria a certificacdo da semelhanca entre as duas linhagens e
seus respectivos hibridos, tanto para a producdo do hibrido quanto para
caracteristicas relacionadas a semente, envolvendo o custo de cada.

O objetivo com o presente estudo foi avaliar a proporcdo de plantas
autofecundadas nos campos de producdo de semente hibridas em diferentes

proporcdes de mistura de sementes macho estéreis e macho férteis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Produgdo de Hibridos Experimentais

Foram instalados trés campos de producdo de sementes visando a
producdo de sementes do hibrido SYN-MF, SYN-ME com despendoamento e
SYN-ME sem despendoamento.

A producéo do hibrido SYN-MF foi realizada considerando as linhagens
SYN-LA (fémea) e SYN-LB (macho), ambas macho férteis. A relacéo utilizada
foi de duas linhas de macho alternadas por quatro linhas da fémea. As fémeas
foram semeadas com 80 cm entre linhas, com uma densidade de 65 sementes em
10 m lineares. O macho foi semeado com 60 cm entre linhas e a mesma
densidade da fémea. Quando restavam apenas de 4 a 3 folhas recobrindo o
penddo foi efetuado o processo de conhecido como despendoamento, que
consiste na retirada da inflorescéncia masculina das linhas fémeas (nos
tratamentos com despendoamento). Apdés o completo florescimento foram
cortadas as linhas de macho e ao final do ciclo foram colhidas as linhas fémeas.

A producdo do hibrido SYN-ME foi realizada utilizando o mesmo
parental macho do hibrido SYN-MF. A linhagem fémea utilizada foi a SYN-LC
que é isogénica a linhagem SYN-LB e foi obtida ap6s o processo de introgressao
da caracteristica macho esterilidade do tipo S. O processo foi efetuado
realizando sucessivos retrocruzamentos utilizando a linhagem SYN-LB como
parental recorrente. A relacdo macho e fémea, a densidade de plantas e os
espacamentos utilizados foram os mesmos adotados para a producéo do hibrido
SYN-MF. Foram obtidos dois tipos de sementes hibridas SYN-ME, uma
realizando o despendoamento da fémea e o0 outro sem realizar o despendoamento

da fémea.
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Posterior a obtencdo das sementes SYN-ME em cada um dos dois tipos
de sementes hibridas (com e sem despendoamento) foram realizadas misturas
com sementes do hibrido isogénico SYN-MF. As proporg¢des utilizadas foram
sem mistura ecom 50% e 75% de mistura. Dessa forma, ao final do processo
foram obtidos sete tratamentos: SYN-MF; SYN-ME com despendoamento;
SYN-ME sem despendoamento; SYN-ME com despendoamento + 50% SYN-
MF; SYN-ME sem despendoamento + 50% SYN-MF; SYN-ME com
despendoamento + 75% SYN-MF; SYN-ME sem despendoamento + 75% SYN-
MF.

2.2 Avaliagdo da qualidade dos hibridos experimentais

Cada um dos sete tratamentos foi semeado em um campo isolado de
0,24 ha, distribuidos em 30linhas de 80 m cada, espacadas 0,8 m entre linhas e
com uma densidade média de 65 plantas para cada 10 m. Os tratamentos foram
semeados em areas isoladas com pelo menos 400 m de isolamento entre um
campo e outro. A instalagcdo dos campos ocorreu em setembro do ano de 2009. A
cada 10 linhas foi considerada uma repeticéo.

Em cada campo e repeticdo foi realizada a contagem do numero de
plantas autofecundadas. A contagem foi feita por identificacdo visual,
analisando todas as planta do campo no estadio vegetativo R3 (Gréo leitoso),
utilizando a escala proposta por Magalhdes et al. (2002). As plantas identificadas
pela baixa altura e desenvolvimento em relagdo as plantas hibridas ndo foram
descartadas (potencial autofecundacdo), sendo que ap6s a colheita foram
amostradas 1.000 sementes de cada um dos campos para serem submetidos a
andlise de isoenzima visando a identificacdo das plantas autofecundadas.

As sementes colhidas dos hibridos SYN-MF e SYN-ME foram

classificadas quanto a forma e tamanho. Quanto & forma foram classificadas em
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redondas (R) e chatas (CH) e quanto ao tamanho foram classificadas entre as
peneiras 16 e 24.

