PRE-SELECAO DE LINHAGENS DE MILHO-PIPOCA PARA
RESISTENCIA A PODRIDAO DE ESPIGAS OCASIONADA POR
Fusarium sp.

RAFAEL NUNES DE ALMEIDA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO — UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
FEVEREIRO — 2022



PRE-SELECAO DE LINHAGENS DE MILHO-PIPOCA PARA
RESISTENCIA A PODRIDAO DE ESPIGAS OCASIONADA POR
Fusarium sp.

RAFAEL NUNES DE ALMEIDA

“Tese apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuéarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutor em Genética e Melhoramento de
Plantas”.

Orientador: Prof. Marcelo Vivas

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
FEVEREIRO - 2022



FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pelo autor.

A447

Almeida, Rafael Nunes de.

Pré-selecao de linhagens de milho-pipoca para resisténcia a podridao de espigas
ocasionada por Fusarium sp. / Rafael Nunes de Almeida. - Campos dos Goytacazes, RJ, 2022.

119f. il
Bibliografia: 73 - 92.

Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) - Universidade Estadual do

Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, 2022.
Orientador: Marcelo Vivas.

1. melhoramento de plantas. 2. recursos genéticos. 3. Fusarium verticillioides. 4.

resisténcia a doencas. 5. nitrogénio. I. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. II. Titulo.

CDD - 631.5233




J

PRE-SAELECA‘O DE LINHAGENS DE MILHO PIPOCA PARA
RESISTENCIA A PODRIDAO DE ESPIGAS OCASIONADA POR
Fusarium sp. ‘

RAFAEL NUNES DE ALMEIDA

“Tese apresentada ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtengdo do
titulo de Doutor em Genética e Melhoramento
de Plantas.”

Aprovada em 21 de fevereiro de 2022.

Comissao Examinadora:

L e G

Dr. Roberto dos Santos Trindade (D.Sc., Genética e Melhoramento de Plantas)
. EMBRAPA

N

P¥of. Alexandre Pio Viana (D.Sc., Producéo Vegetal) - UENF

Prof. Anténio Teixeira do Amaral Junior (D.Sc., Genética e Melhoramento) - UENF

- \ -
'S ”} B N D (H\Q—— }\J\ ATTD

Prof. I\/lé/celo Vivas (D.Sc., Genética e Melhoramento de Plantas) - UENF
‘ (Orientador)




AGRADECIMENTOS

A Deus, que nos deu a graca da inteligéncia e que cultiva em nos a
curiosidade em conhecer a grandeza de sua obra por meio da ciéncia.

Aos meus familiares e a minha companheira de vida, por serem meu
alicerce e forca de motivacao para as lutas e conquistas da vida.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e ao Programa
de Pdés-graduacao em Genética e Melhoramento de Plantas, na pessoa de todos
os professores integrantes, pela oportunidade e apoio para realizacdo do
doutorado.

A Fundac&o Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
de Janeiro (FAPERJ) pela concessao da bolsa de doutorado e financiamento dos
projetos de pesquisa.

Ao meu orientador, pela confianca e oportunidade de crescimento
profissional, pelo respeito e pela humanidade na forma de se relacionar com a
equipe de trabalho.

Aos colegas de trabalho, sem os quais este trabalho nédo seria possivel.
Agradeco o companheirismo, a sinceridade e a dedicagao prestada.

A todas as minhas professoras e professores, que trabalharam no meu
crescimento profissional e pessoal. Reconhe¢o, com muito carinho, que todas as
minhas conquistas s@o consequéncias do esforco de bons profissionais e

excelentes seres humanos com os quais tive o privilégio de conviver.



Agradeco aos governantes brasileiros que, em anos anteriores,
viabilizaram oportunidades de estudos para que pessoas como eu, filho de um
zelador e de uma dona de casa, pudessem, por for¢ca de seu mérito e determinacéo,
conquistar titulos académicos e acessar melhores oportunidades de trabalho.

Agradeco em especial a todos os colegas cientistas, que trabalharam no
desenvolvimento de vacinas durante os Ultimos anos, para que eu, meus familiares
e amigos, pudéssemos agora, estarmos imunizados contra o virus Covid 19,
responsavel pela morte de mais de meio milhao de brasileiros e brasileiras durante
a pandemia que se estende por mais de dois anos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001.



SUMARIO

1 11V Xi
ABSTRACT ...ttt ettt e e e e e e e e s et e e e e e et et e e e e e a e e e e e aaaaaaas Xiv
1. INTRODUGAO. .....ocoiieeiie ettt ettt e et eesereeteareeeeenes 1
2. OBUIETIVOS ..ottt ettt e s e e e e et e e e e e asse e e naee s 4
P2 R ® o] 11 1)V o I 1T - | P 4
2.2 Objetivos ESPECITICOS ....iciiiii e 4
3. CAPITULODS .ottt 5
3.1 CAPITULO 1 - RESPOSTA DE LINHAGENS DE MILHO PIPOCA A
PODRIDAO DE ESPIGA SOB CONDICOES DE INFECCAO NATURAL ........... 5
311 INTRODUGAO ...ttt sttt ne e 5
3.1.2. REVISAO DE LITERATURA .....oiiieieeeeeeeeeeeeee ettt 7
3.1.2.1. Cadeia produtiva do milho-pipoca no Brasil .............ccccceeeeiiiiieiiiiiiniinnnnns 7

3.1.2.2. Podriddo de espiga ocasionada por Fusarium: desenvolvimento e

IMPOIANCIA ECONOIMICA ....uuiiiee e e e ee e eee e e e e s e e e e e e e eeeeeeeeeaeeeessaaanens 8
3.1.2.3. Melhoramento para resisténcia a podridao de espiga em milho ............. 10
3.1.2.4. Melhoramento de milho-pipocana UENF ................cc.ooooiiinniiininnn, 12
3.1.2.5. Dispersao de doencas no campo e andlises de correlacdo espacial: uso
da fuNGA0 K dE RIPICY ... 16
3.1.3. MATERIAL EMETODOS .....ooouiieeeeceeee ettt 20
3.1.3.1. Material Vegetal .........coouuuiiiiiiiiiii e 20
3.1.3.2. ENSAI0S d€ COMPELIGAD ...euvvuinniiiiieeeeeiiie e e ettt e 21



3.1.3.3. Avaliacdo daincidéncia e severidade de FER .............ccccoeiiiiiiiiiiiiiiinnnns 24

3.1.3.4. ANAliSe EStatiStiCA ..uvvvvviriiieeeeeee et 25
3.1.3.4.1. Significancia das fontes de Variagao ............cccvrrviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeees 25
3.1.3.4.2. Selecéao de linhagens com potencial de resisténcia a FER ................. 27
3.1.3.4.3. Inferéncia sobre correla¢des espaciais na ocorréncia da doenca ....... 28
3.1.3.4.4. Ferramentas e procedimentos para execucao das andlises ............... 29
3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAD ...t 29
3.1.5. CONCLUSOES .....ocoiiiiiiiiiieie ettt 46

3.2. PODRIDAO DE ESPIGA EM LINHAGENS DE MILHO-PIPOCA:
RESPOSTA DIFERENCIAL EM RELACAO A QUANTIDADE DE NITROGENIO

N e 1 0 15 1 PP 47
3.2.1. INTRODUGAOD ..ottt en et A7
3.2.2. REVISAO DE LITERATURA ...t 49
3.2.2.1. Obtencao de linhagens e desenvolvimento de hibridos em milho .......... 49

3.2.2.2. Métodos de avaliacdo e selecédo para resisténcia a podridao de espiga
ocasionada por Fusarium em MilN0 ... 52
3.2.2.3. Melhoramento para eficiéncia no uso de Nitrogénio .............ccceevevevvvnnens 53

3.2.2.4. Relacdo entre doencas e aplicacdo de nitrogénio: desafios para o

MEINOramento gENELICO .....ccooiiiee e e e e e e e e e e e e 55
3.2.3. MATERIAL EMETODOS .....oootieieeeieee ettt sn s 57
3.2.3.1. Material Vegetal ...........ooueeieiiiiiiiie i 57
3.2.3.2. Caracterizacdo dos ensaios de COMPELiCAOD ......ccceeeeeeeerieeeeieiieeeeeeiiiennnns 58
3.2.3.3. Conducao dos ensaios eXperimentais ............uevveieiiiiiieeeeeeeeeeeeeieeeniiaanns 60
3.2.3.4. Avaliacao de podridao de eSPiga ........coceeevvieiiieeeiiiicee e, 60
3.2.3.5. ANAlISES ESTAlISHICAS ....uvuvrriiiiiiiiieiiee ettt te e e e e e e e s e e e e e s s 61
3.2.4. RESULTADO ..ottt ettt e et ee e e e s e e e e e e annnsrnneees 63
3.2.5. DISCUSSAOD ..ottt ettt e ettt ne e e 69
3.2.6. CONCLUSODES ..ottt ettt n et ene e 71
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cootiiiiiiiiieieieieeee s 73
APENDICE ....oiuiiiieieieietee ittt sttt ettt en s 93
APENDICE A ...ttt ettt ettt nn e 94
APENDICE B ...ttt ettt es et es s 95



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Organograma de desenvolvimento de cultivares do programa de
melhoramento de cultivares do programa de melhoramento genético de milho-
pipoca da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro durante 20
ANOS: 2001 @ 2021 ... s 14

Figura 2. llustracdo do processo de contagem de pontos por intervalos de
distancia a partir de pontos centrais (A) e; resultado grafico (B) para o teste de
hipétese de distribuicdo espacial entre pontos a partir da transformacéo dos
valores estimados pela funcdo K de Ripley em valores de L(s), onde: a linha
continua representa os valores reais (observados) estimados para dada intervalo
de distancia e, as linhas pontilhadas delimitam o envelope de confianca (area em

=40 | o3 =T ) SRR 19

Figura 3. llustracdo da escala diagramatica adaptada a qual foi utilizada na
avaliacdo de podriddo de espiga causada por Fusarium verticillioides em milho-

pipoca (parte mais clara representa a por¢ao com sintomas visiveis) ................. 24

Figura 4. Mapa de ocorréncia de podriddo de espiga ocasionada por Fusarium
nas parcelas (cada um dos retangulos dentro de cada ensaio; retangulos com
linhas cruzadas na diagonal representam parcelas perdidas), de cada ensaio de

competicdo das safras de inverno 2019 (A) e de verdo 2019/2020 (B -

Vi



Experimentos 1 a 3) e verdo 2020/2021 (B — Experimentos 4 a 6) em Campos

dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil ...........ccccoovvviiiiiiiiiiiiniiieeeeeeeeiiie 30

Figura 5. Histograma de notas (percentagem de doenga) para incidéncia e
severidade de podriddo em espigas incididas por Fusarium (FER), durante as
safras de inverno de 2019 (barras em azul) e de verédo de 2019/20 e 2020/21

(barras em vermelho) em Campos dos Goytacazes, RJ .......cccceeeeveeeviiviveveiinnnnns 32

Figura 6. Condi¢cBes climaticas em Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil, no
periodo de janeiro de 2019 a fevereiro de 2021. Dados do INMET (2021) .......... 33

Figura 7. Dispersdo de linhagens endogéamicas de milho-pipoca quanto a

severidade de podridao de espiga em funcao das safras de avaliagéao ............... 39

Figura 8. Dispersao entre parcelas experimentais das linhagens de milho-pipoca
resistentes a podriddo de espiga e, dispersdo dos valores estimados para a
funcdo K de Ripley transformada pela funcédo L(s), respectivamente, na area
experimental dos ensaios de inverno (A e B) e de verdo nas safras de 2019/20
(CeD) E2020/21 (E € F) wueeeeeeiiieieeee ettt e e e e snaae e ae e 41

Figura 9. Imagem de espigas das linhagens S; de milho-pipoca selecionados
como candidatos a fontes de resisténcia a podriddo de espiga por Fusarium,

dentre 176 linhagens do Banco de Germoplasma da UENF ...............ccccceeeeen. 43

Figura 10. llustracdo da estacdo experimental do Colégio Estadual Agricola
Anténio Sarlo (A), em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil; com a
organizacdo dos ambientes (B) com aplicacdo de nitrogénio em quantidade
integral (IN e baixa (BN), bem como organizacdo dos blocos dentro de cada

L (ST LT oL (o TN () TS 58

Figura 11. Condicdes climaticas no periodo de dezembro de 2018 a marco de
2019 em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Fonte: dados

fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) ...........cccevvvvvevinnnnnns 60

Figura 12. Gradiente ambiental de incidéncia de podridao de espiga nas parcelas
de cinco ensaios de competi¢cao entre linhagens de milho-pipoca, em ambientes

contrastantes quanto a aplicacao de nitrogénio: IN — ambiente com aplicacdo da

Vil



guantidade integral de nitrogénio recomendado; BN — ambiente com aplicacao de
baixa quantidade de NItTOGENIO .........ceieiiiiiiiiiiiiiiiiie e 64

Figura 13. Agrupamento de médias entre gendtipos de milho-pipoca de acordo
com a severidade de podriddo de espiga ocasionada por Fusarium em
experimentos com aplicagdo da quantidade integral de N (IN) e quantidade
reduzida de N (BN) .....oueieiiiiiiiiiie et 66

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Descricdo das linhagens S; avaliadas no estudo e suas respectivas

populacdes e paiSesS de COIELa .........ccvvvvieieeiiiieeee e e 21

Tabela 2. Quadro geral de andlise de variancia para analise de grupos de
experimentos em blocos completos casualizados com tratamentos comuns,

conforme proposto por Gomes e Guimaraes (1970) ........vveeeiiiiiiieeeeeeeeeeeiieeennnns 26

Tabela 3. Analise de variancia individual para os diferentes ensaios de
competicdo entre linhagens S7 de milho-pipoca nas safras de inverno e verdo em

Campos d0S GOYLaCAZES, RJ .....covvviiiiiiiiiiie it 35

Tabela 4. Andlise de variancia para ensaios de competi¢do entre linhagens S7 de
milho-pipoca, considerando modelo de analise em grupos de experimentos
desbalanceados em blocos ao acaso com tratamentos comuns, nas safras de
inverno (2019) e verdo (2019/10 e 2020/21), em Campos dos Goytacazes,

Tabela 5. Andlise de variancia individual para ensaios de competicdo entre
linhagens S de milho-pipoca, considerando modelo de blocos ao acaso, nas
safras de inverno (2019) e verdo (2019/10 e 2020/21), em Campos dos
GOYIACAZES, RJ oot e 37



Tabela 6. Analise de variancia conjunta para ensaios de competicdo entre
linhagens Sz de milho-pipoca, considerando modelo de blocos ao acaso em duas
diferentes safras (inverno e verao), em Campos dos Goytacazes, RJ ................ 38

Tabela 7. Severidade (%) de Fusarium nas espigas (SFER), rendimento de gréos
(kg.ha') e capacidade de expansédo (ml.gt) para as linhagens que apresentaram

severidade de podriddo abaixo da média geral em ambas as

Tabela 8. Lista das populacdes de polinizacéo aberta com seu respectivo pais de
origem e instituicdo doadora, com respectivo numero (Num.) de linhagens

avaliadas sob diferentes condi¢des de aplicagcao de nitrogénio .............cccceeeenn. 57

Tabela 9. Analise de variancia para grupos de experimentos em blocos completos
casualizados com tratamentos comuns, para dados de severidade de podridao
de espiga por Fusarium em linhagens de milho-pipoca, em dois ambientes:
aplicacdo integral (IN) e aplicacdo reduzida (BN) da quantidade de nitrogénio

recomendado; no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ,

Tabela 10. Analise de variancia individual e conjunta para severidade de podridao
de espiga por Fusarium em milho-pipoca, em ambientes (N) contrastantes quanto
a quantidade de nitrogénio aplicado: quantidade integral da recomendacéo (IN) e
baixa quantidade (BN) ..........cooiiiiiiiiiiie s a e 65



RESUMO

ALMEIDA, Rafael Nunes de; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2022. Pré-selecdo de linhagens de milho-pipoca para
resisténcia a podriddo de espigas ocasionada por Fusarium sp. Orientador: Prof.
Marcelo Vivas. Conselheiros: Prof. Antonio Teixeira do Amaral Junior e Prof.
Silvaldo Felipe da Silveira.

A cultura do milho-pipoca movimenta significativa fatia do mercado global de milho,
0 que faz desta, uma cultura importante para paises exportadores como o Brasil.
Doencas de espiga, a exemplo, da podriddo de espiga causada por Fusarium,
prejudicam tanto a produtividade quanto a qualidade dos grdos em milho-pipoca
podendo ainda trazer riscos a saude do consumidor. O objetivo do trabalho foi
avaliar o desempenho per se de linhagens endogamicas de milho- pipoca para
resisténcia a Fusarium sob condi¢des de infeccdo natural. No primeiro capitulo,
buscou-se identificar linhagens com potencial de resisténcia a podridao de espiga.
Para isso, a ocorréncia de podridao foi avaliada em 176 linhagens endogamicas de
milho-pipoca. O delineamento de grupos de experimentos com tratamentos comuns
dispostos em blocos ao acaso foi utilizado, totalizando cinco experimentos em
safras de inverno e seis experimentos em safras de verao. Foi avaliado a incidéncia
de espigas com sintomas de podriddo e a severidade de podriddo nas espigas
incididas. Os dados de incidéncia foram utilizados para estudo de distribuicdo
espacial da doenca na area experimental. Os dados de severidade da doenca
foram submetidos a analise de variancia. A sele¢do de linhagens com potencial

Xi



para resisténcia tomou como ponto de truncamento o valor de 25,73% de
severidade acrescido do intervalo de confianga estimado para cada safra. Dezoito
linhagens de 10 diferentes genealogias apresentaram severidade da doenca abaixo
do ponto de truncamento nas duas safras. A elevada incidéncia da doenca na area
experimental como um todo, principalmente nas safras de verdo, somado a
aleatoriedade na distribuicdo das parcelas com linhagens pré-selecionadas para
resisténcia, garantiram precisdo suficiente para identificacdo de linhagens
suscetiveis a podriddo de espiga. Dentre as 18 linhagens identificadas com
potencial resisténcia a Fusarium, L69, L77, L274, L292, L503, L688, L689 e P9
apresentaram valores de capacidade de expansdo acima de 27 mL g?. Essas
linhagens poderé&o ser utilizadas para o desenvolvimento de hibridos que retinam
boa capacidade de expanséao, rendimento de gréos e resisténcia a Fusarium. No
segundo trabalho, o objetivo foi investigar as modificacbes na severidade de
podriddo devido a altera¢cdes na quantidade de nitrogénio aplicado e identificar
linhagens com potencial de resisténcia para duas condi¢cdes distintas de aplicacédo
de nitrogénio. Foram avaliadas 94 linhagens de milho-pipoca em ambiente com
baixa aplicacdo de nitrogénio (61,5 kg ha') e aplicacdo de quantidade integral
recomendada (150 kg ha'). Em cada ambiente, adotou-se o delineamento de
grupos de experimentos em blocos completos casualizados com tratamentos
comuns. Foi avaliado a incidéncia e a severidade de podriddo nas espigas. Os
dados de incidéncia foram utilizados para monitoramento da distribuicdo espacial
da doenca nas areas experimentais. Os dados de severidade foram submetidos a
analise de variancia seguido de agrupamento de médias pelo algoritmo de Scott e
Knott. A quantidade de nitrogénio aplicada modificou o nivel de severidade de
podriddo de espiga em elevado numero de linhagens, havendo significativa
interacdo gendtipo x ambiente. As linhagens L80 e L294 apresentaram reduzidos
valores de incidéncia nos dois ambientes. Cinco linhagens apresentaram potencial
de resisténcia em baixa aplicacdo de nitrogénio e seis linhagens apresentaram
potencial resisténcia sob aplicacdo integral de nitrogénio. Dentre as nove linhagens
gue apresentaram reduzida severidade de podriddo no ambiente de baixo e/ou
integral aplicagdo de nitrogénio, oito sdo advindas de popula¢gdes de milho-pipoca
provenientes da regido que compreende o sul do Brasil, Uruguai e Paraguai. Os
dois trabalhos de caracterizacdo desenvolvidos mostraram que o programa de

melhoramento de milho-pipoca da Universidade Estadual do Norte Fluminense
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Darcy Ribeiro detém germoplasma com potencial para geracdo de cultivares
resistentes a podriddo de espiga ocasionada por Fusarium, para diferentes
condi¢gdes ambientais. Os resultados reafirmam a importancia de investimentos
sobre esse germoplasma e aponta um futuro promissor para o programa de
melhoramento de milho-pipoca visando resisténcia a podriddo de espiga.

Palavras-chave: melhoramento de plantas, recursos genéticos, Fusarium

verticillioides, resisténcia a doengas, nitrogénio.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Rafael Nunes de; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February, 2022. Pre-selection of popcorn lines for resistance to ear
rot caused by Fusarium sp. Advisor: Marcelo Vivas. Committee members: Anténio
Teixeira do Amaral Junior and Silvaldo Felipe da Silveira.

The popcorn crop moves a significant share of the global corn market, which makes
it an important crop for exporting countries such as Brazil. Ear diseases, such as
ear rot caused by Fusarium, damage both yield and grain quality in popcorn and
may also pose risks to consumer health. The objective of this work was to evaluate
the per se performance of inbred lines of popcorn for Fusarium resistance under
natural infection conditions. In the first work, we sought to identify lines with potential
resistance to ear rot. The occurrence of ear rot was evaluated in 176 inbred lines.
The design of groups of experiments with common treatments arranged in
randomized blocks was used, totaling five experiments in the winter season and six
experiments in summer seasons. The incidence of ears with rot symptoms and the
severity of rot in the affected ears were evaluated. Incidence data were used to
study the spatial distribution of the disease in the experimental area. Disease
severity data were subjected to analysis of variance. The selection of lines with
potential for resistance took as a truncation point the value of 25.73% of severity
plus the confidence interval estimated for each crop season. Eighteen lines from 10

different populations showed disease severity below the truncation point in both
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seasons. The high incidence of the disease in the experimental area as a whole,
especially in the summer seasons, added to the randomness in the distribution of
plots with lines pre-selected as resistant, ensured sufficient precision to identify lines
susceptible to ear rot. Among the 18 lines identified with potential resistance to
Fusarium, L69, L77, L274, L292, L503, L688, L689 and P9 showed popping
expansion values above 27 mL g-1. These lines can be used for the development
of hybrids that have good popping expansion, grain yield and resistance to
Fusarium. In the second work, the objective was to investigate the changes in rot
severity due to changes in the amount of nitrogen applied and to identify lines with
potential resistance to two different conditions of nitrogen application. Ninety-four
popcorn lines were evaluated in an environment with low nitrogen application (61.5
kg ha-1) and application of the total recommended amount (150 kg ha-1). In each
environment, the design was adopted in groups of experiments in complete
randomized blocks with common treatments. The incidence and severity of ear rot
was evaluated. Incidence data were used to monitor the spatial distribution of the
disease in the experimental areas. Severity data were submitted to analysis of
variance followed by grouping of means by the Scott and Knott algorithm. The
amount of nitrogen applied modified the ear rot severity level in a high number of
lines, with a significant genotype x environment interaction. Lines L80 and L294
showed reduced incidence values in both environments. Five lines showed
resistance potential under low nitrogen application and six lines showed resistance
potential under full nitrogen application. Among the nine lines that showed reduced
severity of rot in the environment of low and or full application of nitrogen, eight are
from popcorn populations from the region that comprises southern Brazil, Uruguay
and Paraguay. The two characterization works developed showed that the popcorn
breeding program of the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
has germplasm with the potential to generate cultivars resistant to ear rot caused by
Fusarium, in different conditions. The results effort the importance to germplasm
conservation and show a promising future to popcorn breeding to disease

resistance.

Keywords: Plant breeding, maize genetic resources, Fusarium verticillioides,

diseases resistance, nitrogen.
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1. INTRODUCAO

O milho-pipoca € um alimento aperitivo apreciado em diversos paises.
Devido a popularidade da cultura, a comercializacado dos gréos tem movimentado
consideravel porcédo da economia em paises de base agricola. O Brasil é o terceiro
maior produtor e exportador mundial de milho-pipoca e movimentou anualmente
cerca de 383 milhdes de ddlares em exportacdo nos ultimos dois anos (FAO, 2021).
Embora seja uma quantia consideravel, o Brasil enfrenta um cenario de reducéo
nas exportacdes desde 2016.

Na lista de desafios para o aumento constante da producdo de milho-
pipoca nos trépicos, o desenvolvimento de sementes melhoradas e plantas mais
adaptadas a adversidades climaticas, bem como o aumento de incentivos
financeiros aos produtores se destacam (Chapman et al., 2012; Wen et al., 2021).
Além disso, em comparacdo com milho comum, a cultura do milho-pipoca ainda
enfrenta desafios adicionais, como a maior taxa de quebra e acamamento das
plantas, e elevada ocorréncia de pragas e doencas.

Em regides tropicais, a incidéncia de doencas fungicas, principalmente no
periodo pos-colheita € uma preocupacédo para producao de graos (Suleiman et al.,
2013). Fatores como a elevada umidade relativa do ar e a maior ocorréncia de
chuvas favorecem o desenvolvimento de fungos e consequentemente aumentam
0s prejuizos econdmicos nas lavouras atacadas (Almeida et al., 2019).

Dentre as doencas fungicas que ocorrem no milho de forma geral, as

manchas foliares e podriddes de colmo e de gréos sdo aquelas com maior potencial



de danos a producdo de biomassa e de grdos (Hurni et al., 2015; Mueller et al.,
2016). Em especial, podriddes de gréos causadas por fungos do género Fusarium,
tém sido um dos fatores preocupantes na producao de milho. Além de prejudicar o
peso médio dos graos, a infec¢ao por Fusarium impulsionam os riscos de producéo
de micotoxinas, como fumonisina B1 (Morales et al., 2018). Esse tipo de micotoxina
tem sido associado ao desenvolvimento de cancer em Orgaos dos sistemas
circulatério e digestério em animais e humanos (Yu et al., 2021).

Embora o uso de fungicidas seja uma forma de controle amplamente
empregada na cultura do milho, o desenvolvimento de cultivares com resisténcia
genética as podriddes representa a estratégia mais eficaz no controle do patégeno
(Wen et al., 2021). Trabalhos de melhoramento para resisténcia a podridao de
espigas ocasionada por Fusarium (PEF ou ainda FER — do termo em inglés
“Fusarium ear rot”, amplamente utilizado na literatura) tém sido frequentes na
cultura do milho (Hung e Holland et al., 2012; Masterhazi et al., 2012; Kuki et al.,
2020; Butoto et al., 2021). No entanto, para milho-pipoca, no Brasil, apenas dois
dentre os grupos de melhoramento de milho-pipoca possuem registro de trabalhos
cientificos que buscam desenvolver cultivares com resisténcia a FER: os grupos de
melhoramento da Universidade Estadual do Norte Fluminense, no Rio de Janeiro
(Kurosawa et al., 2017; Almeida et al., 2021), e da Universidade Estadual de
Maringa, no Parana (Gabriel et al., 2018).

Para além das demandas de maior resisténcia a doencas, o melhoramento
de milho-pipoca também tem demandado o desenvolvimento de cultivares com
maior adaptacdo a estresses ambientais como déficit hidrico e reducdo na
disponibilidade de nutrientes (Santos et al., 2017; Kamphorst et al., 2021; Kurosawa
et al., 2021). Nesse sentido, ensaios experimentais conduzidos a fim de selecionar
gendtipos com maior eficiéncia no uso de nutrientes tém possibilitado aos
melhoristas que trabalham com resisténcia a doencas, investigar um pouco mais
sobre a complexidade dos diversos patossistemas envolvidos na cultura do milho
(Kurosawa et al., 2021).

Assim, a identificacdo de gendtipos com fontes de alelos favoraveis para
melhor adaptacédo das plantas a estresses bidticos, como a ocorréncia de doencas,
e estresses abidticos, a exemplo da maior eficiéncia no uso de nutrientes, tornou-

se uma oportunidade nos programas de melhoramento de milho-pipoca.



Os paises da América do Sul, notadamente detém colecdes de
germoplasma que podem ser de interesse ao melhoramento da cultura. As
informacbes a respeito do potencial desse germoplasma na incorporagdo de
resisténcia a doencas fungicas sdo importantes para programas de melhoramento
de milho de regides tropicais como um todo. Essa demanda, oportuniza assim,
estudos que visem caracterizar e conhecer o potencial do germoplasma de milho-

pipoca sul-americano.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar linhagens de milho-pipoca em geracdo S; com potencial genético

para resisténcia a podriddo de espiga ocasionada por Fusarium.

2.2. Objetivos especificos

Inferir sobre o desempenho per se de linhagens endogamicas de milho-
pipoca para resisténcia a podriddo de espiga ocasionada por Fusarium sob
condicBes de infeccao natural a campo;

Obter informacdes iniciais a respeito da influéncia da quantidade de
nitrogénio aplicado na ocorréncia de podriddo de espiga em linhagens de milho-
pipoca; e

Apontar aqguelas linhagens com potencial agronémico e de resisténcia a
podriddo de espiga para serem testadas em combinacédo nas etapas futuras do

programa de melhoramento.



3. CAPITULOS

3.1. CAPITULO 1 - RESPOSTA DE LINHAGENS DE MILHO- PIPOCA
A PODRIDAO DE ESPIGA SOB CONDICOES DE INFECCAO NATURAL

3.1.1. INTRODUCAO

A producao de cereais em zonas de clima tropical enfrenta como desafio a
reducdo dos prejuizos ocasionados pela incidéncia de pragas e doencas. As
doencas fuangicas, principalmente, podem ser mais severas devido as condi¢des
climaticas favorecerem a producéo de estruturas reprodutivas e consequentemente
a dispersao do patdgeno nas areas de cultivo (Almeida et al., 2019).

O milho-pipoca (Zea mays var. everta) € um tipo especial de milho
destinado especificamente ao consumo humano. Além das caracteristicas de maior
espessura do pericarpo e capacidade de expansao, diferenciam o milho- pipoca do
milho comum também a maior suscetibilidade a doencas.

Além de doencas fangicas foliares com potencial de reducdo da
produtividade de gréos, doencas fangicas nas espigas também representam uma
preocupacdo ndo s6 com a produtividade, mas também com a qualidade
fitossanitaria dos gréos (Magan et al., 2003; Di Domenico et al., 2015; Likhayo et

al., 2018). A ocorréncia de fungos do género Fusarium, Aspergillus e Penicillium



tem sido relatada dentre os temas de riscos a seguranca alimentar relacionada a
producéo de gréos de milho em geral (Ekwomadu et al., 2018).

Espécies de Fusarium, em especial F. verticillioides, sdao as mais
frequentes em gréos de milho. Esse tipo de patégeno degrada o amido presente no
interior dos graos ocasionando um tipo de podriddo seca nos gréos, a chamada
podridéo de espiga. No caso de F. verticillioides, os gréos atacados apresentam um
sintoma caracteristico com estrias rosadas visiveis nos graos, o chamado “starbust”
(Duncan e Howard, 2010). Essas estrias sdo micélios desenvolvidos dentro dos
graos, conferindo aspecto de grdos mofados ou ardidos.

Além do potencial de reducédo na producdo de gréos sadios com padréo
comercial, podriddes de espiga sao preocupantes no processo produtivo devido ao
potencial de producdo de micotoxinas. No caso de F. verticillioides, ha risco de
producdo de fumonisinas, as quais tém sido relacionadas como potenciais
moléculas promotoras de cancer no sistema digestivo humano (Yu et al., 2021).

A principal forma de garantir a maior qualidade de graos em milho tem sido
a utilizacao de cultivares com niveis de resisténcia cada vez maiores. No entanto,
em milho-pipoca, ha ainda poucos estudos com podriddo de espiga quando
comparado com os estudos em milho comum.

A identificacdo de germoplasma com fonte de resisténcia a podriddo de
espiga € um importante passo para a disponibilizacdo de cultivares. A menor taxa
de grdos mofados contribui para maior qualidade fitossanitaria do produto final, e
representa a diminuicdo de riscos com a seguranca alimentar, haja vista a
possibilidade de reducéo de micotoxinas (Wen et al., 2021).

Na América do Sul, centro secundario de diversidade do milho, a ocorréncia
de doencas fungicas é um dos fatores limitantes ao aumento da produtividade. Por
outro lado, a elevada producéo de milho-pipoca em paises como Argentina e Brasil
(FAO - Tridge, 2021), faz também dessa regido uma zona sobre forte presséo de
selecdo natural para resisténcia a esse tipo de doenca.

Sobre essa hipétese, este trabalho se propds a inferir sobre a variabilidade
genética de linhagens endogamicas de milho-pipoca para o carater de resisténcia
a podriddo de espiga e, indicar linhagens com potencial de contribuir para o

desenvolvimento de hibridos com melhor qualidade de sementes e gréos.



3.1.2. REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1. Cadeia produtiva do milho-pipoca no Brasil

O milho-pipoca tem gerado uma movimentagdo anual em torno de 2 bilhdes
de ddlares na economia mundial (FAO, 2021). O Brasil é o terceiro maior produtor
de milho-pipoca amarelo e o terceiro maior exportador (Chanceller, 2021). De
acordo com dados da Camara Argentina de Milho-pipoca, o Brasil importou
3.856,52 toneladas de milho-pipoca no ano de 2017, com quantidades
decrescentes (-85,4%) nas importacées nos anos de 2018 e 2019 (CAMPI, 2021).

Segundo dados da FAO, até 2020, os cinco primeiros paises no ranking de
exportacdo de milho-pipoca foram Estados Unidos, Ucrania, Brasil, Argentina e
Franca. O Brasil era até entdo responsavel por 16,39% das exportacoes,
movimentando $383,91 milhdes de dblares para a economia nacional ao ano. As
exportacdes brasileiras ocorrem majoritariamente para o Japao, seguido de Egito e
Espanha (FAO 2021). O Brasil disputa 0 mercado de milho-pipoca egipcio com
Argentina e Ucrania, disputa o mercado consumidor japonés com Estados Unidos
e 0 mercado espanhol com Ucrania e Franca (FAO 2021). Dentre os cinco maiores
exportadores, Brasil e Argentina sdo 0s Unicos que tiveram reduc¢des nos volumes
exportados nos ultimos 5 anos, reducdes estas na faixa de 46,99% e 66,66%,
respectivamente (FAO - Tridge, 2021).

A escassez hidrica ocorrida no Brasil nos ultimos anos € apontada como
principal fator responsavel pela reducéo na produtividade de milho-pipoca no pais
(Faria Junior et al., 2020). A reducéo na produtividade é resultante tanto das perdas
possiveis pelo estresse hidrico ou ainda pelo ndo plantio de milho-pipoca na 22
safra (safrinha) devido a insegurancas dos produtores quanto a falta de chuvas ou
indisponibilidade de agua para cultivos irrigados. De acordo com dados de
empresas privadas atuando no mercado de milho-pipoca brasileiro, apesar da
reducdo na produtividade nos ultimos anos, os produtores tém aumentado a cada
ano sua producdo devido a capacidade de reduzir os estresses ambientais na
cultura. A projecdo de producdo de 113,2 milhbes de toneladas para a safra
2027/28 (Chanceller, 2021).



No Brasil, a regido centro-oeste é a maior produtora de milho-pipoca, com
destaque para o estado do Mato Grosso, o qual possui condi¢des edafocliméticas
adequadas para o cultivo ao longo de todo o seu territorio (Faria Junior et al., 2020).
Os produtores de milho-pipoca brasileiros sdo majoritariamente 0s mesmos que
produtores de soja, sendo o milho-pipoca uma cultura de baixo custo e de preco
competitivo no mercado como boa opg¢éo para os plantios de safrinha (Chanceller,
2021).

O preco médio do milho-pipoca no estado do Mato Grosso considerando
0s ultimos quatro anos esta em torno de R$ 45,00 a saca de 60 kg, valor este,
superior ao pre¢co médio do milho comum (R$ 42,00 a saca de 60 kg) no mesmo
periodo na regido (Conab, 2021). Além de maior, o preco médio do milho-pipoca é
menos instavel que o pre¢co do milho comum, fator este que motiva muitos
produtores de soja a plantarem o milho-pipoca na entressafra.

Todavia, em termos de produtividade de graos, o milho comum produz pelo
menos 1,5 vezes mais, fazendo com que a vantagem de preco do milho- pipoca
nem sempre seja um fator motivador para seu plantio. Essa desvantagem produtiva
se da pelo fato de o milho-pipoca ser uma subespécie com plantas menos
vigorosas, mais suscetiveis ao acamamento e a doencas do que as cultivares
tradicionais de milho comum. Em vista de aumentar a produtividade e
consequentemente a lucratividade da cultura, o melhoramento genético tem atuado
visando desenvolver cultivares mais vigorosas, produtivas, com boa capacidade de

expansao e com resisténcia a doencas.

3.1.2.2. Podriddo de espiga ocasionada por Fusarium: desenvolvimento e

importancia econémica

Podridées em grédos podem ser causadas por diferentes géneros de fungos:
Fusarium, Aspergillus e Penicillium (Ekwomadu et al., 2018). Em milho, as espécies
mais frequentemente relatadas sdo F. graminearum, F. subglutinans e F.
proliferatum (Madrigal et al.,, 2015; Carbas et al., 2021). Todavia, a espécie
predominante na podriddo de espiga em milho é Fusarium verticillioides (Sacc.)
Nirenberg (Nirenberg e O’Donnell 1998) (sinbnimo F. moniliforme, teleomorfo
Gibberella moniliformis), agente patogénico da doenca conhecida como podridao

rosada da espiga (Carbas et al., 2021). O nome se da devido aos sintomas



caracteristicos desde a presencga de estrias rosadas nos graos, o denominado “star
burst” até a aparéncia de graos podres (Morales et al., 2018; Carbas et al., 2021).

A distribuicdo do fungo é pandémica com ocorréncia mais intensa nas
regibes produtoras de milho das zonas tropicais, principalmente em paises da
Africa e América do Sul (Zambrano et al., 2021). Dentre os fatores que contribuem
para a ampla distribuicdo do patdégeno esta sua capacidade de reproducéo a partir
de esporos presentes em restos de culturas deixados no solo e ainda de utilizar
plantas espontaneas como hospedeiros temporarios.

Fungos do género Fusarium sdo em sua maioria policiclicos. A partir da
germinacao dos esporos, as hifas do fungo podem acessar as plantas também via
raizes, provocando também a podriddo de colmo (Blacutt et al., 2018; Gai et al.,
2018). No entanto, no caso da podridao de espiga as vias de acesso mais comuns
do patdégeno aos gréos sdo os estigmas e ferimentos decorrentes da acao de
insetos.

Durante a polinizacdo, hifas e esporos séo trazidos com o vento ou até
mesmo junto com graos de podlen. ApOs depositados sobre a extremidade do
estigma, as hifas se desenvolvem ao longo dos estigmas e acessam 0s graos pelo
canal estilar. Outra forma muito comum ¢é a deposicéo de esporos que sao trazidos
pelo vento ou por insetos sob ferimentos nos graos, causados geralmente por
insetos, pragas como lagarta-do-cartucho ou gorgulhos (Duncan e Howard, 2010,
Blacutt et al., 2018; Gai et al., 2018).

Para além das caracteristicas biologicas que favorecem a acdo de
Fusarium em grdos de milho, condicbes ambientais favoraveis nas regides
produtoras contribuem para o desenvolvimento rapido do patégeno. Temperaturas
entre 17°C e 27°C, associado a elevada umidade do substrato, favorece a
germinacao e reproducdo de esporos de F. verticillioides (Rossi et al., 2009). No
Brasil, por exemplo, devido & maior frequéncia de chuvas, os plantios de milho
sequeiro sdo mais acometidos por esse tipo de patégeno nas safras de verdo. No
entanto, pode haver também a elevada ocorréncia de podridées também nas safras
de inverno naqueles plantios irrigados, devido a manutencao da taxa de umidade.

Além das preocupac¢fes com a contaminagdo no campo, ha também as
preocupacdes com a infecgéo de graos nas etapas pos-colheita. Uma vez havendo

a presenca de graos infectados pelo patdgeno, o armazenamento de graos com
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teor de umidade acima de 15% poder& favorecer a proliferacdo de Fusarium nos
graos até entdo sadios, durante varios meses (Atukwase et al., 2012).

O principal prejuizo decorrente da ocorréncia de podridao em gréaos se da
na reducao da produtividade e a qualidade fitossanitaria dos grédos. A reducao no
peso médio dos graos pode gerar perdas de até 40% na producdo (Narro et al.,
2017). Além da reducdo da massa total de gréos produzidos, as perdas podem ser
ainda maiores se considerado a producdo comercialmente viavel, devido a
possibilidade de ndo adequacao de lotes devido a elevada quantidade de gréos
mofados. A legislacdo brasileira determina um limite maximo de 5 a 6% de graos
mofados (aspecto caracteristico da podriddo) nos lotes destinados a
comercializacdo (MAPA, 2011; Anvisa, 2011).

Além dos impactos econdmicos diretos, outro aspecto importante, e que
tem sido alvo mais intenso de pesquisadores na ultima década, é o risco de
contaminacgao por micotoxinas produzidas por fungos do complexo de podridao dos
graos (Wokorach et al., 2021).

F. verticillioides, por exemplo, tem potencial para produzir micotoxinas do
tipo Fumonisina B1 e B2 (Blacutt et al., 2018; Wokorach et al., 2021). As
fumonisinas tém sido associadas a cancer hepatico em cavalos, cancer no
pancreas em suinos e relatadas como substancias promotoras cancer no esoéfago
em seres humanos (Yu et al., 2021).

Dessa forma, os riscos emergentes da infeccdo de grdos de milho por
fungos, posicionam os trabalhos de reducédo de doencas e aumento da qualidade
fitossanitaria de grdos como estratégias essenciais para garantia da seguranca

alimentar.

3.1.2.3. Melhoramento para resisténcia a podriddo de espiga em milho

Dado que espécies de Fusarium estdo distribuidas em todas as regides
produtoras de milho do mundo e que as condi¢des climaticas das zonas tropicais
favorecem o desenvolvimento de epidemias, 0s pesquisadores tém investido em
ferramentas capazes de diminuir a suscetibilidade das plantas hospedeiras.

Como métodos de controle, ha relatos de utilizacdo de produtos quimicos

ndo especificos e também de potencial na utilizacdo de produtos naturais e
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predadores naturais para controle biolégico (Ferrigo et al., 2020; Gxasheka et al.,
2020; Guimaraes et al., 2021).

Embora promissor, o potencial de reducéo da severidade de podridao por
meio dessas formas de controle ainda é baixo comparado a reducéo potencial pela
utilizagao de cultivares resistentes. Nesse sentido, o investimento em programas
de melhoramento com foco no desenvolvimento de cultivares resistentes é a
estratégia de controle mais eficiente para reducdo de podriddes de espiga e
consequentemente dos riscos de contaminacao por micotoxinas (Mesterhazy et al.,
2012).