2.3 Analise da produtividade das linhagens

As linhagens SYN-LA e SYN-LC foram analisadas quanto a
produtividade de grdos em cinco locais: Cruz Alta-RS, Holambra-SP, Mococa-
SP, Morrinhos-GO e Uberlandia-MG, durante a safra de 2009/2010.

Os experimentos foram instalados com trés repeti¢des, sendo que cada
parcela foi constituida de quatro linhas de 4 m de comprimento, espagadas 0,80
cm entre linhas. Em cada parcela foi obtida a produtividade de grdos que foi
posteriormente corrigida para 13% de umidade.

A produtividade média da linhagem SYN-LA foi considerada 100% e
foi estimada a produtividade relativa para cada local e linhagem.

2.4 Estimativa do custo de producéo relativo

Para estimativa do custo relativo foi considerado como referéncia de
100% o custo para um saco com 50.000 sementes do hibrido SYN-MF obtido
com despendoamento. Posteriormente fora feitas as estimativas do custo de cada
operacdo nos campos de producdo considerando a utilizacdo da linhagem SYN-
ME nas porcentagens com 20% e 40% do campo despendoado.

Também foram estimados os custos considerando a mistura de sementes
hibridas obtidas usando a linhagem macho-estéril (SYN-ME) com sementes
provenientes de linhagens macho férteis (SYN-MF). Foram utilizados diferentes
niveis de mistura, sempre utilizando a semente do hibrido SYN-MF produzida

com 40% do campo despendoado. As misturas foram de 80% do hibrido SYN-
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ME e 20% SYN-MF, nas propor¢des de 50% para cada hibrido e para a mistura
de 25% do hibrido SYN-ME e 75% SYN-MF.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um importante carater que deve ser avaliado na semente hibrida por
mensurar a qualidade do campo de producdo da referida semente é a
porcentagem de plantas autofecundadas.

A andlise de variancia revelou efeitos significativos para tratamentos
(dados ndao mostrados), ou seja, ha diferencas significativas na quantidade de
plantas autofecundadas entre os tratamentos obtidos a partir dos diferentes
campos de producdo, considerando diferentes métodos de avaliacdo e materiais
com e sem despendoamento, usando linhagens macho estéreis e com citoplasma
macho fértil.

O coeficiente de variacdo foi de 4,9%, considerado baixo e mostrando
uma alta precisdo ambiental.

Foram observadas 0,33% de plantas provenientes de autofecundagéo na
avaliacdo visual realizada a campo para o hibrido SYN-MF e 0,55% na
avaliacdo realizada por Isoenzima, revelando diferencas significativas pelo teste
de médias de Scott-Knott (Tabela 1). As plantas autofecundadas sédo
provenientes de plantas da linhagem fémea que néo foram despendoadas durante

0 processo de producao do hibrido.
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Tabelal Porcentagem de plantas autofecundadas durante a avaliacdo dos
hibridos SYN-MF obtido pela linhagem fémea macho fértil e SYN-
ME obtido pela linhagem fémea macho-estéril, em Uberlandia no ano

de 2009
SYN-MF"
Visual Isoenzima Média
Com 0,33 h 0,55 k 0,44
Despendoamento
SYN-ME"
Visual Isoenzima Média
Mistura (%)* Mistura (%)* Mistura (%)*
0 50% 75% 0 50% 75% 0 50% 75%
Com 017d 011¢c 008b 02e 015d 0lc 018 013 0,09
Despendoamento ™’ ' ' ' ' ' ' ' '
Sem 0,289 0,062 027g 036i 041j 02e 032 023 0724
Despendoamento

*: Mistura com sementes do hibrido SYN-MF (em % de mistura no campo).
\l: Agrupamento de médias, pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Altas porcentagens de plantas autofecundadas em lotes de producéo
comercial de sementes do hibrido podem comprometer a qualidade do lote,
acarretando em prejuizos pelo descarte do lote, ou ocasionando prejuizo ao
agricultor por perdas na produtividade de grédos. Uma alternativa para evitar a
autofecundacdo da linhagem fémea nos campos de producdo é a utilizagdo de
linhagens fémeas macho estéreis. Entretanto, da mesma forma que a semente
comercial obtida com despendoamento, é necessario avaliar a qualidade da
semente produzida, especialmente quando a linhagem pode apresentar
restauracdo parcial da fertilidade.