Os métodos de melhoramento na cultura do milho buscam em um primeiro
momento a exploragéo dos ganhos em caracteres primarios como o rendimento de
graos, biomassa quando o objetivo é a producao de silagem e ainda capacidade de
expansao para o caso do milho-pipoca. A resisténcia a doencgas é entendida como
um carater secundario relacionado aos ganhos em produtividade, ndo havendo
relatos de programas desenvolvidos com objetivo central em incorporacdo de
resisténcia a doencas. No entanto, devido a necessidade de incorporacdo de
resisténcia a podridao por Fusarium na cultura, € comum encontrar trabalhos com
avaliacdo e selecao de gendtipos com potencial de resisténcia a esse tipo de fungo.

Quanto a natureza genética, existe um consenso de que a resisténcia a
podriddo é um carater poligénico com heranca mista, com predominancia
acentuada de efeitos aditivos (Wen et al., 2021). Todavia, h&a ainda divergéncia nos
trabalhos cientificos acerca da quantidade aproximada de genes e da magnitude
dos efeitos génicos individuais envolvidos na resisténcia (Lanubile et al., 2017;
Schwantes et al., 2017; Holland et al., 2020).

Embora a maior parte dos trabalhos apontarem a resisténcia a FER como
um carater poligénico altamente influenciado por fatores ambientais, relatos de
valores de herdabilidade superiores a 0,60 tem sido comum em experimentos com
repeticbes (Robertson et al., 2006; Ding et al., 2008; Butrén et al., 2019; Gaikpa et
al., 2021; Almeida et al., 2021). Ainda de acordo com Loffler et al. (2010), as
estimativas de herdabilidade podem ser aumentadas com adocado de inoculacao e
aumento do namero de experimentos e ambientes de avaliacdo. Horne et al. (2016)
demonstraram que estratégias de selecao recorrente foram eficazes para aumentar
a herdabilidade e consequentemente os ganhos genéticos em resisténcia a

podridédo de espiga de forma progressiva a cada ciclo de selegéo.
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Devido ao potencial de obtencao de ganhos via exploracéo de desvios de
dominéncia, e a pratica ja consolidada de desenvolvimento de hibridos para
aumento de produtividade de gréaos, a avaliacao da resisténcia a FER € comum nas
etapas de testes finais de hibridos (Zila et al., 2014; Lanubile et al., 2017;
Shcwantes et al., 2017; Almeida et al., 2021). Loffler et al. (2010) demonstraram
também que o sucesso na obtencéo de hibridos superiores depende da resisténcia
acumulada nas linhagens parentais. Nesse sentido, estratégias de selecdo para
resisténcia durante as etapas de desenvolvimento de linhagens sé&o apontadas
como essenciais para potencializar os ganhos em resisténcia a FER nos hibridos a
serem recomendados (Stagnati et al., 2020).

Em termos de melhorias na eficiéncia da avaliagcéo e selecéo, nos ultimos
anos, diversos trabalhos demonstraram a identificacdo de genes candidatos com
maior efeito sobre a resisténcia a FER, identificacdo de QTL’s (quantitative trait loci)
e construcdo de modelos para selecdo genémica, com resultados que apontam
para a possibilidade de aumentar os ganhos em resisténcia genética por ciclo de
cultivo (Holland et al., 2020; Liu et al., 2020; Kuki et al., 2020; Santiago et al., 2020;
Yao et al., 2020; Ge et al., 2021a; Lanubile et al., 2021).

Quanto a existéncia de cultivares com resisténcia a FER no Brasil, Da
Costa et al. (2010) identificaram 13 cultivares como resistentes, as quais
apresentaram valores médios de graos ardidos abaixo de 5%.

Grupos de pesquisa em milho-pipoca da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) e da Universidade Estadual de Maringa tém
trabalhado em diferentes estratégias para ganhos em resisténcia a podridao de
espiga nos ultimos anos (Kurosawa et al., 2017; Schwantes et al., 2017; Gabriel et
al., 2018; Almeida et al., 2021). Os estudos realizados até 0 momento apontam para
possibilidade de ganhos de até 21% em reducdo de podriddo de espiga com o
desenvolvimento de hibridos a partir do cruzamento de linhagens endogamicas pré-

selecionadas para resisténcia (Schwantes et al., 2017; Almeida et al., 2021).
3.1.2.4. Melhoramento de milho-pipoca na UENF
Em 2018, a soma dos trabalhos de caracterizacdo agrondémica e patolégica

até entdo realizados reuniam informacdo de ndo mais do que 20% das linhagens

presentes no banco de germoplasma. A fim de estruturar a linha de pesquisa de
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resisténcia a doengas e fornecer informagdes sobre o potencial de linhagens per
se, no ano de 2018 deu-se inicio ao projeto de caracterizacdo agron6mica e
patoldgica de todas as linhagens do banco de germoplasma da UENF (dados os
guais, parte € apresentada nesta tese).

O melhoramento de milho-pipoca na Uenf se iniciou com a chegada de uma
populacdo resultante de um composto indigena doado pela Universidade de
Brasilia (UNB), trazido pelo professor Joachim Friedrich Wilhelm Von Bullow no ano
de 1993. Esse composto indigena denominado entdo UNB-1, havia sido doado a
UNB pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ).

De posse na populagdo UNB-1, a Uenf iniciou seu programa de
melhoramento cruzando este composto com a variedade de polinizagcdo aberta
SAM (South America Mushroom) na busca por agregar capacidade de expansao
aos graos. A primeira geracao proveniente desse cruzamento foi entdo cruzada
com outra variedade fonte de resisténcia a mancha foliar ocasionada por
Exserohilum turcicum. A populacao foi entdo submetida a dois ciclos de selecéo
massal e em seguida, retrocruzada com a variedade SAM por mais trés geracoes,
dando origem a nova populacdo nomeadas UNB-2 (Guimaraes, 2016).

A populacdo UNB-2 foi submetida a dois novos ciclos de selecdo massal,
originando a populacdo UNB-2U. Em 2001, Pereira e Amaral Janior conduziram a
aplicacdo do delineamento genético de Comstock e Robinson (Delineamento 1) na
populacdo UNB-2U e inferiram sobre o potencial de exploracéo de efeitos génicos
aditivos para aumento nos ganhos em capacidade de expanséo (Pereira e Amaral
Janior, 2001).

Desde essa primeira inferéncia o programa de melhoramento de milho-
pipoca tem desenvolvido trabalhos de avanco de geracdes, obtencédo de linhagens
e desenvolvimento de hibridos ha 20 anos (Figura 1).

A partir deste estudo inicial, deu-se inicio com o programa de selecao
recorrente intrapopulacional na populacdo UNB-2U. Entre os anos de 2001 a 2012,
foram realizados seis ciclos de selecado recorrente, a partir da avaliacdo de familias
de irmaos-completos ou familias S; a cada ciclo (Daros et al., 2002; Daros et al.,
2004; Vilela et al., 2005; Santos et al., 2007; Freitas Janior et al., 2009; Rangel et
al., 2011; Ribeiro et al., 2012). A populacdo gerada do sexto ciclo possibilitou o
registro da primeira cultivar de milho-pipoca da universidade, a cultivar UENF 14
(Amaral Janior et al., 2013).
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Figura 1. Organograma de desenvolvimento de cultivares do programa de
melhoramento genético de milho-pipoca da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro durante 20 anos: 2001 a 2021. Quadros amarelos
representam as cultivares registradas pelo programa de melhoramento de milho-
pipoca da UENF; quadros em verde representam o germoplasma utilizado na
respectiva etapa.

Também durante este periodo, o grupo de melhoramento de milho- pipoca
da UENF adquiriu novas variedades para o banco de germoplasma, variedades
estas, provenientes das regides sul e sudeste do Brasil, e de paises da América do

Sul: Uruguai, Paraguai, Argentina, Bolivia e Chile. Essas aquisicdes foram



15

possiveis via intercambio de germoplasma, principalmente com a Universidade
Estadual de Maringa (UEM) e com o Cimmyt.

A partir de 2010, o programa iniciou 0 processo de extracao de linhagens
de milho-pipoca de todas as populacdes de polinizacao aberta presentes no banco
de germoplasma. Em 2012, o programa recebeu 10 linhagens endogamicas do
banco de germoplasma da UEM, as quais foram cruzadas com germoplasma da
UENF e possibilitaram gerar a cultivar UENF UEM 01 (Cabral et al., 2015).

Ao final do ano de 2017, o banco de germoplasma da UENF passou a
conter entdo, 194 linhagens em estagio Sz, sendo essas linhagens extraidas de 25
populacdes de polinizagcéo aberta distintas.

Entre 2012 e 2017, foram realizados mais trés ciclos de sele¢éo recorrente
intrapopulacional na populagao ‘UENF 14’ (Freitas et al., 2014; Amaral Junior et al.,
2016a; Mafra et al., 2019). No ano de 2015, iniciou-se o desenvolvimento de
hibridos simples a partir de linhagens endogamicas, o que possibilitou de 2017 a
2021, o registro de oito cultivares: ‘UENF HS 01’, ‘UENF HS 02’, ‘UENF HS 03,
‘UENF HS 04’, ‘UENF HS 05, ‘UENF HS 06’, ‘UENF EXPLOSAQ’, ‘UENF
DIVIBRIDO'.

A partir dos anos de 2016 e 2017, para além da linha de melhoramento
para capacidade de expansao (CE) e rendimento de grdos (RG), o programa de
melhoramento abriu trés novas linhas de desenvolvimento de cultivares a partir de
linhagens ja em S7. Essas linhas foram: melhoramento visando adaptacdo para
déficit hidrico (Kamphorst et al., 2018a; Kamphorst et al., 2018b; Kamphorst et al.,
2019; Lima et al., 2019; Kamphorst et al., 2020); a linha de melhoramento visando
a eficiéncia no uso de nitrogénio (Santos et al., 2017; Santos et al., 2019a; Khan et
al., 2020; Santos et al., 2020) e eficiéncia no uso de fésforo (Gerhardt et al., 2019;
Conceicéo Silva et al., 2019) e; a linha de melhoramento visando resisténcia a
doencas fungicas.

As pesquisas com déficit hidrico possibilitaram o registro das cultivares
UENF WS 01 e UENF WS 02 no ano de 2021. As pesquisas com eficiéncia no uso
de nitrogénio e fosforo possibilitaram o desenvolvimento das cultivares de hibrido
simples ‘UENF P 01’, ‘UENF P 02’, ‘UENF P 03’, e ‘UENF N 01’, ‘UENF NO2’ e
‘UENF N 03’

A linha de melhoramento visando resisténcia a doengas tem se dedicado a

estudos com doencas fungicas, sendo trés diferentes doencgas foliares: mancha de
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Bipolaris maydis, mancha por Exserorilum turcicum e, ferrugem causada por
Puccinia polysora; e uma doenca de gréos: a podriddo de espiga causada por
Fusarium verticillioides.

Os trabalhos com B. maydis, E. turcicum e P. polysora envolveram a
avaliacdo oportuna de variedades de polinizagcdo aberta e de linhagens em
experimentos instalados a campo (Ribeiro et al., 2016; Kurosawa et al., 2016;
Santos et al., 2017; Schwantes et al., 2017; Mafra et al., 2018; Schimitt et al., 2019;
Kurosawa et al., 2021).

Os trabalhos com podridao de espiga por F. verticillioides foram realizados
também de forma oportuna em experimentos conduzidos a campo (Kurosawa et
al., 2017; Schwantes et al. 2017; Schwantes et al., 2018; Dutra, 2019; Almeida et
al., 2021).

A linha de pesquisa com melhoramento visando resisténcia a doengas
ainda nao gerou nenhuma cultivar especifica de modo que tem realizado
investigacbes também em ambiente controlado para maior seguranca na selecao
de bons parentais para a geracdo de hibridos resistentes. Essas investigacoes

estdo sendo desenvolvidas a partir de ensaios com inoculacao artificial.

3.1.2.5. Dispersado de doencas no campo e analises de correlacdo espacial:

uso da funcao K de Ripley

O desenvolvimento de pesquisas com doencas de plantas a nivel de campo
exige constante esforco para controle de fatores ambientais que possam afetar a
precisdo dos resultados. Além das condi¢cdes naturais (umidade, temperatura,
vento, heterogeneidade do solo) e imprevistos recorrentes sob condicbes de
campo, o0 estudo de epidemias exige controle sobre a uniformidade temporal e
espacial no contagio e sobre a pressdo de inéculo com que as plantas seréo
infectadas.

Sob condi¢cdes de ambiente mais controlado, a exemplo de casas de
vegetacao, metodologias de inoculacdo tém sido bem estabelecidas e apresentado
boa eficiéncia nos estudos de doencas em milho (Clements et al., 2003; Lanubile
et al., 2017). Todavia, em experimentos sob condi¢cdes de campo, principalmente
naqueles com elevado numero de plantas a serem avaliadas, ha dificuldades para

controle experimental e operacional de fatores como: i) infecgbes naturais
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adicionais a concentragdo previamente inoculada, as quais podem ser
desuniformes; ii) efeito adicional de outros patégenos que ocorrem naturalmente no
campo; iii) dificuldade de homogeneidade temporal na inoculagdo devido ao
desenvolvimento fenolégico retardado ou precoce de diferentes grupos de plantas;
iv) demanda de grandes quantidades de inéculo.

A respeito desses quatro fatores, € importante considerar que embora os
fatores ii e iii ndo sejam dificuldades exclusivas de ensaios conduzidos a campo,
espera-se haver maior grau de controle destes quando de ensaios em ambiente
protegido. Dificuldades semelhantes para experimentos com Fusarium em milho,
séo relatados por Silva et al. (2007).

Na busca por obter precisdo experimental que seja suficiente para a
identificacédo de plantas pelo menos candidatas a resisténcia ou suscetibilidade a
certas doencas, os pesquisadores tém optado pelo uso de algumas ferramentas
estatisticas adicionais para monitoramento da dispersdo espago-temporal da
doenca no campo (Rizzo et al., 1998; Beale et al., 2002; Freitas et al., 2015; Lione
e Gonthier, 2016; Zhang et al., 2019). As metodologias mais sofisticadas para
estudo de distribuicAo de doencas em plantagcbes envolvem etapas como
georreferenciamento e processamento remoto de imagens. No entanto,
considerando condicbes experimentais, onde a distancia entre as unidades
experimentais é preestabelecida, algumas ferramentas menos sofisticadas tém
sido adotadas, dentre elas, a estimativa da funcéo K de Ripley tem sido usada para
estudos de dispersao de doencas em culturas como o tomate (Henne et al., 2012),
dispersdo de Phytophthora megakarya em cacao (Ndoungué Djeumekop et al.,
2021), podridées em palmeiras (Balanagouda et al., 2021), e Fusarium spp. em
banana (Heck et al., 2021).

A funcéo K de Ripley foi originalmente elaborada para estudos de dispersao
de pontos quaisquer, em planos bidimensionais ou tridimensionais, podendo esses
pontos serem arvores em uma floresta, individuos em uma cidade ou galaxias no
espaco (Ripley, 1977). A Unica premissa que a funcao exige para sua estimativa €
de que a distancia entre 0s pontos seja conhecida, aspecto este, de controle dos
pesquisadores a partir de seus croquis de experimentos previamente delineados.
Possivelmente, devido a esse aspecto pratico, a funcdo K tem sido amplamente
utilizada e difundida em estudos florestais (Dos Anjos et al., 2004; Lan et al., 2009;
Caprets et al., 2012; Ge et al., 2021b).
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Em termos matematicos, a funcao K averigua se existe um padrao espacial
na localizacdo de pontos ou se a dispersdo dos mesmos é aleatoria. Dentre outras
classes metodologicas, a funcdo pode utilizar o método do vizinho mais préximo
para determinar qual seria o padrdo esperado na ocorréncia de pontos em um
universo onde a distribuicdo seria uniforme, ou ainda por contagem de pontos por
guadrantes. Essas duas classes de calculos sdo as apontadas por Ripley (1977)
como as mais apropriadas para trabalhos de campo.

A funcdo parte do principio que, havendo uma distribuicdo espacial
aleatdria entre os pontos, pontos aglomerados s&o “eventos raros” dentro do
universo espacial, configurando assim a relagédo entre numero de pontos préximos
e 0 numero de ocorréncia desses eventos uma distribuicdo de Poisson. Em outras
palavras, pela teoria probabilistica dessa distribuicdo, havendo aleatoriedade na
disperséo entre determinados pontos, a proximidade € menos provavel a medida
em que se aumenta o numero de pontos a serem agrupados, ou seja, € mais
provavel que haja dois pontos proximos do que dez pontos proximos, por exemplo.
Desse modo, a funcao k a hipotese nula de que: existe uma completa aleatoriedade
entre os pontos, sendo que a distribuicdo probabilistica se iguala a distribuicdo de
Poisson (Ripley, 1981).

Em termos praticos, o calculo considera diferentes faixas de distancia (raio)
e calcula o nimero de pontos para esta determinada faixa. O raio entre um ponto
central e o limite para contagem dos pontos aumenta entdo gradativamente até o
limite da area amostrada ou limite preestabelecido (Figura 2.A). Para o caso de
parcelas retangulares, Diggle (1983) definiu que o limite de distancia central para
cada ponto (maior raio a partir de um ponto central) a ser utilizado para que nao
haja viés na analise devera ser a metade da distancia da area total.

Apés a contagem de eventos no limite de raio de cada um dos pontos, a
funcdo K ja com o efeito de correcdo para os pontos proximos a borda sao
computados (Ripley 1977). Para testar a hipétese nula, € entdo calculado um
envelope de confianca que consiste em aplicar simulacdes pelo teste de Monte
Carlo (Mooney, 1997) considerando o numero de pontos amostrados e os intervalos
de distancia semelhantes ao estudo para identificagdo dos valores de K possiveis
para que a distribuicdo dos eventos siga a distribuicAo de Poisson a uma
significancia de 5% ou 1% a depender do critério do pesquisador. O nimero de

simulagdes para definicdo do envelope de confianca € a critério do pesquisador, no
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entanto, tem sido recorrente o uso de 1000 simulagbes para maior robustez na
geracgéao desse intervalo de confianga.

Os valores estimados da funcédo K sdo entdo transformados na fungéo L(s)
gue facilita a construcdo de graficos para melhor visualizacdo do resultado. A

funcéo L(s) aplicada para transformacao é:

L(s)=|— 1)

A estimativa de dispersédo é feita em momentos distintos para diferentes raios de
distancia de pontos centrais, referente as observagdes de interesse (Figura 2-A).
Por meio de simula¢gdes que consideram o numero de observacgoes investigadas, é
entdo definido um envelope de confianca (similar ao conhecido intervalo de
confianga) para os valores limite da funcdo L(s) a considerar que a hipotese de

distribuicdo aleatoria das observacdes nao seja rejeitada (Figura 2-B)

Disténcia
L(s)

Distancia Distancia

Figura 2. llustracdo do processo de contagem de pontos por intervalos de distancia
a partir de pontos centrais (A) e; resultado grafico (B) para o teste de hipétese de
distribuicdo espacial entre pontos a partir da transformacéo dos valores estimados
pela funcédo K de Ripley em valores de L(s), onde: a linha continua representa os
valores reais (observados) estimados para cada intervalo de distancia e, as linhas
pontilhadas delimitam o envelope de confianga (area em azul claro).

A partir da visualizacdo do intervalo do envelope de confianga, a analise

gréfica pode ser interpretada da seguinte forma: se a linha da funcéo L(s) para os



20

valores observados se mantiver dentro do envelope de confianca, a distribuicdo dos
pontos ndo segue um padrao de agrupamento ou uniformidade, ou seja, a hipbétese
nula ndo é rejeitada.

Embora ainda ndo usual na area de melhoramento de plantas, esse tipo de
analise pode assim ser uma ferramenta auxiliar para investigacao da ocorréncia de
doencas a campo e monitoramento do grau de precisao para selecao de genétipos
resistentes ou suscetiveis. Ainda, podera ser utilizado para monitoramento do grau
de associacao espacial de outros caracteres passiveis de avaliacdo nas etapas de
selecao de plantas superiores.

E importante ressaltar que para esse tipo de estudo, ha necessidade de
maior cuidado na organizagcao dos croquis experimentais para que eventuais erros
de implantacdo e arranjo espacial dos ensaios ndo ocasionem imprecisdo ou

inviabilizagéo das analises estatisticas referentes a esses ensaios.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Material Vegetal

Este estudo avaliou 176 linhagens endogamicas de milho-pipoca do Banco
de Germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro —
UENF (Tabela 1).

A extracdo de linhagens S7 se iniciou a partir de 2013. Nesta ocasido,
plantas individuais de diferentes populacdes foram autofecundadas por cultivos
sucessivos nas safras de inverno, até atingirem a geracao S; de autofecundacéo.
Nesta geracéo, € esperado que cerca de 99,61% dos loci estejam em homozigose,
0 que confere a essas plantas a caracteristica de linhagem ou linha pura.

Ao final do processo de extracdo de linhagens, o programa de
melhoramento de milho-pipoca da UENF obteve 192 linhagens de milho-pipoca de
21 populagdes diferentes, oriundas de seis paises da América do Sul. Ao longo do
estudo, 16 linhagens n&o apresentaram bom vigor germinativo ou ainda néo
produziram espigas suficientes para avaliacdo. Por conta disso, foi possivel obter

informagdes em 176 das 192 linhagens Sy.
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Tabela 1. Descricdo das linhagens S; avaliadas no estudo e suas respectivas
populacfes e paises de coleta.