As avaliaces realizadas para o hibrido SYN-ME, produzido utilizando a
linhagem macho-estéril SYN-LC como parental fémea, apresentou as menores

porcentagens de plantas autofecundadas em relagdo ao seu isogénico SYN-MF,
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independente se as sementes foram produzidas com ou sem despendoamento e
se foram consideradas as avaliacOes realizadas por isoenzima ou visual
(Tabela 1).

Os resultados obtidos mostraram que a linhagem macho-estéril foi
eficiente em evitar a autofecundacdo da linhagem fémea, permitindo o controle
do direcionamento proposto para a polinizacdo, mesmo guando nao foi realizado
o despendoamento da linhagem fémea macho-estéril. Entretanto, a presenca de
plantas autofecundadas no hibrido SYN-ME revelou que houve a presencga de
plantas com restauracdo da fertilidade do pdlen.

Apesar das sementes obtidas para o hibrido SYN-ME sem
despendoamento apresentarem plantas autofecundadas menor do que o hibrido
SYN-MF obtido pelos parentais macho férteis, o despendoamento contribuiu
para a reducdo em média de 44% no numero de plantas autofecundadas (0,32%
para 0,18%). Embora o despendoamento tenha contribuido para reducdo no
numero de plantas autofecundadas, é importante avaliar o custo que a operagao
agrega ao saco de semente.

A alta qualidade da semente produzida do hibrido macho-estéril SYN-
ME, mesmo sem despendoamento, em parte € resultado do desempenho da
linhagem fémea que compde este hibrido (linhagem SYN-LC). Na média de
cinco campos de multiplicacdo localizados em Uberlandia-MG, Sao Gotardo-
MG, Goaiatuba-GO, Casa Branca-SP e Guaira-SP, durante o ano de 2009, foram
observadas apenas 1,5% de plantas com restauracdo da producao de pdlen viavel
(dados ndo apresentados), mostrando que apesar da reversdo parcial da macho
esterilidade a linhagem apresentou eficiéncia e estabilidade da macho
esterilidade.

Deve-se considerar que a linhagem SYN-LC € caracterizada pela
presenca do sistema macho-estéril do tipo S, que tem sido descrito na literatura

por apresentar grande interacdo com o ambiente e por ser sensivel a reversdes
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parciais da fertilidade (LAUGHMAN; GABAY-LAUGHMAN, 1983; WEIDER
et al., 2009).

Outra caracteristica que mostra o potencial de utilizacdo da linhagem
SYN-LC foi o da capacidade produtiva em comparacdo com a linhagem
isogénica macho fértil SYN-LA.

A anélise de variancia conjunta considerando os cinco locais de
avaliacdo revelou a presenca de efeitos significativos entre as linhagens e a
presencdo de interacdo linhagens x locais (dados ndo mostrados). Os dados
apresentados na Figura 1 evidenciamqgue na média de cinco locais a linhagem
macho-estéril foi 2% mais produtiva em relacdo ao seu isogénico, havendo
diferenca significativa pelo teste de médias de Scott e Knott (1974). Analisando
os locais, pode-se observar que apesar da superioridade média, em alguns locais
a produtividade da linhagem SYN-LC foi menor do que a SYN-LA, evidenciado
pela interagdo com o local de avaliagdo.
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Figural Produtividade média de grdos obtida para as linhagens SYN-LA e
SYN-LC, em cinco locais durante a safra de 2009/2010.

‘. Agrupamento de médias, pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

InteracOes significativas para produtividade de grdos na avaliacdo de
genétipos macho estéreis tém sido observadas na literatura, especialmente
considerando gendtipos do tipo S (DUVICK, 1965; WEIDER et al., 2009).

Diante do exposto, essa linhagem pode ser recomendada para utilizacéo
em campos comerciais de producdo de sementes hibridas. Entretanto, deve-se
considerar a producdo em locais onde é menos provavel a restauracdo da
fertilidade, devendo-se considerar a necessidade de acompanhamento do campo
visando retirar plantas com potencial para restauragdo, com possibilidade de
obter altos niveis de produtividade. Entretanto, apesar da restauragdo parcial, o
uso de linhagens macho estéreis podem representar ganhos significativos na
operacdo, na qualidade e na reducdo do custo final do saco de semente hibrida
(MACKENZIE, 2004).
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Linhagens macho estéreis para obtencdo de sementes hibridas de milho
vém sendo utilizadas eficientemente em diferentes paises (BOZINOCOVIC et
al., 2010; STAMP et al., 2000; WEIDER et al., 2009). Em funcéo do seu uso
eficiente tem sido fortemente considerada a utilizacdo de sistemas macho
estéreis nos programas de melhoramento.

Em funcdo da inseguranca quanto a restauracdo da producdo de polens
viaveis nos campos de plantas hibridas F; provenientes de linhagens macho
estéreis, especialmente pela auséncia dos genes restauradores no parental macho,
determinados materiais genéticos necessitam de misturar sementes do hibrido
macho fértil (SYN-MF) com sementes do isogénico macho-estéril (SYN-ME).
As misturas sdo realizadas visando garantir a producdo de poélen viavel no
campo comercial de produgdo de grdos, sem que haja alteracdo na qualidade
comercial da semente. Ao utilizar essa técnica, um fator importante é determinar
as proporcOes de mistura do hibrido macho-estéril (SYN-ME) em relacdo ao
macho fértil (SYN-MF).

Foram simulados dois niveis de mistura, 50 e 75% de sementes do
hibrido SYN-MF misturadas as sementes do hibrido SYN-ME obtidas com e
sem despendoamento (Tabela 1). Considerando todos os campos de avaliacdo, as
maiores porcentagens de plantas autofecundadas foram observadas quando nao
houve o despendoamento da fémea, independente da avaliagdo visual ou por
isoenzima. A excecdo ocorreu na combinacdo de 50% de sementes do hibrido
SYN-ME e 50% do SYN-MF que na avaliagdo visual mostrou maior
porcentagem de plantas autofecundadas no campo sem despendoamento
(Tabela 1).

Apesar de o despendoamento contribuir para diminuir o nimero de
plantas autofecundadas, todas as combinagdes de sementes dos hibridos SYN-
ME e SYN-MF avaliadas, mesmo quando considerado 0s campos sem

despendoamento, apresentaram porcentagens menores das obtidas para sementes
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produzidas pelo método tradicional. Esses resultados indicaram que nenhuma
proporcao de mistura de sementes interferiu na qualidade da plantas hibridas na
lavoura, possibilitando a indicacdo de misturas entre os dois hibridos visando
garantir a producdo de p6len viavel na lavoura comercial.

Na literatura tem sido descrito que 20% de sementes do hibrido
isogénico macho fértil foram suficientes para garantir a producdo de pélen para
0 campo todo mesmo quando o hibrido obtido pela linhagem macho-estéril ndo
apresentou restauracdo na producdo do pdlen (FEIL; WEINGARTNER;
STAMP, 2003). Dessa forma, considerando a propor¢do mais baixa do presente
estudo (50%) ha garantia de polinizagdo do campo mesmo se o hibrido
apresentar macho esterilidade plena.

Ao utilizar linhagens macho estéreis na obtencdo do hibrido,
considerando o uso do despendoamento e a mistura de sementes do isogénico é
importante considerar o custo do saco de semente obtido.

Visando estimar o custo considerando as diferentes combinacGes foi
considerado o custo para um saco com 50.000 sementes do hibrido SYN-MF
obtido com despendoamento como sendo 100%. Utilizando a linhagem macho-
estéril, sem despendoamento, apenas considerando o repasse do campo, 0 custo
final de um saco com 50.000 sementes foi de 87,1% em relacdo ao saco com
sementes obtidas pelo método tradicional. Por outro lado, considerando a
utilizagdo da linhagem macho-estéril, porém com 20% do campo despendoado
visando garantir a retirada de penddes que possam ter a reversdo da macho
esterilidade, o custo do saco com 50.000 sementes foi de 88,9% em relacdo ao
saco com sementes obtidas pelo método tradicional. Com o despendoamento de
40% do campo o custo final do saco de sementes foi de 94,7%.

Dessa forma, mesmo considerando a producdo de hibridos provenientes
de linhagens macho estéreis com necessidade de despendoamento parcial do

campo em 40% da linhagem fémea, o custo por saco é menor do que o obtido
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pelo método tradicional, justificando, portanto, a utilizagdo da linhagem macho-
estéril mesmo se esta apresentar restauracdo parcial da fertilidade. Quanto ao
nivel de despendoamento a ser adotado (20 ou 40%) deve-se considerar o local e
safra de producdo, uma vez que, conforme comentado anteriormente a linhagem
SYN-LC pode apresentar elevada interacdo com o ambiente.