Linhagens ID Populagéo Pais Informagdes Agrondmicas das
Populagbes *
L51 a L59 Beija-Flor Brasil UFV (1); UVF (2)
L6l al71 Angela Brasil UFV (1); URV (3)
L74 a L88 Vigosa Brasil UFV (1); UVF (2)
L201 a L230 IAC 125 Brasil IAC (1)
L231 a L260 BOZM 260 Bolivia Cimmyt (1); UEM (1)
L261 a L290 PARA 172 Paraguai Cimmyt (2); UEM (1)
L291 a L320 URUG 298 Uruguai Cimmyt (3); UEM (1)
L321 a L350 Bardo de Vicosa Brasil UFV (3)
L351 a L380 PR 023 Brasil UEM (1)
L381 a L410 SAM Brasil UEM (1)
L411 a L440 CHZM 13 134 Chile Cimmyt (4)
L441 a L470 BOYA 462 Colémbia Cimmyt (5); UEM (1)
L471 a L500 SE 013 Brasil UEM (1)
L501 a L530 PA 170 ROXO Paraguai -
L531 a L560 ARZM 07 049 Argentina Cimmyt (5); UEM (1)
L561 a L590 ARZM 05 083 Argentina Cimmyt (7)
L591 a L620 RS 20 Brasil UFV (1); UVF (2); UFV (3)
L621 a L650 PA 091 Brasil UEM (1)
L651 a L680 ARZM 13 050 Argentina Cimmyt (8); UEM (1)
L681 aL710 UENF 14 Brasil UENF
P1 Hibrido Zélia Brasil UFV (1)
P2 e P3 Composto CMS-42 Brasil UFV (4)
P4 SAM Brasil UEM (1)
P5, P6 e P7 Hibrido Zaeli Brasil UEM (2)
P8, P9 e P10 Hibrido IAC 112 Brasil IAC (2); UFV (1); UVF (2);

* Links para informacdes sobre as populagfes: UEV (1); UEV (2); UEV (3); UEV(4); IAC (1); IAC (2);
Cimmyt(1) ; Cimmyt(2) ; Cimmyt(3) ; Cimmyt(4) ; Cimmyt(5) ; Cimmyt(6) ; Cimmyt(7) ; Cimmyt(8);
UEM (1); UEM (2); UENF

3.1.3.2. Ensaios de competicdo

A fim de avaliar a ocorréncia de FER nas espigas, 11 ensaios de
competicéo foram conduzidos em trés diferentes safras, no campo experimental do
Colégio Agricola Anténio Sarlo, no municipio de Campos dos Goytacazes, regido
norte do estado do Rio de Janeiro (21°42'48” S e 41° 20’ 38” O - 14 m de altitude).
O primeiro conjunto de experimentos contendo as 176 linhagens de milho-pipoca
se deu na safra de inverno do ano de 2019, durante os meses de maio a agosto. O
segundo conjunto de ensaios com 85 linhagens foi conduzido durante a safra de
verao 2019/2020. O terceiro conjunto de experimentos com 91 linhagens foi

conduzido durante a safra de verdo 2020/2021. Dessa forma, as 176 linhagens
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foram avaliadas tanto em safra de inverno quanto em safras de veréo. A distribuicao
das linhagens nos diferentes ensaios se deu de forma aleatoria a partir de sorteio
das parcelas.

As condicBes climaticas no campo experimental foram monitoradas pela
estacdo meteoroldgica automatica (Estacdo A607 — Campos dos Goytacazes) do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizada a uma distancia maxima de
100 metros das areas de instalacdo dos ensaios. Os dados meteoroldgicos foram
coletados via endereco eletronico do instituto (INMET, 2021).

O primeiro conjunto de experimentos foi tratado como ensaios de inverno e
0 segundo e terceiro conjuntos de experimentos somados, foram tratados como
ensaios de verdo. Nos ensaios de inverno, foram conduzidos cinco experimentos
distintos, dispostos em areas adjacentes. Nos ensaios de verdo, foram conduzidos
seis experimentos distintos (trés na safra 2019/20 e trés na safra 2020/21) também
em areas adjacentes.

A unidade experimental foi constituida de 16 plantas espacadas a 0,2
metros e dispostas em fileira Unica de 3 metros de comprimento. O espacamento
entre fileiras foi de 0,9 metros. O espacamento utilizado consistiu assim em uma
densidade populacional de 55.555 plantas ha™.

Para cada experimento, independentemente do conjunto de ensaios, a
disposicdo dos tratamentos se deu em blocos completos casualizados. Cada
ensaio contou com um numero z de tratamentos regulares (avaliados somente em
um experimento dentro do conjunto) e trés gendtipos comuns (linhagens
endogamicas avaliadas em todos os experimentos do conjunto). Os tratamentos
comuns foram alocados de forma aleatéria dentro de cada experimento. Tais
tratamentos comuns foram utilizados para captar a interacdo gendtipo X
experimento dentro de cada conjunto de ensaios e, posteriormente, possibilitar a
comparacao mais justa entre os 176 genaotipos.

Na instalacdo dos ensaios, as areas de plantio foram previamente
preparadas com gradagem mecanizada, seguida pelo preparo de sulcos com5 a 8
cm de profundidade. No momento do plantio, os sulcos receberam adubac&o com
formulado N-P-K (04-14-08) em quantidade de 80 g metro linear 1 (32 Kg de N, 112
Kg de P e 64 Kg de K por hectare). A semeadura foi realizada com a deposicao e

posterior cobrimento de 2 sementes a cada 0,2 metros dentro da linha de plantio.
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Todos 0s ensaios receberam irrigacdo em dias alternados, durante 1 a 2
horas. A irrigagao utlizada foi do tipo aspersdo, com utilizacdo de aspersores
capazes de cobrir um raio de 15 metros, os quais foram posicionados de forma que
cada aspersor cobria uma area de intersecao correspondente ao raio do aspersor
adjacente.

Aos 20 dias apés o plantio, o desbaste foi realizado a fim de garantir a
permanéncia de uma Unica planta por cova, e consequentemente, 16 plantas na
parcela. Na ocasido do desbaste, aplicou-se a primeira adubacao de cobertura com
deposicdo de 20 g de Ureia metro linear * (75 a 80 Kg de N por hectare).
Posteriormente, aos 40 dias apés o plantio, a segunda porcdo da adubacao de
cobertura foi realizada com procedimento similar a primeira adubacao de cobertura.

O controle de plantas espontaneas foi realizado por meio de capinas
mecanicas. O controle de lagartas foi realizado via aplicagcdo de agroquimicos
proprios para a cultura. Os custos com a conduc¢ao dos ensaios bem como o custo
médio de fenotipagem para os ensaios conduzidos neste estudo, se encontram na
Tabela 1A no Apéndice A.

A inoculacédo das espigas com Fusarium se deu por inoculacdo natural.
Essa metodologia foi adotada devido as dificuldades em padronizar a aplicacéo do
indculo em um mesmo estadio fenoldgico dos tratamentos, dado que, o nimero de
dias para o florescimento das diferentes linhagens, variou entre 48 e 75 dias nos
diferentes ensaios. Além disso, a inoculacdo natural tornou-se possivel dado que a
area apresenta historico de ocorréncia do patdgeno e é utilizada consecutivamente
para plantio de milho comum e milho-pipoca, culturas hospedeiras de Fusarium.

Outro fator que favoreceu a ocorréncia natural do patdgeno foi a elevada
incidéncia de chuvas, notadamente nas safras de verdo, e ocorréncia de
temperaturas dentro da faixa ideal para desenvolvimento do fungo (23° C no inverno
e 26° C no verao).

Ressalta-se ainda, que em nenhum momento foi aplicado nenhuma forma
de controle de doencas fungicas nos ensaios componentes deste estudo ou em
ensaios de outros experimentos implantados em areas proximas. Também, a fim
de melhor visualizar a dispersdo do patbgeno na area experimental, foram
construidos mapas espaciais da incidéncia de espigas com podridao, a partir do

croqui experimental.
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3.1.3.3. Avaliacao daincidéncia e severidade de FER

As espigas foram colhidas aos 120 dias ap0s o plantio, com umidade média
entre 12% e 15% nos graos. Cada unidade experimental foi colhida individualmente
e identificada de acordo com sua respectiva linha de plantio.

A severidade de podriddo nas espigas foi avaliada pela incidéncia de gréos
com sintomas visiveis de ocorréncia de Fusarium (estrias rosadas no gréo). A
avaliacdo foi conduzida de forma visual por um Unico avaliador, utilizando como
parametro, uma adaptacéo a escala diagraméatica proposta pelo Cimmyt (1994). Na
adaptacdo realizada, as notas de severidade média da espiga se deram
considerando o intervalo de 0 a 100% de severidade com intervalos de 5% nas

notas (Figura3).

0%

5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

50% 55% 60% 65% 75% 80% 85% 90% 95% 100%

Figura 3. llustracdo da escala diagramatica adaptada a qual foi utilizada na
avaliacdo de podridao de espiga causada por Fusarium verticillioides em milho-
pipoca (parte mais clara representa a por¢ao com sintomas visiveis).
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Todas as espigas de cada unidade experimental foram avaliadas. A
incidéncia de espigas com FER foi estimada pela relacéo direta entre o0 nimero de
espigas sintomaticas pelo total de espigas colhidas na parcela, sendo esta relacdo
expressa em percentagem. Ao total, a severidade de podridado foi avaliada em
11.742 espigas ao longo das trés safras. A fim de diminuir ainda mais a variagao
de critérios de notas atribuidas as espigas, além do uso da escala diagramética,

todas as avaliacdes foram conduzidas por um Unico avaliador.

3.1.3.4. Andlise Estatistica

3.1.3.4.1. Significancia das fontes de variagao

Os dados de cada um dos experimentos nas respectivas safras foram
inicialmente tabulados, tratados e submetidos aos testes de verificacdo dos
pressupostos de normalidade de residuos de Shapiro Wilk (p > 0,05) e
homogeneidade de variancias pelo teste de O’neill & Mathews (p > 0,05). Atendidos
0S pressupostos, prosseguiu-se com analise de variancia pelo teste F ao nivel de
1% de probabilidade, a fim de identificar a existéncia de variabilidade significativa
entre os tratamentos.

De posse dos componentes de variancia residual de cada experimento
dentro de cada um dos conjuntos de ensaios (inverno e verdo), uma analise de
grupos de experimentos desbalanceados foi conduzida, seguindo a metodologia
proposta por Gomes et al. (1958) para analise conjunta de experimentos em blocos
completos casualizados, e adaptada por Gomes (1970). O quadro de composicéo
das fontes de variacdo bem como as estimativas dos componentes das esperancas
do quadrado médio é apresentado na Tabela 2.

Observado a existéncia de diferencas significativas para a fonte de variacédo
experimentos dentro de cada conjunto de ensaios, foi calculado o efeito médio de
experimento a partir da média dos tratamentos testemunhas, e consequentemente

foi gerado o fator de correcdo para os efeitos de experimento dentro de safras.
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Tabela 2. Quadro geral de andlise de variancia para andlise de grupos de
experimentos em blocos completos casualizados com tratamentos comuns,
conforme proposto por Gomes e Guimaréaes (1970).

FV GL SQ EQM

Bloco / E Yri—e Método usual 02 + czo?,
Experimentos (E) e-1 Método usual 02 + czo?, + rcd?
Tratamentos comuns X E (c—1) (e-1) Método usual 02 + rzd?%e
Tratamentos (ajustados) > zitc-1 Por diferenca 02 + red?%;
Residuo Por diferenca Y SQR; 02

Total Yri(zi+c)-1 Método usual

FV = fonte de variacdo; GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; EQM = esperanca do
quadrado médio; e é o numero de experimentos; ri 0 nimero de blocos (repeticdes) do i-ésimo
experimento; ¢ € o nimero de tratamentos comuns; e zi € 0 nimero de tratamentos regulares no i-
ésimo experimento. SQRi é a soma que quadrados do residuo da analise individual do i-ésimo
experimento

A estimativa do fator de correcéo (FC) foi obtida pela expresséo:

FC = Xc¢; — Xc (2)
Onde:
Xci € a média geral dos tratamentos comuns no i-ésimo experimento; e Xc
€ a média geral dos tratamentos comuns em todos os experimentos analisados no

conjunto.

Obtidos os fatores de correcéo, os valores observados para os tratamentos
regulares em cada um dos experimentos foram entéo corrigidos, sendo calculados

pela expressao:

Vc=Vo+FC (3)
Onde:
Vc é o valor corrigido; Vo o valor inicialmente observado; e FC o fator de

correcao estimado.

De posse dos valores corrigidos para os tratamentos regulares e da média
entre as respectivas repeticoes dos diferentes experimentos para cada tratamento

comum, os dados de cada um dos conjuntos de ensaios (inverno e verao) foram
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considerados como um Unico experimento com arranjo experimental em blocos
casualizados com 176 tratamentos e 3 repeti¢cdes.

Em seguida, prosseguiu-se a andlise de variancia individual e conjunta
entre as diferentes safras (inverno e verdo) a fim de verificar a significancia dos
efeitos de genotipo e da interacdo gendtipo x safra quanto a resposta a podridao
de espiga ocasionada por Fusarium. A analise conjunta foi possivel devido a
existéncia de homogeneidade de variancias residuais entre as safras, valores estes

testados pelo teste Hartley a 5% de probabilidade.

3.1.3.4.2. Selecéo de linhagens com potencial de resisténcia a FER

As linhagens que obtiveram meédias de severidade de FER abaixo dos
pontos de truncamento pré-definidos em ambas as safras foram selecionadas como
fonte de resisténcia. A definicdo do valor inicial para estimativa do ponto de
truncamento (valor que determina o limite superior de severidade da doenca nas
linhagens a serem selecionadas) é descrita a seguir.

O valor maximo de grdos mofados (classe que inclui os graos
contaminados por fungos) aceito para comercializacdo no Brasil é de 5%, para 0s
graos classificados como tipo 3 (Anvisa, 2011). Assim sendo, entende-se que este
valor pode ser considerado como limite maximo de tolerancia para graos infectados
por Fusarium em hibridos comerciais a serem produzidos a partir do cruzamento
de linhagens de milho-pipoca. Além disso, foi considerado os possiveis ganhos em
resisténcia a serem obtidos com o desenvolvimento de hibridos, evento esperado
devido a significancia dos efeitos de desvio de dominancia para este carater.

Até o presente momento, dois trabalhos avaliaram o potencial de linhagens
de milho-pipoca para podriddo a FER em cruzamentos hibridos; no trabalho de
Schwantes et al (2017) o valor minimo de capacidade especifica de combinacédo
(sendo os valores menores 0s mais desejados para 0s caracteres de ocorréncia de
doencas) obtido foi de -5,82% na severidade de FER, enquanto que, Almeida et al.
(2021) obtiveram valores de capacidade especifica de até -20,73% nos hibridos.

Partindo destes trabalhos, considerou-se para base de calculo do ponto de
truncamento o valor de 25,73%, referente ao somatorio entre 0 maximo aceito na
legislagdo e o valor maximo de reducdo da doenca alcancado nos trabalhos

existentes até o momento. Considerando este valor como média de referéncia,
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calculou-se entéo o intervalo de confianga a 95% de probabilidade (a = 0,05) para
cada uma das safras, sendo os desvios considerados a partir dos residuos finais
obtidos na andlise de variancia conjunta das safras (ap6s correcéo dos valores).

A estimativa do intervalo de confianca para cada safra foi obtida pela

formula:

u<X+t, (4)

=|"’

Onde:

u é a média populacional verdadeira ou valor de referéncia populacional; X
€ o valor da média amostral, aqui considerada como o valor do ponto de
truncamento preestabelecido (25,73); t« € 0 valor preestabelecido na distribuicdo t
de Student para o valor de probabilidade a e n-1 observacdes; s € o desvio padréo

amostral; e n € o numero de observacgdes realizadas em cada safra.

A partir da forma de estimativa supracitada, estabeleceu-se entdo o ponto
de truncamento de 26,77% para a safra de inverno e 26,84% para a safra de verao.
Obedecido o intervalo de confianca calculado, esses valores assim néao se diferem

do valor do ponto de truncamento preestabelecido.

3.1.3.4.3. Inferéncia sobre correlagfes espaciais na ocorréncia da doenca

Uma vez que a inoculacédo do patdgeno se deu de forma natural, tomou-se
o cuidado de investigar a correlacao espacial na incidéncia da doenca. A presenca
de correlacdes espaciais ou pontos com agregados de parcelas de maior ou menor
ocorréncia da doenca poderia causar uma selecdo enviesada. A possibilidade de
viés na selecdo poderia se dar tanto pelo escape de parcelas (ndo contato com
in6culo) ou ainda pela pressédo de inéculo com elevada desigualdade entre as
parcelas, o que configuraria também uma heterogeneidade dos efeitos residuais no
experimento.

A partir dos valores de incidéncia de FER na parcela e do croqui
experimental, foram construidos mapas de incidéncia da doenga. O objetivo desses
mapas foi identificar visualmente a existéncia de padrdes ou agrupamento de
parcelas em relagéo a incidéncia de doencas. Além dos mapas, apos a selecdo das

linhagens de interesse para exploracao de resisténcia a FER, a correlacéo espacial
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entre as parcelas das linhagens selecionadas foi testada pela estimativa da fungéo
K de Ripley. A dimensao utilizada para a contagem de pontos correspondeu a
metade da distancia de cada area analisada e o envelope de confianca foi obtido a
partir de 1000 simulac¢des pelo método de Monte Carlo.

3.1.3.4.4. Ferramentas e procedimentos para execuc¢do das analises

Todos o0s testes estatisticos bem como os graficos de dispersdo e
frequéncia foram conduzidos com auxilio programa R, a partir das funcdes
existentes no pacote base e também no pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2021).
Para a analise de grupos de experimentos com numero de tratamentos
desbalanceados, conforme proposto por Gomes (1970) ndo foram encontrados
pacotes ou fun¢des contendo a programacéo para esse tipo de analise. Devido a
isso, toda a analise de variancia foi programada (construcao de script) a partir de
funcdes basicas existentes também dos pacotes supracitados do programa R. O
script com as linhas de comando da referida programacéao € descrito no Apéndice
B.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os mapas da incidéncia de espigas com podriddo mostraram a dispersao
espacial da doenca nos diferentes ensaios (Figura 4). A analise visual dessa
dispersdo mostrou que embora a infeccao das plantas pelo patégeno tenha se dado
de forma néo controlada, a doenca ocorreu em todos 0s ensaios sem possibilidade
de identificacdo de setores com predominancia de parcelas pouco incididas. Em
todos 0s ensaios, a maior parte das parcelas apresentou valores de incidéncia de
espigas com FER acima de 70%.

Essa elevada incidéncia do patogeno reflete a pressdo de inéculo na area
de estudo, fator este que possibilitou maior seguranca na comparagdo dos
gendtipos quanto ao potencial de resisténcia.

Estudos tém demonstrado que a avaliagdo de severidade a doencas

mediante infeccdo natural tem sido suficiente para discriminar genétipos naquelas
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ocasifes em que ha elevada presséo de inéculo nas areas de cultivo (Silva et al.,
2007; Almeida et al., 2021).

A)

Experimento 2

Experimento 1 Experimento 3

0% 50% 100%

Incidéncia de espigas com FER

B)

Experimento 1 Experimento 3

Experimento 4

Figura 4. Mapa de ocorréncia de podriddo de espiga ocasionada por Fusarium nas
parcelas (cada um dos retangulos dentro de cada ensaio; retangulos com linhas
cruzadas na diagonal, representam parcelas perdidas), de cada ensaio de
competicdo das safras de inverno 2019 (A) e verdo de 2019/20 (B — Experimentos
1 a 3) e verao 2020/2021 (B — Experimentos 4 a 6) em Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro, Brasil.
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Em etapas iniciais, os programas de melhoramento demandam avaliagéo
de grande numero de genotipos e ambientes. A demanda de elevada quantidade
de solugcédo para inéculo e a maior discrepancia nos estagios fenoldgicos dos
diferentes gendtipos, dificultam a préatica de inoculacdo artificial nessas etapas
(Silva et al., 2007). Nesses casos, a existéncia de areas com elevada pressao de
inoculo do patdégeno alvo do estudo, contribui para maior eficiéncia da selecao
nessas primeiras etapas. Além disso, ainoculacdo a nivel de campo nao representa
uma garantia de equilibrio na presséo de in6culo sobre cada genétipo se a doenca
ocorrer naturalmente com distribuicdo desuniforme na area.

Todavia, é valido ressaltar que o objetivo central da analise espacial
utilizada neste estudo nédo teve por objetivo defender a ndo necessidade de
inoculacédo artificial em estudos de resisténcia a nivel de campo, dado que a
eficiéncia seletiva € comprovadamente maior quando sob inoculagédo artificial
(Loffler et al., 2010). A adocao dos mapas de incidéncia da doenca no espaco se
deu com objetivo unico de verificar se as condicbes experimentais possibilitariam
descartar genotipos suscetiveis a podridao de espiga com uma margem menor de
erro suficientemente confiavel.

Em termos de intensidade de doenca, tanto a incidéncia quanto a
severidade foram maiores na safra de verdo (Figura 5). Nas safras de inverno,
houve maior frequéncia de parcelas com severidade abaixo de 50%, enquanto que
no verao as maiores frequéncias de severidade de FER foi para os valores acima
de 50%. Esse diferencial de frequéncias resultou em uma média de severidade
duas vezes maior nas safras de veréo.

Essa diferenca nas médias gerais e frequéncias para incidéncia e
severidade do patégeno podem ser decorrentes das condi¢des climaticas em cada
uma destas safras e consequentemente pela pressao diferencial de indculo
(quantidade de esporos) disponiveis em cada momento.

Durante as safras de verao, houve precipitacdo superior em no minimo 434
mm de chuva quando comparado a safra de inverno. A temperatura diaria média
foi no minimo 2,5°C menor. Em relagdo a umidade relativa do ar e velocidade do
vento, ndo houveram diferencas discrepantes entre as safras (Figura 6). A faixa de
temperatura ideal para o desenvolvimento de Fusarium é de 17 °C a 27 °C, com

valores 6timos de umidade relativa acima de 80% (Rossi et al., 2009).
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Figura 5. Histograma de notas (percentagem de doenca) para incidéncia e
severidade de podriddo em espigas incididas por Fusarium (FER), durante as
safras de inverno 2019 (barras em azul) e de verdo 2019/20 e 2020/21 (barras em
vermelho) em Campos dos Goytacazes, RJ.

A umidade relativa se manteve elevada contribuindo para o
desenvolvimento do patdgeno, sendo valido também registrar que 0s ensaios
receberam irrigacdo em intervalos de no maximo dois dias 0 que contribuiu para
manutencdo da umidade a nivel de microambiente.

Todavia, o maior volume de chuvas no verdo pode ter favorecido o
desenvolvimento do patdégeno. Isso porque, ainda que as plantas tenham sido
irrigadas periodicamente, a taxa de perda de agua para atmosfera em periodos
ensolarados € muito maior que em periodos chuvosos mais extensos, por isso as
diferencas devido a precipitacdo devem ser consideradas.

A Figura 6-A demonstra claramente que ao longo dos ensaios de inverno,

houve um periodo de estiagem entre os meses de junho e agosto.
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de janeiro de 2019 a fevereiro de 2021. Dados do INMET (2021).
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Este periodo refere-se as fases entre 30 a 90 dias apds emergéncia das
plantulas, que engloba todos os estadios reprodutivos das plantas, fase essa, onde
se da a infeccdo dos graos por Fusarium (Duncan e Howard, 2010).

De forma contréria, nos ensaios de verdo, houve maior frequéncia de
chuvas a partir dos 30 dias de plantio. Assim, a elevada frequéncia de chuvas do
estagio V6 até a colheita, associado as temperaturas mais elevadas (Figura 6.B)
podem ter contribuido para o desenvolvimento do patdgeno, resultando em maior
média geral de severidade ao longo do experimento.

Esses dados demonstram assim, que para as condicdes de Campos dos
Goytacazes, estudos para resisténcia a FER sob infeccdo natural do patégeno
devem ser realizados preferencialmente nos periodos mais quentes e chuvosos.
Isso porque, no inverno, os periodos mais extensos de estiagem podem contribuir
para menor taxa de infeccdo dos grédos nas espigas, mesmo em genotipos
suscetiveis. Ao que os resultados deste estudo déo parecer, a distribuicdo nas
frequéncias das notas de severidade (SFER) € mais intensamente afetada pelas
condicdes climaticas em cada safra em comparacédo com a IFER.

Ainda que havendo condi¢cdes mais favoraveis ao progresso da doenca nos
graos durante as safras de veréo, também nas safras de inverno houve significancia
nos efeitos de genotipo (Tabela 3).

Essas diferencas evidenciam a superioridade dos efeitos genotipicos sobre
os efeitos residuais como consequéncia ndo somente do adequado controle
experimental, expresso até mesmo na nao significancia dos efeitos de blocos, mas
também, pela elevada variabilidade genética no germoplasma avaliado.

Os maiores valores de C.V. foram obtidos na safra de inverno, o que reflete
a maior variacdo média entre as repeticdes neste periodo. Essa desuniformidade
pode ser resultante da possivel menor pressdo de inéculo na area durante o
inverno, conforme discutido anteriormente.

Quanto a significancia dos efeitos genotipicos, dado que a existéncia de
variabilidade é fundamental para selecéo de gendtipos superiores, é desejavel que
sejam significativos em experimentos dessa natureza. Essa elevada variabilidade
genética no germoplasma ja era um resultado esperado, devido a riqueza na origem
geografica das linhagens estudadas (Tabela 1). Dado isso, o estudo evidenciou a
possibilidade de selecdo para resisténcia a FER dentre germoplasmas

provenientes da América do Sul. Essa informacéo é relevante para os programas
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de melhoramento que possuem esse tipo de germoplasma em sua base genética,
e ainda para aqueles programas que desejam introduzir germoplasma em sua base

genética, na busca por explorar alelos de resisténcia a FER.

Tabela 3. Analise de variancia individual para os diferentes ensaios de competicdo
entre linhagens S7 de milho-pipoca nas safras de inverno e verdo em Campos dos
Goytacazes, RJ.

ENSAIOS DE INVERNO

IFER
Experimentos
F. V. 1 2 3 4 5
Bloco 59,1 66,6 17,6 308,1 3,94
Genotipo 1100,1™ 991,3" 698,3" 1063,1" 800,1™
Residuo 59,2 104,2 78,86 104,8 73,32
C.V. (%) 8,97 11,71 10,04 12,59 10,21
SFER
Experimentos
F. V. 1 2 3 4 5
Bloco 1427 196,8 104,1 407,7 290,1
Genotipo 1084,3" 24426 1438,7" 1524,0" 15509 "
Residuo 150,1 145,9 198,1 144,2 107,4
C.V. (%) 40,13 31,70 33,90 32,10 31,11
ENSAIOS DE VERAO
IFER
Experimentos
Safra 2019/20 Safra 2020/21
F. V. 1 2 3 4 5 6
Bloco 12,54 32,1 6,89 10,8 10,3 9,93
Genotipo 1030,6™ 18,9 345,97 557,57 4244 437,67
Residuo 20,5 10,0 36,53 23,9 16,5 12,4
C.V. (%) 4,94 3,20 6,34 5,30 4,24 3,68
SFER
Experimentos
Safra 2019/20 Safra 2020/21
F. V. 1 2 3 4 5 6
Bloco 83,2 117,2 445,1 47,7 248,1 57,6
Genodtipo 2540,57 1789,6™ 1474,17 2427,8" 2031,7" 2381,7"
Residuo 109,15 182,2 257,18 159,1 182,4 99,0
C.V. (%) 17,8 21,15 23,73 23,53 20,15 14,8

ns. " ™ ndo significativo e significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente. Graus de liberdade (GL) da fonte de variacédo (FV) gendtipo (t): 38, 35, 35, 37 e
38 para os cinco ensaios de competi¢cdo da safra de inverno, respectivamente, e; 34, 28, 35, 26, 38
e 24, para os seis ensaios da safra de verao, respectivamente. O GL para fonte Bloco (r) é 2 para
todos os ensaios. O GL para o residuo pode ser obtido pela expresséo (r-1).(t-1) em cada ensaio.
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Quando analisados os ensaios de forma conjunta, observou-se a
significancia dos efeitos de ensaio em ambas as safras (Tabela 4).

A significancia na fonte de variagdo ensaio evidenciou assim a importancia
na escolha do delineamento experimental para a precisdo das avaliagbes. Se
considerado, por exemplo, avaliar todas as linhagens em um experimento Unico, 0s
efeitos ambientais aqui detectados pela fonte de variagdo Ensaio (E) poderiam
inflacionar os efeitos residuais, dado as dimensbGes da area experimental

demandada.

Tabela 4. Andlise de variancia para ensaios de competicédo entre linhagens S7 de
milho-pipoca, considerando modelo de analise em grupos de experimentos
desbalanceados em blocos ao acaso com tratamentos comuns, nas safras de
inverno (2019) e veréo (2019/10 e 2020/21), em Campos dos Goytacazes, RJ.

Inverno Veréo

F. V. GL IFERow SFERow GL |IFERow SFER om
Ensaio (E) 4 880,6 ©  2090,7° 5 591,1° 29245°
Bloco/E 10 91,1 228,2 12 13,7 166,5
Genotipo ajust. 175 957,1" 1802,2 ™ 175 479,7" 2187,1 "
Testemunha x E 8 3979" 542,.8™ 10 4850" 2816 "
Residuo 366 83,72 148,4 370 20,5 168,9
Média - 85,26 36,05 - 94,55 63,26
C.V. (%) - 10,73 33,79 - 4,77 20,55

ns ™ n&o significativo e significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Embora ndo haja dificuldades na instalacao desse tipo de delineamento,
identificou-se que ha limitaces em termos de ferramentas computacionais para
analise de variancia em grupos de experimentos para as situacfes de
desbalanceamento. Nesse sentido, espera-se que 0s scripts construidos para
essas analises, fiquem disponiveis a comunidade cientifica em geral e possa assim
facilitar as analises a partir da adogéo desse tipo de delineamento, principalmente
nas etapas iniciais dos programas de melhoramento.

A significancia das diferencas entre ensaios também evidenciou que as
testemunhas utilizadas foram suficientes em captar os efeitos ambientais e

consequentemente, estimar os efeitos médios de cada ensaio. A partir desses
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efeitos, os valores de cada parcela foram ajustados possibilitando a analise
conjunta dos ensaios dentro de cada safra considerando o modelo em blocos
casualizados (Tabela 5).

Tabela 5. Analise de variancia individual para ensaios de competicdo entre
linhagens Sz de milho-pipoca, considerando modelo de blocos ao acaso, nas safras
de inverno (2019) e verao (2019/10 e 2020/21), em Campos dos Goytacazes, RJ.

QM

FONTE DE VARIAGCAO Inverno Verdo

GL IFER SFER IFER SFER

BLocos 2 44 52 175,52 32,03 21,54
LINHAGEM 175 872,21 " 1917,39 ™ 427,73 " 2170,27 "
RESIDUO 350 88,25 147,81 19,10 168,91
MEDIA - 86,43 36,68 96,25 64,79
CV (%) - 10,59 33,15 4,54 20,06

nsi ™ n&o significativo e significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.

Ainda que tenha havido reducédo de 16 unidades no grau de liberdade do
residuo (GL) a partir da adocdo do modelo em blocos casualizados, o0s
componentes de variancia residual apresentaram decréscimo, reflexo também na
leve reducéo dos valores de CV. Isso demonstra que a correcdo dos efeitos de
ensaio captados pelas linhagens testemunha foram suficientes para melhorar a
precisdo da andlise.

A partir do balanceamento no nimero de tratamentos entre as safras,
proporcionados pelo ajuste dos efeitos de ensaio dentro de cada safra, foi possivel
conduzir andlise conjunta das safras (Tabela 6).

A resposta das linhagens a podriddo de espiga, tanto em termo de
incidéncia quanto de severidade foram diferentes entre as linhagens e também
entre as épocas. A interacdo gendtipo e safra significativa revelou que a resposta
das linhagens € modificada em funcao da safra, a ponto de modificar o ranking dos
genotipos quanto a IFER e SFER. Essa interacdo € um fator dificultador para a

selecdo de genotipos superiores.
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Tabela 6. Andlise de varidncia conjunta para ensaios de competicdo entre
linhagens Sz de milho-pipoca, considerando modelo de blocos ao acaso em duas
diferentes safras (inverno e verédo), em Campos dos Goytacazes, RJ.

QM

GL IFER SFER
Bloco/S 4 38,27 98,52
Safra (S) 1 23611,08 ** 214154,39**
Gendtipo (G) 175 816,99 ** 2280,63 **
GxS 175 281,22 ** 893,72 **
Residuo 700 50,67 158,36
Média 91,22 50,86
CV (%) 7,80 24,74

nsi ™" ndo significativo e significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Embora ja discutido sobre a provavel maior pressao de in6culo nas safras
de verao e consequentemente maior nivel de confianca para selecéo de genotipos
suscetiveis, optou-se por utilizar os dados de severidade das duas safras para
selecdo. Isso porque, assumiu-se como verdadeira a hipotese de que, ainda que
tenha havido interacdo gendtipo ambiente na avaliagdo geral do painel de
linhagens, aquelas que possuem resisténcia genética a FER serao classificadas no
grupo de menor severidade da doenca, em ambas as épocas.

Em relacéo a utilizacdo apenas dos dados de severidade para a selecao,
se deu pelo entendimento de que, ndo sendo esperado a existéncia de plantas
imunes, dado o carater quantitativo da resisténcia a FER, a resisténcia se expressa
pela capacidade do genétipo em atrasar o progresso da doenca. Assim, a
caracteristica que possibilitou inferir sobre a taxa de progresso da doenca nas
espigas, foi a severidade (Figura 7).

A selecao das linhagens com potencial de producao de hibridos com niveis
satisfatorios de resisténcia a FER foram feitas com base nos pontos de truncamento
especificos para cada safra, conforme descrito na metodologia. Nas safras de
verao, 21 linhagens apresentaram médias abaixo do ponto de truncamento (pontos
em cor laranja e vermelho). Na safra de inverno, 71 linhagens apresentaram médias
igual ou inferiores ao ponto de truncamento (pontos em cor laranja e azul).

Dentre as 176 linhagens avaliadas, apenas 18 (10,2%) apresentaram
severidade de FER abaixo do ponto de truncamento para as duas safras (pontos

em cor laranja).
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Figura 7. Dispersao de linhagens endogamicas de milho-pipoca quanto a
severidade de podriddo de espiga em funcdo das safras de avaliacdo. Pontos
vermelhos indicam as linhagens selecionadas como possiveis fontes de resisténcia
no verao. Pontos azuis indicam as linhagens selecionadas como possiveis fontes
de resisténcia no inverno. Pontos em laranja indicam linhagens selecionadas como
possiveis fontes de resisténcia tanto na safra de verdo quanto na safra de inverno.
Pontos em preto indicam linhagens néo-selecionadas como fontes de resisténcia
em nenhuma das safras.

As linhagens P2, P8 e L232 apresentaram valores abaixo do ponto de
truncamento para o verdo, porém apresentaram valores superiores em severidade
no inverno. Esse resultado se op8e a resposta média das linhagens, uma vez que,
no geral, a tendéncia foi de aumento na severidade de podriddo de espiga nas

safras de verdo. Além de exemplificar a interacdo genotipo x ambiente complexa
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entre safras, essas linhagens poderéo ser alvo de estudos fisioldgicos sobre fatores
ambientais capazes de quebrar o potencial de resisténcia a podriddo em genadtipos
de milho.

A partir do croqui experimental em cada safra, foram considerados os
pontos de localizagdo das parcelas correspondentes a cada uma das 18 linhagens
previamente selecionadas com base na menor severidade da doencga. A andlise de
disperséo dessas parcelas mostrou que no geral, a distribuicdo das parcelas com
gendtipos resistentes se deu de forma aleatoria (Figura 8).

Todavia, para a safra de inverno, embora para as classes de distancia no
geral tenha havido um padréo de disperséo aleatério, a analise apontou que se
considerado um raio de distancia de 5 metros a 8 metros, o padréo de disperséo
espacial de parcelas com baixa incidéncia pode ser considerada como agrupada
(Figura 8-B). Esse resultado indica que a presenca de uma parcela resistente pode
ter funcionado com barreira de protecédo para infeccdo de parcelas vizinhas. Esse
efeito possivelmente foi viabilizado pela provavel menor pressao de indculo durante
o periodo de inverno.

Apesar dessa consideracdo a um raio de até 8 metros nos ensaios de
inverno, para a distancia média geral de todos 0s ensaios, 0 padrao de dispersao
das parcelas de baixa severidade pode ser considerado aleatorio.

Esse resultado reafirma a suficiéncia das condicdes ambientais neste
estudo, para que seja conduzida uma selecao prévia para resisténcia a podridao
de espiga por Fusarium, o que ndo isenta a necessidade de estudos de confirmacao
dessa possivel resisténcia em ambientes mais controlados.

Quanto aos aspectos morfolégicos, dentre as linhagens selecionadas, duas
apresentaram grdos no formato arroz (pontiagudo) ou intermediario e 16
apresentaram formato pérola, conforme ja descrito também por Vasconcelos
(2021).

O formato de grdo pérola com pericarpo amarelo-alaranjado € o mais
comumente encontrado no mercado, sendo este o ideétipo almejado no primeiro

momento para comercializacao de graos.
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Figura 8. Dispersado entre parcelas experimentais das linhagens de milho-pipoca
resistentes a podridao de espiga e, disperséo dos valores estimados para a funcao
K de Ripley transformada pela funcdo L(s), respectivamente, na area de
experimental dos ensaios de inverno (A e B) e de verdo nas safras de 2019/20 (C
e D) e 2020/21 (E e F). Linha pontilhada representa o limite do envelope de
confianca a 95% de probabilidade. A linha continua dentro do limite do envelope de
confianca indica que os pontos amostrais seguem distribuicdo aleatoria; acima do
limite superior do envelope de confianca indica que os pontos amostrais seguem
distribuicdo espacial agrupada e; abaixo do limite inferior do envelope de confianga,
indica que os pontos amostrais seguem distribuicdo amostral uniforme.
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Quanto a coloragéo de pericarpo, duas linhagens apresentaram gréos
brancos, duas com gréos roxos e as demais com graos de coloragdo amarela
(Tabela 7).

Tabela 7. Severidade (%) de Fusarium nas espigas (SFER), rendimento de graos
(kg.ha') e capacidade de expansdo (ml.g?) para as linhagens que apresentaram
severidade de podriddo abaixo da média geral em ambas as safras.

Inverno Verao Gréo Gréo
Linhagem | SFER RG CE SFER RG CE Cor Tipo
L65 5,21 932,68 20,1 24,02 1033,75 17,7 Branco Pérola
L69 545 | 2272,63 28,8 26,29 | 1597,04 26,0 Branco Pérola
L77 9,94 874,33 29,2 11,47 175,23 - Amarelo | Pérola
L80 13,59 | 645,67 22,3 15,58 756,16 17,8 Amarelo | Pérola
L265 23,40 | 1702,39 18,4 22,88 | 1715,42 10,7 Amarelo | Pérola
L274 7,07 654,76 28,4 9,70 177,16 23,3 Amarelo | Pérola
L292 6,02 | 2249,14 29,7 26,02 2431,78 26,1 Amarelo | Pérola
L293 22,31 | 875,63 23,0 12,85 73,27 - Amarelo | Pérola
L476 23,34 | 946,40 23,7 22,81 851,42 16,7 Amarelo | Pérola
L480 5,62 1656,01 20,2 16,38 1392,76 13,4 Amarelo Arroz
L481 18,34 | 1162,62 20,2 16,47 733,22 17,2 Amarelo | Pérola
L503 11,41 | 1776,98 27,5 12,24 1142,86 20,0 Amarelo | Pérola
L508 6,44 | 1624,59 154 8,35 1616,47 12,2 Roxo* Pérola
L656 11,85 | 314,57 22,1 6,00 388,13 19,8 Amarelo | Pérola
L688 5,26 | 1238,30 32,9 22,59 | 1059,37 28,7 Amarelo | Pérola
L689 5,40 1223,71 20,1 24,14 1539,44 28,3 Amarelo | Pérola
P4 25,61 [ 2201,59 17,8 24,33 | 3080,22 13,3 Amarelo | Intermed
P9 12,20 | 1576,44 29,2 22,72 1861,24 20,7 Amarelo | Pérola

* Coloragéo predominante, porém h& espigas com graos de outra cor (possivel contaminacao).

A coloracédo branca de linhagens advindas da populacdo Angela pode ser
um problema para o desenvolvimento de hibridos caso seja objetivo a obtencao de
hibridos uniformes em termos de colora¢édo do pericarpo. Isso porque, no caso da
populacdo Angela, parece haver efeito de xénia na coloracdo do pericarpo, de
modo que os graos F1 ja apresentam mudanca de coloragéo (Figura 9 — L65 e L69).
No entanto, é valido ressaltar que aspectos como coloracao e formato séo previstos

em graos de variedades comerciais (Anvisa 2011).
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Figura 9. Imagem de espigas das linhagens S7 de milho-pipoca selecionados como
candidatos a fontes de resisténcia a podriddo de espiga por Fusarium, dentre 176
linhagens do Banco de Germoplasma da UENF.
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Ha ainda trabalhos apontando o potencial do uso de graos com coloragéo
e formato distintos do padrdo comum para comercializagdo em embalagens néo-
transparentes como € o caso dos graos destinados a micro-ondas. Apesar de
relatos nesse sentido, estudos sobre aceitacdo e preferéncia de diferentes tipos de
graos sdo ainda necessarios.

A recomendacdao de linhagens para a producdao direta de hibridos de milho-
pipoca deve levar em consideracdo ainda a capacidade de expansao (CE) dos
genotipos, dado que a resisténcia a doenca € um carater secundario a ser
explorado. A preocupac¢do com os valores médios de CE se deve ao fato de que os
ganhos com desvios de dominéancia na producdo de hibridos tendem a ser
relativamente baixos. Assim, a escolha de linhagens com reduzida CE pode resultar
em valores ndo satisfatérios (abaixo de 30 mL g*) nos hibridos produzidos.

Observou-se que dentre aquelas linhagens selecionadas, L69, L77, L274,
L292, L503, L688, L689 e P9 apresentaram valores de CE acima de 27 mL g* em
pelo menos uma das safras. Estas linhagens podem assim serem utilizadas em
blocos de cruzamentos para obtencéo de hibridos superiores em CE e resisténcia
a FER, sendo valido observar para além desses caracteres, o rendimento de graos
desses hibridos.

Para composicéo desses blocos de cruzamentos é importante considerar
também a produtibilidade de sementes de cada uma dessas linhagens. Esse
aspecto é importante ser observado dado a necessidade de genitores femininos
capazes de produzir sementes hibridas em quantidade e qualidade, que viabilizem
a comercializacdo de sementes a precos mais acessiveis aos produtores de graos
e mais lucrativos as companhias produtoras de sementes.

Dentre este ultimo grupo destacado, apenas L688 e L689 advém da mesma
genealogia. A existéncia de pelo menos 7 linhagens de genealogias aparentemente
distintas favorece assim a possibilidade de obtencdo de ganhos a partir da
exploracdo de efeitos génicos ndo-aditivos, principalmente visando ganhos em
rendimento de gréaos.