Diante da possibilidade de efetuar mistura de sementes hibridas obtidas
usando a linhagem macho-estéril (SYN-ME) com sementes provenientes de
linhagens macho férteis (SYN-MF) foram estimados os custos em diferentes
niveis de mistura.

Considerando a utilizacdo da semente do hibrido SYN-MF produzida
com 40% do campo despendoado, na mistura de 80% do hibrido SYN-ME e
20% SYN-MF, o custo foi de 95,3%. Nas proporc¢des de 50% para cada hibrido,
0 custo obtido foi de 97,3% e para a mistura de 25% do hibrido SYN-ME e 75%
SYN-MF o custo foi de 98,7%, ou seja, mesmo com altas propor¢des de mistura
com o hibrido SYN-MF, ha uma reducdo no custo por saco considerando a
utilizacdo da linhagem macho-estéril.

No momento da colheita dos grdos todos os campos de producéo
envolvendo os hibridos SYN-MF e SYN-ME e as diferentes combinacdes de
misturas tiveram a classificagdo dos grdos como amarelo duro, confirmando néo
haver diferengas entre os grdos colhidos e as diferentes misturas entre os
hibridos.

Embora os resultados mostrem a viabilidade na mistura de sementes
entre os hibridos SYN-MF e SYN-ME, hd a necessidade de verificar a
classificagdo quanto a distribuicdo de forma e tamanho das sementes hibridas
produzidas.

Conforme os dados apresentados na Figura 2 ndo houve diferencas entre
0s padrBes de peneiras entre as sementes produzidas dos hibridos SYN-MF e

SYN-ME, ambos com despendoamento. A similaridade ente os hibridos torna-se
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evidente quando considerado que 90,4% e 91,1%, respectivamente, das
sementes do hibrido SYN-ME e SYN-MF foram classificadas entre as peneiras
18 e 22.

30

B SYN-ME
SYN-MF

16ch 16r 18ch 18r 20ch 20r 22ch 22r 24ch 24r
Classificacdo de Peneiras

Figura2 Distribuicdo da classificacdo por tipo de peneira das sementes dos
hibridos SYN-MF e SYN-ME produzidos utilizando despendoamento
das linhagens fémeas

A auséncia de diferencgas na distribuicdo e classificacdo de peneiras tem
grande importancia na comparagdo entre o hibrido e seu isogénico. As
diferencas no formato e peso das sementes estdo relacionadas as diferencas na
fertilizagdo dos Ovulos que ndo ocorrem simultaneamente, resultando em
desenvolvimento diferenciado das sementes (BATISTELLA FILHO; VITTI
MORO; CARVALHO, 2002). Dessa forma, apesar da influencia da polinizacéo,
esta caracteristica estd relacionada & linhagem fémea e é desejavel que néo
ocorra mudangas no padréo de peneira entre o hibrido e a sua versao isogénica

macho-estéril, sendo interessante que a maior concentracdo de sementes esteja
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entre as peneiras 18 e 22, em funcdo da preferéncia dos agricultores pela
facilidade do manejo.

A utilizacdo de linhagens macho estéreis proporcionou a producdo de
sementes hibridas comerciais com padr@es comerciais de qualidade relacionados
a baixa porcentagem de plantas autofecundadas, distribuicdo de peneiras, mesmo
guando considerado a mistura de sementes e com custo abaixo da semente

produzida usando parentais macho férteis.
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4 CONCLUSAO

O hibrido SYN-ME macho-estéril produzido com ou sem
despendoamento tem porcentagens de plantas autofecundadas menores do que o
isogénico SYN-MF, considerando as diferentes porcentagens de combinacao dos
hibridos SYN-ME e SYN-MF.

O despendoamento associado & utilizagdo de linhagens macho estéreis
contribui para a redugdo de plantas autofecundadas no hibrido.A linhagem
macho-estéril SYN-ME¢ eficiente em evitar a autofecundagé&o.

Ha redugdes no custo da semente hibrida produzida quando as linhagens
macho estéreis estdo envolvidas. Mesmo utilizando o despendoamento em 40%
da linhagem fémea, ha redugdo no custo por saco em relacdo ao método

tradicional.
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