Ainda, em relacdo a linhagem L688, € importante registrar a dificuldade de
avaliacao visual das espigas devido ao aspecto fosco nos graos (Figura 8 — L688).
Além disso, essa linhagem e outras da populacdo ‘UENF 14’ apresentam graos
com coloracéo purpura distribuidos aleatoriamente nas espigas. Essa caracteristica

ocorre nas geragdes F1 com segregagdo em Fo.



45

Devido a dificuldade na avaliacdo de sintomas de Fusarium nos graos,
recomenda-se mais estudos para melhor investigar a possibilidade de auséncia de
fungos nas sementes desse gendtipo.

Para além do potencial de cada uma das 18 linhagens selecionadas para a
composicdo de blocos de cruzamentos, nas etapas de obteng&o de hibridos, as
mesmas podem servir como material genético para estudo de heranca e controle
génico envolvido na expressao da resisténcia a FER futuramente.

Ainda a respeito dos valores de severidade observados nas linhagens em
geral, € importante considerar que em linhas endogamicas, a variancia genética
observada entre as linhagens, é resultado direto da varidncia genética aditiva,
devido a fixacao dos alelos nos loci que governam determinado carater (Falconer
e Mackay, 1989). Esse processo de inflacdo da variancia aditiva € explicado por
diferentes teorias como descreve Buskirk e Willi (2006).

Assim, ao considerar a auséncia de efeitos genéticos de dominancia na
variancia genética entre linhas, dado a amplitude dos valores de severidade de
podriddo de espiga observado, de 5% a 100%, fica evidente o indicio, tanto da
natureza poligénica quanto o potencial da exploracéo de efeitos genéticos aditivos
para obtencédo de ganhos em resisténcia a essa doenca.

Isto porque, se a resisténcia a podriddo de espiga fosse um carater
governado por muitos genes e predominancia de efeitos génicos nao-aditivos, seria
esperado haver um decréscimo significativo na resisténcia a doenca e,
consequentemente, elevacao nos niveis de severidade da doenca, dado a fixacao
dos alelos e consequente inflacdo da parcela de contribuicdo dos efeitos aditivos.

Em outras palavras, os resultados aqui encontrados, sustentam a hipétese
de que, no caso do desenvolvimento de hibridos, o sucesso na obtencédo de
gendtipos resistentes a podridao de espiga por Fusarium depende diretamente da
selecdo para resisténcia durante o processo de desenvolvimento das linhagens.

A partir desta hipotese, considera-se que, para além da necessidade dos
testes de potencial das linhagens quando em combinac¢éo, devera haver atencao
dos melhoristas para o processo de desenvolvimento de linhagens no que se refere
a podriddo de espiga. O investimento no melhoramento de popula¢cbes visando
garantir uma maior frequéncia de alelos de resisténcia, pela utilizacdo de métodos

como selecdo recorrente ou pela formacdo de populagdes sintéticas a partir de
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linhagens resistentes, poderad garantir aos melhoristas maior sucesso no

desenvolvimento de hibridos superiores em resisténcia a Fusarium.

3.1.5. CONCLUSOES

A maior homogeneidade na dispersao da doenca e a maior intensidade de
sintomas de podridao de espiga ocorreram nas safras de verdo, periodo este, mais
chuvoso.

Dentre as 176 linhagens de milho-pipoca do banco de germoplasma da
UENF, 18 séo candidatas a fontes de alelos de resisténcia a podridao de espiga,
podendo serem utilizadas no desenvolvimento de hibridos ou para introducéo de
alelos de resisténcia em novas populagdes.

Dentre as linhagens candidatas a resisténcia, oito apresentaram valores de
capacidade de expansao interessantes para o desenvolvimento de hibridos com

maior volume de pipoca.
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3.2. PODRIDAO DE ESPIGA EM LINHAGENS DE MILHO- PIPOCA:
RESPOSTA DIFERENCIAL EM RELACAO A QUANTIDADE DE
NITROGENIO APLICADO

3.2.1. INTRODUCAO

O mercado de milho-pipoca movimenta cerca de 24 bilhdes de dolares por
ano a nivel global, considerando a comercializacdo de sementes, graos e pipoca
na forma de guloseima ou petisco (FAO - Tridge, 2021). Similar ao milho comum,
as mudancas climaticas também tém afetado negativamente a producdo de milho-
pipoca em todo o mundo (CAMPI, 2021). Os impactos negativos sdo mais intensos
nas regides tropicais, onde estdo localizados, por exemplo, Brasil e Argentina,
maiores produtores e exportadores de milho-pipoca da América do Sul.

Os impactos das mudancas climaticas nos sistemas agricolas tém
levantado preocupacdes a respeito da resiliéncia dos sistemas agricolas, e
consequentemente, sobre a seguranca alimentar em médio e longo prazo (Thayer
et al., 2020). Nesse contexto, a ciéncia tem buscado desenvolver tecnologias com
objetivo de promover a manutencéo da funcionalidade dos sistemas de producéo
tanto para condi¢cbdes climaticas presentes, quanto para aquelas condi¢cdes
previstas para o futuro (Howden et al., 2007).

A fim de contribuir com o desenvolvimento dessas tecnologias, o
melhoramento de plantas trabalha para o desenvolvimento de gendtipos adaptados

as mais diversas condi¢cdes ambientais (Ceccarelli et al., 2010). Programas de
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melhoramento de milho tém trabalhado com objetivo de desenvolver cultivares que
reinem alelos favoraveis para resisténcia a pragas e doencas (L6épez-Castillo et
al., 2018; Schwantes et al., 2017); eficiéncia no uso da agua (Tolk et al., 2016; Leite
et al., 2021; Santos et al., 2021). eficiéncia no uso de nutrientes para solos com
baixo teor de nutrientes (Parentoni et al., 2010; Santos et al., 2017); tolerancia a
estresse térmico (Alam et al., 2017), estresse salino (Luo et al., 2017), dentre outros
estresses.

Existem diversos estudos, conforme citados anteriormente, sobre cada um
desses fatores de estresse avaliados de forma isolada, no entanto, Dodig et al.
(2019) alerta que devido a complexidade de atuacéo de fatores condicionadores de
estresse no ambiente, € necessario conhecer como se da a interacdo desses
multiplos fatores quando atuando de forma simultdnea. Essas informagdes s&o
essenciais para que os programas de melhoramento construam as melhores
estratégias de selecdo no processo de desenvolvimento de suas cultivares.

Na cultura do milho, cultivares mais eficientes no uso do nitrogénio
(nutriente de maior demanda na cultura) e mais resistentes a doencas representam
uma demanda imediata para o aumento da resiliéncia e sustentabilidade dos
sistemas de producado (Gil et al.,, 2019). Essas caracteristicas contribuem para
reducdo dos custos de producdo e para reducdo dos impactos negativos no
ambiente devido ao excesso de aplicacao de fertilizantes minerais (Stear et al.,
2001; Mastrodomenico et al., 2018).

O milho é afetado por diversas doencas, com destaque para doencas de
pos-colheita. A podriddo de espiga causada por fungos do género Fusarium
(Fusarium ear rot - FER), predominantemente pela espécie Fusarium verticillioides
(Sacc.), Nirenberg (teleomorfo Gibberella moniliformis Wineland), possui elevado
potencial de danos nos graos. O fungo causa um tipo de podridao seca nos gréaos
a qual compromete a qualidade do produto final, neste caso, o grao (Czembor et
al., 2019). Além do aspecto visual que torna a comercializacao dos graos inviavel,
existem os riscos de producdo de micotoxinas, metabdlitos secundarios téxicos
para animais e humanos (Duncan e Howard, 2010; Yu et al., 2021).

Nesse contexto, a identificacdo de genotipos com alelos favoraveis para
resisténcia a FER em condicbes de cultivo com diferentes quantidades de
nitrogénio aplicado no solo, € uma investigagao interessante para o melhoramento

de milho-pipoca, principalmente nas regides tropicais. O presente estudo se propds
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avaliar o desempenho per se de linhagens de milho-pipoca extraidas de populacdes

sul americanas, quanto a resisténcia a podriddo de espiga por Fusarium em
experimentos de campo com diferente quantidade de nitrogénio aplicado.

3.2.2. REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1. Obtencéo de linhagens e desenvolvimento de hibridos em milho

Para compreender a necessidade de conhecer o potencial per se das
linhagens para o desenvolvimento de hibridos superiores, € importante relembrar
um pouco da histéria do desenvolvimento de linhagens em plantas aldgamas.

Desde a década de 1910, com os estudos e teorias sobre a constituicéo
genética de individuos e populacdes, as pesquisas cientificas voltadas ao
melhoramento de plantas passaram a teorizar e investigar o potencial uso de
linhagens para o desenvolvimento de individuos altamente heterozigéticos.

Johannsen (1911) em seu artigo “The genotype conception of heredity”,
sumarizando seus estudos com tamanhos de grdos em linhas de feijdo, teorizou
gue, sendo possivel autofecundar todos os individuos de uma populacédo com loci
em heterozigose ou nédo, apos a fixacao dos alelos na geracéo por ele denominada
de “linhas puras”, toda a variagdo observada na populagao inicial, estaria
representada pela variacdo entre o conjunto de linhas. A obtencdo desse tipo de
individuo, com variantes de genes (alelos) fixados, favoreceria assim a obtencéo
de maxima heterozigose na formacéo de individuos Fi.

Essa ideia corroborava com as teorias de Shull (1908), onde em seu artigo
intitulado “Composition of a field of maize”, explanou sobre a composicéo genotipica
de uma populacdo de milho, a qual sendo uma espécie albgama, teria como
composicao individuos heteréticos que nada mais seriam do que o resultado de
multiplos cruzamentos. Ainda, Shull observou que a fixagdo de alelos a partir de
autofecundagfes, gerava individuos com baixo vigor para a espécie do milho,
concebendo assim, a ideia de depressao por endogamia. Devido a esse fator, Shull
também enunciou que com o conhecimento acumulado até entdo “o conhecimento

sobre as caracteristicas de duas linhas endogamicas nao possibilitaria estimar o
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vigor a ser observado nos individuos frutos do intercruzamento entre essas linhas”.
Essa ideia foi assim, a base para o desenvolvimento do conceito de heterose.

Uma vez que a possibilidade de obtencéo de individuos homozigéticos em
milho foi apresentada por Shull, programas de melhoramento de plantas
comecaram a investigar a possibilidade de ganhos genéticos a partir de individuos
F1, como resultado do cruzamento entre “linhas puras” provenientes de populacdes
contrastantes (Duvick, 2001; Lima e Borém, 2018).

A necessidade de cruzar linhagens de diferentes populacdes se deu pelo
fato de que, pelas proprias teorias de Johannsen e Shull, a selecdo e também
cruzamento de individuos de uma mesma populacado, independentemente do nivel
de endogamia desses individuos, ndo seria suficiente para gerar uma classe
fenotipica diferente daquelas ja observadas na populagéo inicial (Shull, 1908;
Johannsen, 1911).

A partir desse entendimento, melhoristas de plantas passaram a investigar
o potencial heteréticos entre diferentes populacdes, possibilitando assim a
identificacdo de grupos heteroticos, sendo esta etapa, essencial para o sucesso de
programas de melhoramento voltados ao desenvolvimento de individuos
heterozigéticos (hibridos) para uso como cultivares (Carena e Hallauer, 2001).

No periodo inicial de desenvolvimento de hibridos, os programas de
melhoramento enfrentaram dificuldades devido ao fato ja alertado por Shull: a perda
de vigor das linhagens. O fato de os parentais responsaveis pela geracdo de
sementes hibridas possuirem baixo vigor, gerou maiores custos na producéo de
sementes e consequentemente proporcionou a geracdo de hibridos simples cujo
preco das sementes nao era vantajoso frente aos ganhos em produtividade (Duvick,
2001). Esse fator gerou um desafio aos melhoristas que passaram a investigar
melhor os diferentes métodos de obtencdo de linhagens, investigacao esta que
trouxe novas descobertas que permanecem no meio cientifico (Ye e Smith, 2008;
Jumbo et al., 2011).

Uma vez conhecido que o nivel de homozigose aumenta a partir do
cruzamento entre individuos aparentados, diferentes métodos podem ser utilizados
para obter linhagens com diferentes niveis de endogamia, tais como: cruzamento
entre meios-irmaos, irmaos-completos, retrocruzamentos, autofecundacdes ou
mesmo pelo uso de biotecnologia para geracdo de individuos duplo-haploides
(Jumbo et al., 2011; Carena et al., 2010).
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A escolha da melhor metodologia, bem como o nivel de endogamia
desejado nos parentais para obtencdo de hibridos depende tanto do recurso
disponivel para investimento nos programas de melhoramento (Morris et al., 2003),
dos efeitos genéticos aos quais se pretende explorar no desenvolvimento de
cultivares (Lankey et al., 1995), quanto no nivel de tecnologia aplicada nos cultivos
da regido para o qual as cultivares finais serdo destinadas (Smale e Olwande,
2014).

Desde a década de 1920, quando os primeiros hibridos comecaram a ser
produzidos por programas de melhoramento norte-americanos, 0 processo de
obtencéo de linhagens bem como o entendimento de fatores genéticos envolvidos
na composicdo de populacdes avancou bastante. Esses avanc¢os possibilitaram o
desenvolvimento de parentais com vigor suficiente para producdo e venda de
sementes com lucros satisfatorios (Duvick, 2001; Carena, 2009).

Lima e Borém (2018) relatam que o problema inicial com a depressao por
endogamia forcou os melhoristas a optarem pela producédo de hibridos duplos,
triplos e hibridos intervarietais, os quais, embora em menor nivel de heterozigose
do que os hibridos simples, apresentaram maior plasticidade a diferentes
ambientes. Além disso, o constante processo de reciclagem de linhagens a partir
de cultivares ja lancadas, culminou na obtencdo de linhagens com mais elevado
vigor e mais viaveis para a producdo de hibridos simples, o que impulsionou a
producédo mundial de milho (Duvick, 2001).

Além dos avancos em rentabilidade e viabilidade na producéo de hibridos,
as investigacfes sobre a influéncia de efeitos genéticos (efeitos aditivos, nao-
aditivos e epistaticos) na variancia genotipica, a exemplo e como base nos avangos
da genética animal, bem como as implicacfes de cada estratégia de melhoramento
nesses fatores também avancaram (Falconer e Mackay, 1989; Carena et al., 2010).

Além disso, a possibilidade de avaliacdo de maior nimero de cultivares em
elevado numero de ambientes, bem como os avancos tecnoldgicos computacionais
e de acesso a marcas moleculares, tém possibilitado, diferentemente do que relatou
Shull na década de 1900, a construcdo de modelos de predi¢cdo da resposta de
hibridos a partir da performance de linhagens endogamicas que irdo compor 0s
blocos de cruzamento (Riedelsheimer et al., 2012; Guo et al., 2013; Crossa et al.,
2017; Zhang et al., 2021).
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Ainda que com os avangos tecnoldgicos na obtencdo de linhagens, as
observacgdes iniciais feitas por Shull e Johannsen permanecem: a linhagem nao
pode oferecer nada além daquilo que j& foi observado em sua populacéo de origem.
Deste modo, o conhecimento sobre o potencial das populagées é essencial para o
sucesso no desenvolvimento de hibridos. Nao obstante, o pré-melhoramento de
populacdes bem como a composi¢cdo de populacdes a partir de cultivares elite é
essencial para o sucesso e avango na obtencdo de ganhos via exploracdo de
heterose em milho (Ye e Smith, 2008).

3.2.2.2. Métodos de avaliacdo e selecdo para resisténcia a podridéo de espiga

ocasionada por Fusarium em milho

A selecédo de genotipos superiores em resisténcia tem sido realizada a
partir de ensaios de competicdo conduzidos em condicbes de campo ou em
ambiente controlado (casas de vegetacao). Embora seja comum a avaliacdo, tanto
daincidéncia de espigas com podridéo, quanto da severidade de podriddo em cada
espiga individual, esta ultima é a variavel resposta comumente empregada para
selecdo visando resisténcia. A severidade de podriddo nas espigas tem sido
avaliada de forma visual, a partir da utilizacdo da escala diagramatica proposta pelo
Cimmyt (1994). No entanto, € comum também a adaptacdo dessa escala,
utilizando-se valores de 0 a 100% em intervalos de 5% de grdos sintomaticos na
espiga (Robertson-Hoyt et al., 2006; Almeida et al., 2021).

A adocéo de inoculacao artificial € conhecidamente vantajosa, e deve ter
preferéncia dado a maior precisdo e selecdo de gendtipos resistentes que essa
préatica oferece (Loffler et al., 2010; Butoto et al., 2021). A inoculacédo das plantas
se d4 aos 7 dias apos a emissao do estigma de pelo menos 50% das plantas, e
tem sido realizada tanto via injecao direta da suspensao de esporos nos estigmas
(em concentragGes que variam de 1 a 5 x 10° esporos por ml), pela introducéo (e
fixacdo até a colheita) de um palito de madeira na porcdo mediana da espiga, sendo
este palito previamente esterilizado e depois embebido em solucdo de esporos
(Clements et al., 2003).

Apesar das vantagens do maior controle de inoculacéo, Silva et al. (2007)
defendem que ha dificuldades em inocular Fusarium em ensaios de campo onde o

objetivo é avaliar grande namero de gendétipos, principalmente quando ha elevada
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variabilidade para a idade de florescimento das plantas. Outros trabalhos ainda,
demonstraram que em regides onde existe historico da doenca, a avaliacdo sob
inoculacao natural foi eficiente para descarte de gendtipo suscetiveis (Silva et al.,
2007; Small et al., 2012; Kurosawa et al., 2017; Almeida et al., 2021). Embora a
infeccdo natural do patdégeno possa ser eficiente para o descarte de genétipos
suscetiveis em alguns casos, a inoculacao artificial deve ser adotada sempre que
possivel, pois representa maior garantia de sucesso no processo de selecao.

A selegcdo é feita comumente com base na média de severidade dos
genotipos, podendo haver ou ndo a aplicacdo de testes estatisticos para
identificagdo de grupos de médias estatisticamente similares. Em muitos trabalhos,
€ comum encontrar apenas uma abordagem descritiva em torno das meédias de
severidade de FER nas espigas.

Além da incidéncia e severidade do patdgeno por meio da identificacéo de
sintomas nos graos, notadamente, a maior parte dos estudos da ultima década tém
focado de forma mais intensa na caracterizacdo e quantificacdo de micotoxinas nos
graos (Lanubile et al., 2017; Johnson et al., 2018; Guo et al., 2020). O processo de
guantificacdo de micotoxinas é ainda laborioso e necessita maior gasto financeiro
por parte dos programas de melhoramento.

Embora haja trabalhos que indicam haver correlacdo entre a severidade da
doenca e o acumulo de micotoxinas (Butoto et al., 2021), existem ainda
divergéncias na literatura, sendo necessarios estudos mais aprofundados para
esclarecer estes aspectos.

Dentre as principais dificuldades a serem superadas em termos de
aprimoramento da etapa de avaliacdo de FER, esta a utilizacdo de ferramentas que
garantam maior precisdo na quantificacdo do percentual de graos, e ainda, a
identificacdo de possiveis caracteres passiveis de serem utilizados na sele¢éo

indireta para resisténcia.

3.2.2.3 Melhoramento para eficiéncia no uso de nitrogénio

O nitrogénio é um dos macronutrientes, reconhecidamente, de maior
importancia para o desenvolvimento vegetal sendo que a prética de fertilizacdo com
nitrogénio é apontada como responsavel por alavancar a produ¢do mundial de
graos a partir da década de 1950 (Smil, 1999).
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Por outro lado, a aplicacéo excessiva de fertilizantes nitrogenados no solo
favorece a acidificacdo dos mesmos, pela neutralizacdo de particulas de calcio e
magnésio, e liberacdo de maior quantidade de aluminio (Al*3) na solucéo do solo,
constituindo assim um cenario de toxidez do solo (Bowman et al., 2008).

Ainda, o excesso na deposicdo de nitrogénio no solo, pode favorecer a
formacdo de espécies reativas deste elemento, as quais constituem de sérios
problemas ambientais e, consequentemente, para a saude humana (Liu et al.,
2013).

Em vista da necessidade de ser capaz de alimentar cerca de 10 bilhdes de
pessoas até 2050, a humanidade se vé desafiada a encontrar o equilibrio entre
adotar praticas agricolas capazes de impulsionar a producdo e ao mesmo tempo,
evitar que tais praticas impactam negativamente sobre a sustentabilidade dos
sistemas de producéao (Kanter et al., 2020).

Em cultivos de milho, a quantidade de nitrogénio a ser aplicada depende
da quantidade do nutriente disponivel no solo e da produtividade almejada. Estudos
sobre doses Gtimas tém apresentado variacdes entre 0 e 270 kg de N por hectare
a cada ciclo (Ayub et al., 2002; Araujo et al., 2004; Amaral Filho et al., 2005; Dhital
e Raun 2016).

Como principal efeito ao milho, Amaral Filho et al. (2005) demonstraram
gue o aumento na quantidade de nitrogénio aplicado resulta em ganhos lineares no
teor de clorofila, nimero de graos por espiga, peso médio de graos, produtividade
e teor de proteina nos graos.

Embora a utillizagdo de nitrogénio mineral seja uma pratica
reconhecidamente eficiente para o aumento da produtividade das culturas, a
adocao de estratégias para maior eficiéncia e racionalidade no uso desse nutriente
deve ser priorizada, principalmente nos paises em desenvolvimento (Eickhout et
al., 2006).

A utilizacdo de praticas como plantio direto e aporte de cobertura vegetal
por praticas de adubacao verde tém contribuido para a reducdo na demanda de
fertilizantes minerais nitrogenados. Todavia, a falta de adequacao da aplicacéo de
fertilizantes com a quantidade de nitrogénio disponibilizado pela decomposi¢édo dos
residuos pode gerar ainda maiores sobrecargas de nitrogénio no ambiente,

causando impactos negativos (Poffenbarger et al., 2018).
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A utilizagéo e desenvolvimento de plantas com maior eficiéncia no uso de
nutrientes € apontada como caminho promissor para redu¢do na demanda de
Insumos e consequentemente do impacto do uso excessivo desses minerais na
agricultura (Sassenrath et al., 2012; Lu et al., 2019).

A eficiencia no uso de nitrogénio pode ser compreendida como a
guantidade de graos produzidos por unidade de nitrogénio aplicado no solo (Asibi
et al., 2019). O desenvolvimento de cultivares mais resistentes a doengas e
adaptadas a cultivos em solos pobres em nutrientes tem sido objetivo de trabalho
do melhoramento de plantas (Dodig et al., 2019).

Uma caracteristica desejavel para aumentar a eficiéncia no uso de
nitrogénio tanto em plantas C3 quanto C4, é a capacidade de quebrar de forma
mais lenta as moléculas associadas a fotossintese e assim promover maior
alocacao de nitrogénio nas folhas e translocacao destas para os graos (Mu e Chen,

2021).

3.2.2.4. Relacdo entre doencas e aplicacdo de nitrogénio: desafios para o

melhoramento genético

Devido ao seu importante papel na sintese de aminoacidos e
consequentemente na formacdo de proteinas, 0 nitrogénio possui papel
fundamental na agilidade de resposta das plantas a doencas e pragas (Schultz et
al., 2013). Estudos com Arabdopsis thaliana demonstram que a regulacdo na
relacdo carbono/nitrogénio (C/N) é essencial para ativacao de genes relacionados
a respostas de defesa da planta (Maekawa et al., 2012).

O excesso na absorcao de nitrogénio pode também gerar a producao de
compostos que funcionam como atrativos para insetos, com risco de aumentar a
taxa de herbivoria nas plantas (Aljpbory e Chen, 2018). Alguns estudos apontaram
gue a incidéncia e severidade de doencas fungicas tendem a aumentar em
condicBes de maior disponibilidade de nitrogénio (Reid et al. 2001; Sun et al. 2020).

Estudos apontam que diferentes moléculas nitrogenadas disponibilizadas
por fertilizantes inorganicos, atuam sobre mecanismos diferentes de resisténcia a
doencas. Enquanto moléculas de amdnio, por exemplo, tendem a desfavorecer
componentes estruturais e bioguimicos de defesa primaria nas plantas, moléculas

de nitrato atuam como reguladoras de horménios vegetais importantes na
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expressdo de genes de resisténcia a patdogenos especificos (Devadas et al. 2002;
Yaeno, Iba 2008; Maekawa et al. 2012).

Entre o dilema da necessidade de cada nutriente e o0 perigo de sua
absorcdo em excesso, as plantas sdo desafiadas a regular sua taxa de absorcao
desses nutrientes para assim garantir seu O6timo desenvolvimento. Como
adaptacdo, algumas espécies de plantas desenvolveram a capacidade de
armazenar nitrogénio em moléculas de aminoacidos néo-proteicos, as quais nado
sao atrativas para insetos, resultando assim, em uma resposta de resisténcia a
insetos (Huang et al., 2011).

O desenvolvimento de cultivares de milho mais eficientes na utilizacao de
nitrogénio e mais resistentes a doencas, principalmente em cultivos em solos
pobres em nitrogénio, representa um ganho imediato em sustentabilidade nos
sistemas de producao (Gil et al. 2019). Isso porque o nitrogénio, elemento mineral
requerido em maior quantidade durante o ciclo de produc¢ao do milho, é geralmente
disponibilizado via aplicacdo de adubos minerais provenientes de fontes nao
renovaveis (Asibi et al. 2019; Gil et al. 2019). Assim, a maior eficiéncia das plantas
no uso do nitrogénio representa potencial reducdo tanto nos custos de producéo,
guanto nos eventuais impactos negativos que a disponibilizacdo desse mineral
pode causar ao meio ambiente (Mastrodomenico et al. 2018).

Héa evidéncias cientificas de que a quantidade e natureza do nitrogénio
disponibilizado para as plantas podem afetar de forma contrastante os mecanismos
de defesa das plantas contra doencas fangicas (Mur et al. 2013; Sun et al. 2020).
Esse resultado, somado as divergéncias encontradas em literatura sobre os efeitos
do nitrogénio sobre podriddo de espigas evidenciam a complexidade do
patossistema Fusarium - milho (Reid et al. 2001; Kim, Woloshuk 2008; Souza et al.
2016).

Especificamente para podriddo de espiga por Fusarium, alguns genes da
familia LOX tém sido apontados como candidatos a genes de maior efeito na
resisténcia (Lanubile et al. 2017). Mur et al. (2013) indicaram que moléculas de
oxido nitrico (NO), formadas a partir de moléculas nitrogenadas como as
disponibilizadas via fertilizantes quimicos, atuam diretamente na regulacdo de
horménios ligados a expressao de genes da familia LOX.

Os estudos sobre a relacdo entre quantidade de nitrogénio aplicado e

resposta de resisténcia a podriddo de espiga, assim como para diversas outras
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doengas, estdo ainda em fase inicial. Todavia, os resultados e teorias preliminares
apontam um futuro promissor nessa area de investigacao.

Com base nesse pressuposto, um estudo preliminar em linhagens de milho-
pipoca foi conduzido com objetivo de obter informacdes que contribuam para o
avanco do conhecimento dos efeitos do nitrogénio no patossistema milho-

Fusarium. A metodologia utilizada nesse estudo é descrita a seguir.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Material Vegetal

Foram conduzidos 10 experimentos de campo para caracterizar 94
linhagens de milho-pipoca provenientes de populacdes sul americanas (Tabela 8),

em dois ambientes distintos quanto a quantidade de nitrogénio aplicado.

Tabela 8. Lista das populagcfes de polinizacdo aberta com seu respectivo pais de
origem e instituicdo doadora, com o respectivo nimero (Num.) de linhagens
avaliadas sob diferentes condic6es de aplicacdo de nitrogénio.

Populagéo Num. Pais Instituicao Digital Object Identifier (DOI)
ARZM 05.083 3 Argentina CIMMYT https://doi.org/10.18730/H19ST
ARZM 07.049 1 Argentina CIMMYT https://doi.org/10.18730/GQJGJ
ARZM 13.050 5 Argentina CIMMYT https://doi.org/10.18730/H1C4V
Bardo de Vicosa 9 Brasil UFV -

BOYA 462 1 Colémbia CIMMYT https://doi.org/10.18730/GBF2F
BOZM 260 5 Bolivia CIMMYT https://doi.org/10.18730/GPAF*
CMS-42 1 Brasil UFV -

CHzZM 13134 1 Chile CIMMYT https://doi.org/10.18730/GTMQG
IAC 125 10 Brasil IAC -

PA 091 4 Brasil UEM -

PA 170 Roxo 6 Brasil UEM -

Para 172 6 Paraguai CIMMYT https://doi.org/10.18730/GCFPQ
PR 023 9 Brasil UEM -

RS 20 3 Brasil UEM -

SAM 8 Brasil IAC -

SE 013 8 Brasil UEM -

URUG 298 7 Uruguai CIMMYT https://doi.org/10.18730/GJQSS
Vigosa-Vicosa 2 Brasil UFV -

Zelia 1 Brasil UEM -

CIMMYT — Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo, México; UFV — Universidade Federal de
Vicosa, Brasil; IAC — Instituto Agrondmico de Campinas, Brasil; UEM — Universidade Estadual de Maringa —
Parand, Brasil.
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Dentre essas populagfes, a populagdo PARA 172, também registrada no
banco de germoplasma do Cimmyt como Avati Pichinga, € considerada uma
populacdo com fontes de resisténcia a podridado de espiga (Cimmyt, 2012).

O trabalho de Kurosawa et al. (2017) mostrou que a populagéo IAC 125

também demonstrou um elevado nivel de resisténcia a podriddo de espiga.

3.2.3.2 Caracterizacao dos ensaios de competicdo

Os ensaios de competicdo foram implantados na estacéo experimental do
Colégio Estadual Agricola Antbnio Sarlo (Figura 10-A), localizado em Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil (Latitude 21° 42’ 48” S, Longitude 41° 20’ 38” O,
14 m de altitude).
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Figura 10. llustracdo da estacdo experimental do Colégio Estadual Agricola
Antdnio Sarlo (A), em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil; com a
organizacdo dos ambientes (B) com aplicacédo de nitrogénio em quantidade integral
(IN) e baixo (BN), bem como organizag¢ao dos blocos dentro de cada experimento

(C).
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As linhagens foram avaliadas em dois ambientes diferentes quanto a
guantidade de nitrogénio (N) aplicado. A diferenciacdo dos ambientes se deu da
seguinte forma: na adubacao de fundacéo ou plantio, os dois ambientes receberam
32 kg de N ha, 112 kg de fosforo (P20s) ha' e 56 kg de potassio (K20) hal; no
entanto, para adubacdo de cobertura, 0 ambiente denominado como nitrogénio
integral (IN) recebeu a quantidade de 118 Kg de N ha?, compondo assim o
ambiente com aplicacdo da quantidade integral de N recomendado (150 kg ha™?).

Jé o outro ambiente, denominado de baixo nitrogénio (BN), recebeu apenas
29 kg ha'l de N compondo assim um total de 61 kg ha?l de N, 25% da
recomendacéo. A quantidade de N aplicado nos ambientes BN foram definidos de
modo que houvesse garantia de producéo de espigas que viabilizem a avaliacao,
considerando resultados de estudos anteriores e a natureza genética do
germoplasma de estudo (linhagens com elevada depressdo endogamica).

As adubacdes de cobertura foram realizadas em duas etapas, nos estadios
em que as plantas apresentavam quatro (V4) e seis (V6) folhas completamente
expandidas, respectivamente. Para a adubacdo de cobertura foi utilizado ureia
(46% nitrogénio).

Devido ao elevado namero de linhagens avaliadas, a fim de obter maior
precisdo na captacdo dos erros experimentais, 0s ensaios foram dispostos em
grupo de experimentos com tratamentos comuns (Gomes e Guimaraes, 1958).

Nesse delineamento, para cada nivel de N aplicado (ambiente), foram
instalados cinco experimentos em areas adjacentes (Figura 10-B). Cada
experimento recebeu 18 tratamentos regulares e quatro tratamentos comuns, 0s
guais foram dispostos em blocos casualizados com trés repeti¢des (Figura 10-C).

As linhagens L75 e L80 (pop. Vicosa), P2 (pop. CMS 42) e P7 (pop. Zaeli),
foram utilizadas como tratamentos comuns. Assim, essas linhagens ocorreram em
todos os cinco ensaios de cada ambiente.

As parcelas experimentais foram compostas por uma linha de plantio com
16 plantas. O espacamento adotado nos ensaios foi de 0,2 m entre plantas e 0,9 m
entre linhas correspondente a densidade aproximada de 55.555 plantas ha™.

Durante os ensaios a temperatura diaria média foi de 28,5°C com variacéo
de 22 a 33°C. A umidade relativa do ar variou de 55% e 92%. O total de chuva

acumulado no periodo foi de 358,4 mm (Figura 11).
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Figura 11. Condi¢Ges climaticas diaria no periodo de dezembro de 2018 a marco
de 2019 em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Fonte: dados
fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).

3.2.3.3 Conducéo dos ensaios experimentais

Além da adubacéo descrita anteriormente, as plantas receberam irrigacéo
por aspersédo durante todo o ciclo, em dias alternados, com turno de rega de 2h por
dia. Durante os primeiros 45 dias de cultivo, foram realizadas duas pulverizacdes
de inseticida para o controle de lagartas (inseticida sistémico a base de thiazol —
Engeo Pleno™ S). ApGs esse periodo, nenhum outro produto quimico foi aplicado
na area. Para o controle de plantas espontaneas foram realizadas capinas nas
entrelinhas de plantio aos 20 e 40 dias apos plantio, respectivamente.

O contato das plantas com inoculos Fusarium verticillioides ocorreu de
forma natural uma vez que as areas onde 0s ensaios foram instalados possuem
historico de ocorréncia do patégeno (Kurosawa et al., 2017; Almeida et al., 2021).
A estacao experimental onde os ensaios foram conduzidos ndo conduz aplicacao
de fungicidas em nenhum dos ensaios de competicdo nela instalados, o que

contribui para a manutencao de fontes de inéculo na area.

3.2.3.4 Avaliacao de podridéao de espiga

Aos 120 dias ap6s o plantio, as espigas foram colhidas manualmente. Em
cada unidade experimental foi contabilizado o nimero de espigas visivelmente
infectadas por Fusarium e a severidade de podridao (SVFER), avaliada nas espigas

infectadas.
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A incidéncia de espigas podres (InNFER) foi expressa pelo percentual de
espigas acometidas por FER em relacdo ao total de espigas colhidas na parcela.
As avaliacbes de SFER foram realizadas com auxilio de escala diagraméatica
adaptada a escala proposta pelo Cimmyt (1994). Nesta adaptacéo foram atribuidos
a cada espiga, valores entre 0 e 100 intercaladas em 5, correspondente ao
percentual de gréaos visivelmente infectados por Fusarium na espiga (Figura 2).
Assim, foram avaliadas 1742 espigas em BN e 1703 espigas em IN, totalizando
3445 observacoes.

3.2.3.5 Andlises Estatisticas

A fim de identificar possiveis efeitos espaciais na incidéncia, mapas com
gradiente ambiental de incidéncia da doenca foram construidos para identificar a
nao existéncia de pontos de agregacao.

Os dados de severidade para cada um dos experimentos em cada
ambiente, foram submetidos a analise de homogeneidade de variancias e
normalidade de residuos de O’Neill e Mathews e Shapiro-Wilk a 5% de
probabilidade, respectivamente.

Em seguida, os dados de SvFER de cada ensaio foram submetidos a
analise de variancia (teste F) individual considerando o modelo em blocos

casualizados:

Yij=u+ B+ G + g (5)
Em que:
Yij € o valor observado na parcela que recebeu o efeito do i-ésimo genaotipo
e da j-ésima repeticao; p é a constante geral; Bj é o efeito do j-ésimo bloco; G; € o
efeito do i-ésimo gendtipo, e; €k € 0 erro aleatdrio associado a observacao Yik, com
NID (0, o?).

Em seguida, os experimentos foram analisados de forma agrupada dentro
de cada ambiente, sendo os dados submetidos a andlise de variancia considerando
0 modelo de analise conjunta de experimentos em blocos completos casualizados

com tratamentos comuns (Gomes e Guimaraes, 1958):
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Yiik = u+ B/Exjy + Giaajust) + Ej + CE + & (6)

Em que:

Yijk é o valor observado na parcela que recebeu o efeito 0 i-€simo genadtipo
e do k-ésimo bloco no j-ésimo experimento; y € a constante geral; B/Exg € o efeito
do k-ésimo bloco no j-ésimo experimento; Gi é o efeito do i-ésimo gendtipo,
considerando o ajuste de acordo com a natureza do tratamento (regular ou
testemunha); E; é o efeito do j-ésimo experimento; CE é o efeito da interacdo entre
os tratamentos comuns e os experimentos, e; €jx € 0 erro aleatério associado a

observacao Yik, com NID (0, 0?).

Quando detectado o efeito significativo nos efeitos de experimentos, os
valores foram ajustados pela adicdo de um fator de correcéo (Yix + FC;) estimado

a partir da expressao:

=

O
I
<
+

(7)
Em que:
FC; é o valor estimado do fator de correcéo para as parcelas alocadas no j-
ésimo experimento; X é a média geral do dos genétipos comuns em todos 0s

ensaios e; Xj € a média geral dos gendtipos comuns no j-ésimo experimento.

Apos o ajuste, conduziu-se a analise de variancia individual e conjunta dos

diferentes ambientes (niveis de N aplicado) seguindo o modelo:

Yiig = u+ B/Axy + Gi+ Aj+ GAjj + € (8)

Onde:

Yik € 0 valor observado na parcela correspondente ao i-€simo genotipo
alocada no j-ésimo ambiente no k-ésimo bloco; y € a constante geral; B/Axj; € 0
efeito do k-ésimo bloco no j-ésimo ambiente; G; é o efeito do i-ésimo genotipo; Aj é
o efeito do j-ésimo ambiente; GAj é o efeito da interacdo entre o i-ésimo genaotipo
com o j-ésimo ambiente e; €jk é 0 erro aleatdrio associado a observagdo Yik, com
NID (0, o2).

Confirmada a existéncia de diferencas significativas entre genotipos, as

médias foram agrupadas pelo algoritmo de Scott Knott (1974). As analises foram
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realizadas com auxilio do programa estatistico R, a partir das fung¢des disponiveis
no pacote basico (stats) e no pacote estatistico ‘ExpDes.pt’ (Ferreira et al. 2021). A
Analise de Grupos de Experimentos em Blocos Completos Casualizados com
Tratamentos Comuns foi conduzida a partir do script apresentado no Apéndice B.

3.2.4 RESULTADO

Observou-se elevada incidéncia do patdégeno em toda a area experimental
(Figura 12). Esse fator possivelmente foi favorecido pelas condi¢bes de elevada
temperatura associado a manutencéo da umidade relativa do ar durante o periodo
de instalacéo dos experimentos.

Apesar dos ensaios terem sido conduzidos em condi¢cdes de infeccao
natural do patdégeno, houve elevada incidéncia da doenca na area e também
homogeneidade de variancias residuais, fato este confirmado pelo teste de O’Neill
e Mathews, mostrando que as condi¢cbes experimentais foram suficientes para
avaliar o mérito dos gendtipos sem o risco de conclusfes viesadas.

Para severidade de FER (SVFER), os efeitos de genotipo e ambiente foram
significativos (p < 0,01) tanto em IN quanto BN (Tabela 9).

Contudo, a interacéo entre tratamentos comuns e ambientes foi significativa
apenas em BN. A significancia na interagcdo entre ensaios demonstrou a
importancia da captacdo dos efeitos de ensaio a partir de maior niumero de
tratamentos testemunhas e ndo somente por um dnico tratamento.

A diferenca de média entre os ambientes BN e IN foram de 1,50% para
incidéncia de FER (InFER) e de 6,03% para SVFER. Os coeficientes de variacao
para InNFER foram 5,25% e 4,35% em BN e IN, respectivamente. Para SVFER, o

coeficiente de variagéo foi de 17,30% em BN e 15,31% em IN.
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Figura 12. Gradiente ambiental de incidéncia de podriddo de espiga nas parcelas
de cinco ensaios de competicdo entre linhagens de milho-pipoca, em ambientes
contrastantes quanto a aplicacdo de nitrogénio: IN — ambiente com aplicacdo da
guantidade integral de nitrogénio recomendado; BN — ambiente com aplicacdo de
baixa quantidade de nitrogénio. Cada quadrante menor representa uma unidade
experimental (linha com 15 plantas) e, cada coluna de quadrantes em cada
ambiente de cada ensaio, representa uma repeticédo (bloco).

Nas analises de variancia individual e conjunta dos ambientes (nivel de N)
os efeitos de gendtipo foram significativos (Tabela 10).

Esse resultado confirma a existéncia de variabilidade genética para
incidéncia e severidade de FER no germoplasma avaliado. No entanto, a existéncia
de interacdo G x A significativa na analise conjunta demonstrou que as linhagens
respondem de forma diferenciada com a modificacdo da quantidade de nitrogénio

aplicado.
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Tabela 9. Andlise de variancia para grupos de experimentos em blocos completos
casualizados com tratamentos comuns, para dados de severidade de podridao de
espiga por Fusarium em linhagens de milho-pipoca, em dois ambientes: aplicacéo
integral (IN) e aplicagéao reduzida (BN) da quantidade de nitrogénio recomendado;
no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil.

Bloco/E Ensaio (E) Trat(ajust.) TestxE Erro Média
G.L. 4 10 93 12 210
Quadrado Médio (QM)
IN 172,30 398,12 *  1518,03** 198,38* 120,51  71,75%
BN 127,44 611,06 ** 1645,06 ** 156,27 ** 129,23 65,72%

** significativo a 1% de probabilidade de acordo com teste F.

Tabela 10. Analise de variancia individual e conjunta para severidade de podridao
de espiga por Fusarium em milho-pipoca, em ambientes (N) contrastantes quanto
a quantidade de nitrogénio aplicado: quantidade integral da recomendacao (IN) e
baixa quantidade (BN).

Analise Individual

Bloco Gen. (G) Erro

G.L. 2 93 186
IN (QM) 223,82 1219,93 ** 121,26
BN (QM) 137,37 1402,43 ** 130,36

Andlise Conjunta

Bloco/N Amb. (N) Gen. (G) GxN Erro

G.L. 4 1 93 93 372
QM 181,82 5177,02 ** 2067,40 ** 554,97 ** 125,81

QM = quadrado médio; Gen. = Gendtipo; Amb.= Ambiente; ** significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F.

O teste de agrupamento de médias reuniu as linhagens L80, L215, L274,
L294 e L330 no grupo de menor SVFER em IN, grupo este com valores de
severidade abaixo de 32%. No ambiente BN, o grupo de menor SvFER, com
valores abaixo de 30%, reuniu as linhagens L80, L294, L395, L476 e L510 (Figura
13).
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Figura 13. Agrupamento de médias entre genétipos de milho-pipoca de acordo com
a severidade de podriddo de espiga por Fusarium em experimentos com aplicagédo
da quantidade integral de N (IN) e quantidade reduzida de N (BN).

Linhas circulares entre as barras indicam os limites para determinacéo dos grupos de médias de
acordo com o algoritmo de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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A reducao da quantidade de nitrogénio promoveu aumento de 15,1%,
36,4% e 12,8% de severidade de podridao nas linhagens L215, L274 e L330,
respectivamente, o que exclui essas linhagens do grupo de menor severidade. Essa
diferenca na classificacdo das linhagens evidencia o efeito da interacao gendtipo x
guantidade de nitrogénio aplicado.

As linhagens da populagdo IAC 125 apresentaram médias para SVFER de
69,7% em IN e de 63,2% em BN. A linhagem L215 se destacou com menor
severidade em IN e BN. J4 no BN, além da L215, se destacaram as linhagens L206
e L212. As linhagens da populacdo BOZM 260 apresentaram média de 75,9% de
SVFER em IN e 82,3% em BN. A linhagem L241 apresentou menor média em IN e
as linhagens L234, L235 e L238 apresentaram menores medias em BN.

Para a populacdo PARA 172, o grupo de linhagens avaliadas apresentou
meédia de 70,5% de severidade em IN e 63,7% em BN. As menores severidades
foram observadas para L274 em IN e L261 em BN.

No grupo de linhagens da populacdo URUG 298 apresentou média de
77,6% e 66,8% de SVFER em IN e BN, respectivamente. A linhagem L294 se
destacou em ambos os ambientes. Em termos de diferenca entre médias nos
ambientes, destaca-se a linhagem L298 que mostrou uma reducéo de 29,4% na
severidade da doenca com a reducéo da quantidade de N aplicado.

Para as linhagens provenientes da populacdo Bar&o de Vigcosa obteve-se
média de 63,1% e 64,8% em IN e BN, respectivamente, onde o gendtipo L330 se
destacou com menor média nos dois ambientes. No grupo de linhagens da
populacdo PR 023, a severidade média foi de 78,9% em IN e de 70,4% em BN. O
gendtipo L360 mostrou menor SVFER nos dois ambientes e, a L354 apresentou
menor média exclusivamente em BN.

Para a populacdo SAM, as linhagens apresentaram média de 83,9% de
severidade em IN e 75,2% em LN. Nos dois ambientes, os destaques em menor
nivel de resisténcia foram os genétipos L393 e L395, de modo que para este ultimo,
a reducdo da aplicacédo de nitrogénio gerou um decréscimo de 24% na SvFER.

Para as linhagens daquelas populacbes com até trés gendtipos
representantes: CHZM 13 050, BOYA 462, ARZM 07 049, ARZM 05 083, RS 20,
Vicosa, CMS 42 e Zaeli; somente na populagdo Vigosa, houve linhagem
classificada no grupo de menor média de severidade dentre todo o painel de

linhagens, a linhagem L80. Essa linhagem se manteve com menor SVFER nos dois
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ambientes. O potencial da L80 para resisténcia a podriddo foi descrito
anteriormente por Kurosawa et al. (2017) em um estudo inicial com 27 linhagens e
10 populacdes sob condi¢des de aplicacdo de quantidade integral de nitrogénio.

O grupo de linhagens da populacdo SE 013 apresentaram média de 62,1%
e 58,1% (menores médias gerais dentre os grupos) em IN e BN, respectivamente.
EmIN, L474, L476 e L478 tiveram as menores médias e, em BN, somente L476 se
destacou com menor média.

As linhagens da populacdo PA 170 Roxo tiveram média de 73,1% de
SVFER em IN e 52,4% em BN. L509 e L510 foram os destaques com menores
médias em IN. Ja em BN, apenas L510 foi classificada no grupo com menor média
dentro da genealogia. Na linhagem L512 foi observada a maior reducéo de SvFER
em funcéo da reducéo de N aplicado, dentre todas as linhagens, com diferenca de
media de 58,1%.

Nas linhagens da populacdo PA 091, a média de severidade foi de 80,7%
e 83,1% em IN e BN, respectivamente. As linhagens L623 e L628 apresentaram 0s
valores mais baixos de severidade em IN, ainda que esses valores tenham sido
acima de 90%. Em BN, apenas a linhagem L623 se destacou com menor valor de
media.

Finalmente, para as linhagens da populacdo ARZM 13 050, as médias de
severidade foram de 76,4% em IN e 72,8% em BN. Nessa genealogia, nos dois
ambientes, apenas L656 apresentou menores valores de média.

Considerando a média geral de SVFER para cada ambiente (74,1% em IN
e 68,2% em LN), observou-se que os grupos de linhagens das populacfes IAC 125,
PARA 172, Bardo de Vigcosa, SE 013 e PA 170 Roxo foram aqueles que
apresentaram valores médios abaixo da média geral nos dois ambientes. Ainda, o
grupo de linhagens da populacdo URUG 298 apresentou valores médios menores
gue a média geral em BN, somente.

Dentre os 94 gendtipos avaliados, a reducédo na quantidade de nitrogénio
aplicado resultou em aumento de SVFER em 23 linhagens e reducéo de SVFER em

71 linhagens.
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3.2.5 DISCUSSAO

Conforme esperado, as diferencas na quantidade de N aplicado resultaram
em diferentes respostas das linhagens a SVFER. Alguns estudos ja demonstraram
como as diferencas na aplicacdo de nitrogénio foram capazes de influenciar o
desempenho de gendtipos de milho para caracteres agrondmicos, como
produtividade de graos, capacidade de expanséao e severidade de doencas foliares
(Ferro et al., 2007; Santos et al., 2017; Kurosawa et al., 2021).

Algumas pesquisas tém buscado investigar os mecanismos envolvidos
nessa diferenciacdo de resposta a doencas em geral, como resultado da
guantidade de N aplicado (Mur et al., 2016; Souza et al., 2016; Sun et al., 2020).
Embora existam estudos com milho comum nesse sentido, em uma busca nos
periodicos publicados em meio digital, ndo foram encontrados trabalhos com
investigacdo sobre o patossistema Fusarium x milho-pipoca e os efeitos da
aplicacao de N.

Kang e Gorman (1989), ja afirmavam que os efeitos da interacado genétipo
x ambiente seriam um desafio para o melhoramento de plantas. Ainda hoje, esse
desafio posto, exige dos melhoristas, o conhecimento e aplicacdo de técnicas de
selecdo cada vez mais precisas na escolha de genoétipos mais adaptados para
multiplas condi¢cdes. Os resultados deste estudo mostraram que, devido a
significativa interacdo entre gendétipo x nivel de N na ocorréncia de FER, houve
diferenca na composicdo dos grupos de linhagens com maior potencial de
resisténcia nos ambientes. Em cada ambiente, foi possivel agrupar 5 linhagens com
maior resisténcia de modo que apenas L80 e L294 apresentaram menor SVFER
nas duas condicfes de aplicacdo de N.

Embora as linhagens ainda ndo sejam a cultivar a ser registrada para
comercializacdo, a escolha de linhagens parentais com elevada resisténcia a FER
€ uma estratégia vantajosa para o desenvolvimento de hibridos resistentes
(Stagnati et al., 2020; Almeida et al., 2021).

Para maior parte das genealogias, ndo houveram linhagens com médias
agrupadas no grupo de menor severidade. No entanto, isso ndo da condi¢es para
afirmar se essas genealogias sao ou ndo de interesse para exploragéo de alelos de

resisténcia uma vez que o numero de linhagens de cada uma dessas genealogias
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bem como o método de obtencdo das mesmas ndo garante que esse pequeno
grupo de linhagens seja representativo de suas populagdes de origem.

E importante considerar também que devido a possiveis efeitos génicos
nao aditivos envolvidos na expressao da resisténcia, podem haver linhagens que
mesmo nao apresentando médias inferiores para podriddo, quando em combinacao
podem produzir hibridos com menores severidades da doenca. Isso reforca a
importancia dos estudos desse germoplasma quando em combinacéo para assim
complementar a informac&o acerca do potencial de contribuicdo para alelos de
resisténcia.

Por outro lado, pelo menos uma dentre as linhagens das genealogias IAC
125, PARA 172, URUG 298, Barao de Vicosa, SE 013, PA 170 Roxo e Vicosa,
apresentaram valores de SVFER abaixo de 30% em pelo menos uma das condi¢des
de aplicacéo de nitrogénio. Isso €é suficiente para entender que essas genealogias
séo provaveis fontes de alelos de resisténcia a FER.

As populacdes IAC 125, Barao de Vicosa e Vigosa fora desenvolvidas no
Brasil e sdo resultados de trabalhos de melhoramento. A populacdo IAC 125 foi
obtida de um hibrido triplo intervarietal (hibrido simples x variedade) pelo Instituto
Agronémico de Campinas — IAC. Esse hibrido foi lancado em 2006, ocasido em
gue foi recomendado para as principais regides produtoras de milho- pipoca do sul
do Brasil (IAC, 2006).

A populacdo Bardo de Vigcosa, chamada também de UFVM 2, foi
desenvolvida a partir de germoplasma norte americano adaptado para regides de
cultivo no Centro-Oeste do Brasil, onde foi plantado por varios anos (UFV, 2001).

A respeito das populacdes SE 013 e PA 170 Roxo, ndo foram encontradas
informacdes precisas sobre o processo de desenvolvimento da sua base genética,
mas as informacdes de passaporte no banco de germoplasma reportam que essas
populacbes sdo oriundas das regides sul do Brasil, proximo a fronteira com o
Paraguai.

Ainda, de acordo com os dados de passaporte do Cimmyt, a populacao
PARA 172 é um germoplasma do Paraguai, coletado em pequenas propriedades
rurais, e descrito como potencial fonte de resisténcia para podriddo de espiga
(CIMMYT, 2012). Assim, os resultados corroboram com essa informagéao, dado que
alinhagem L274, extraida dessa populacdo, apresentou menor nivel de SVFER nas

duas condi¢Oes de aplicacdo de N.
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Apesar do conhecimento sobre a importancia da sele¢éo para resisténcia
a FER durante o processo de obtencao de linhagens, estudos sobre a capacidade
combinatéria dessas linhagens que apresentaram baixa severidade de podridao
serdo importantes a fim de entender o grau de associagdo entre a resposta a
doencas nas linhagens e a resposta dos hibridos nas diferentes condi¢cdes de
aplicacao de N.

Quando o objetivo do programa de melhoramento for desenvolver
cultivares mais resistentes para ambientes com baixa disponibilidade de N,
recomenda-se que durante o desenvolvimento de linhagens, a selecdo para
resisténcia a doencgas seja realizada também sob reduzida aplicagdo de N.

Além do empenho em aumentar a resisténcia a doengas nas cultivares, os
melhoristas de milho-pipoca deverdo se atentar principalmente com a capacidade
de expansao e a produtividade dos graos, principais caracteres de interesse da
cultura. Nesse sentido, para o painel de linhagens avaliado, as linhagens da
populacdo IAC 125 podem ser uma boa opc¢ao para desenvolvimento de hibridos,
uma vez que, ja foram também indicadas como parentais potenciais no trabalho de
Santos et al. (2017).

3.2.6 CONCLUSOES

A quantidade de nitrogénio aplicado afeta a severidade de podriddo de
espiga por Fusarium em linhagens endogamicas de milho-pipoca. A maior parte
das linhagens com potencial de resisténcia foram extraidas de popula¢cdes do Sul
do Brasil e do Paraguai.

As linhagens L80, L215, L274, L294 e L330 podem ser exploradas como
fontes de alelos favoraveis para resisténcia a FER em condi¢cGes de aplicacdo
integral da quantidade recomendada de nitrogénio (150 kg N ha™t).

As linhagens L80, L294, L395, L476, L510 e L656 podem ser exploradas
como fontes de alelos favoraveis para resisténcia a FER em condi¢fes de reduzida
aplicacdo da quantidade de nitrogénio, ou baixa disponibilidade de nitrogénio no
solo (61 kg N hal).
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As linhagens L80 e L294 poderao ser exploradas como fonte de resisténcia

a podridao de espiga para condi¢des de baixa ou integral aplicacdo de nitrogénio.
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APENDICE A

Tabela 1A — Custos de implantagdo, cultivo e avaliacdo de 176 linhagens
endogamicas de milho pipoca em 2 safras.

Insumo / Operagéo Valor * Quant. Valor Total

Preparo da &rea de plantio  R$ 130.00 /hora 2h R$ 260.00
Combustivel (maquinas) R$ 2.85/L 25 L R$ 71.25
Plantio - Mao de obra R$ 90.00 /diaria 4 und R$ 360.00
Fertilizante NPK (04-14-08) R$ 124.40/sc50kg 3sc R$ 373.20
Desbaste e Adubacéo R$ 90.00 /diaria 3und R$ 270.00
Inseticida R$ 94.00 /L 0.4L R$ 37.60
Aplicacao Inseticida R$ 130.00 /diaria 3 und R$ 390.00
Capina mecanica R$ 70.00 /diaria 18 und R$ 1,260.00
Fertilizante NPK (20-00-20) R$217.79/sc50kg 1sc R$ 217.79
Fertilizante - Ureia R$ 7.98 /kg 37.8 kg R$ 301.64
Colheita manual R$ 90.00 /diaria 5 und R$ 450.00
Avaliacdo de espigas R$ 90.00 /diaria 13 und R$ 1,170.00
Total R$ 5,161.48
Valor por planta ** R$ 0.51
Valor por planta avaliada *** R$ 0.76

* Valores pagos no periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2021; ** valor considerando ndo haver
perda de plantas desde o plantio até a colheita; *** valor ja considerando as perdas de plantas ao
longo do cultivo.
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Lista 1B. Rotina (Script) para andlise de grupos de experimentos em blocos
completos casualizados com desbalanceamento no nimero de tratamentos e ou
de repeticdes, conforme proposto por Gomes e Guimaraes (1970), no programa R:

# Importacdo dos dados em arquivo com extensao txt (bloco de notas)
dados <- read.table("exemplo.txt" , dec=".", h = TRUE)

# Visualizacao das primeiras 6 linhas do arquivo

head(dados)

# Separacao dos ensaios

Ensaiol <- subset(dados, Exp == 1)

Ensaio2 <- subset(dados, Exp == 2)

Ensaio3 <- subset(dados, Exp == 3)

Ensaio4 <- subset(dados, Exp == 4)

Ensaio5 <- subset(dados, Exp == 5)

# Informacdes dos fatores

e = max(dados$Exp) # numero de ensaios

rl = max(Ensaiol$Rep) # numero de repeticoes do ensaio 1

r2 = max(Ensaio2$Rep)

r3 = max(Ensaio3$Rep)

r4 = max(Ensaio4$Rep)

r5 = max(Ensaio5$Rep)

t1 = max(Ensaiol$Trat) # numero total de tratamentos do ensaio 1
t2 = max(Ensaio2$Trat)

t3 = max(Ensaio3$Trat)

t4 = max(Ensaio4$Trat)

t5 = max(Ensaio5$Trat)

c=3 # namero de tratamentos comuns a ser adicionado pelo

pesquisador

z1 =tl-c # numero de tratamentos regulares no ensaio 1
z2 = t2-c # nuamero de tratamentos regulares no ensaio 2
z3 =13-c
z4 = t4-c

z5 =t5-c
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# Separacao dos ensaios somente com Tratamentos Comuns
Comuns = subset(dados, Linhagem =="L59"|
Linhagem =="L70"|
Linhagem =="L80")
# “L59”, “L70” e “L80” sao os identificadores dos tratamentos comuns na coluna
“Linhagem” (Tratamentos)
# Médias Uteis — Variavel “X1”
M = mean(dados$X1) # Média Geral
M1 = mean(Ensaiol$X1) # Média do Ensaio 1
M2 = mean(Ensaio2$ X1) # Média do Ensaio 2
M3 = mean(Ensaio3$ X1)
M4 = mean(Ensaio4$ X1)
M5 = mean(Ensaio5%$ X1)
# Separacéo dos blocos para captacao do efeito de bloco
B1.1 = subset (Ensaiol, Rep == 1) # Bloco 1 dentro Ensaio 1
B2.1 = subset (Ensaiol, Rep == 2) # Bloco 2 dentro Ensaio 1
B3.1 = subset (Ensaiol, Rep == 3) # Bloco 3 dentro Ensaio 1
B1.2 = subset (Ensaio2, Rep == 1) # Bloco 1 dentro Ensaio 2
B2.2 = subset (Ensaio2, Rep == 2) # Bloco 2 dentro Ensaio 2
B3.2 = subset (Ensaio2, Rep == 3) # Bloco 3 dentro Ensaio 2
B1.3 = subset (Ensaio3, Rep ==1)
B2.3 = subset (Ensaio3, Rep == 2)
B3.3 = subset (Ensaio3, Rep == 3)
B1.4 = subset (Ensaio4, Rep == 1)
B2.4 = subset (Ensaio4, Rep == 2)
B3.4 = subset (Ensaio4, Rep == 3)
B1.5 = subset (Ensaio5, Rep == 1)
B2.5 = subset (Ensaio5, Rep == 2)
B3.5 = subset (Ensaio5, Rep == 3)
# Soma de Quadrados de Blocos/Experimentos
## Soma dos quadrados de blocos - Ensaio 1
desvB1.1 = ((mean(B1.1$X1))-M1)"2 # Quadrado dos desvios Repl/Ensaio 1
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desvB2.1 = ((mean(B2.1$X1))-M1)"2 # Quadrado dos desvios Rep2/Ensaio 1
desvB3.1 = ((mean(B3.1$X1))-M1)"2 # Quadrado dos desvios Rep3/Ensaio 1
SQblocosl = desvB1.1+desvB2.1+desvB3.1

SQb.el = SQblocos1*tl

## Soma dos quadrados de blocos - Ensaio 2

desvB1.2 = ((mean(B1.2$X1))-M2)"2 # Quadrado dos desvios Repl/Ensaio 2
desvB2.2 = ((mean(B2.2$X1))-M2)"2 # Quadrado dos desvios Rep2/Ensaio 2
desvB3.2 = ((mean(B3.2$X1))-M2)"2

SQblocos2 = desvB1.2+desvB2.2+desvB3.2

SQb.e2 = SQblocos2*t2 # Objeto com a SQ de blocos

## Soma dos quadrados de blocos - Ensaio 3

desvB1.3 = ((mean(B1.3$X1))-M3)"2

desvB2.3 = ((mean(B2.3$X1))-M3)"2

desvB3.3 = ((mean(B3.3$X1))-M3)"2

SQblocos3 = desvB1.3+desvB2.3+desvB3.3

SQb.e3 = SQblocos3*t3 # Objeto com a SQ de blocos

## Soma dos quadrados de blocos - Ensaio 4

desvB1.4 = ((mean(B1.4$X1))-M4)"2

desvB2.4 = ((mean(B2.4$X1))-M4)"2

desvB3.4 = ((mean(B3.4$X1))-M4)"2

SQblocos4 = desvB1.4+desvB2.4+desvB3.4

SQb.e4 = SQblocos4*t4 # Objeto com a SQ de blocos

## Soma dos quadrados de blocos - Ensaio 5

desvB1.5 = ((mean(B1.5$X1))-M5)"2

desvB2.5 = ((mean(B2.5$X1))-M5)"2

desvB3.5 = ((mean(B3.5$X1))-M5)"2

SQblocos5 = desvB1.5+desvB2.5+desvB3.5

SQb.e5 = SQblocos5*t5 # Objeto com a SQ de blocos

# Soma dos quadrados de blocos para analise agrupada

SQb = SQb.e1+SQb.e2+SQb.e3+SQb.e4+SQb.e5

SQb # Objeto com a SQ de blocos da analise agrupada

# Soma de Quadrados de Ensaios

SQEnsl = (M1-M)"2  # Quadrado do desvio para Ensaio 1




Lista 1B, cont.

98

SQE1 = SQEns1*(r1*l) # SQ do ensaio 1

SQEns2 = (M2-M)*2  # Quadrado do desvio para Ensaio 2

SQE2 = SQEns2*(r2*t2) # SQ do ensaio 2

SQENs3 = (M3-M)"2

SQE3 = SQENns3*(r3*t3)

SQEns4 = (M4-M)"2

SQE4 = SQEns4*(r4*t4)

SQENs5 = (M5-M)"2

SQES5 = SQENs5*(r5*t5)

#SQEnsaios para analise conjunta

SQE = SQE1+SQE2+SQE3+SQE4+SQE5

SQE

# Soma de Quadrados da Interacdo G x E a partir das testemunhas —
## Considerou-se ANOVA em dbc em arranjo fatorial:

## 2 ensaios x 4 testemunhas para captacdo da Soma de Quadrados
## da Interacao (forma usual)

Es = as.factor(Comuns3$Exp) # declaracéo do fator Ensaio
Gen = as.factor(Comuns$Linhagem) # declaracao do fator Genotipo
bl = as.factor(Comuns$Rep) # declaracéo do fator Bloco
# anova em esquema fatorial

anovatestemunhas <- aov (Comuns$X1~bl+Es+Gen+Es*Gen)
summary(anovatestemunhas) # visualizacao da anova

# Transformacgao da tabela de anova em formato de lista
list(anovatestemunhas)

# Extracao do valor de SQ da interagao

SQI<- summary(anovatestemunhas) [[1]] [4,2]

# Soma de Quadrados do Residuo

#Anova individual (DBC) para o ensaio 1

G1 <- as.factor(Ensaiol$Linhagem)

bl <- as.factor(Ensaiol$Rep)

anvEl <- aov(Ensaiol$X1~b1+G1)

summary(anvEl)

list(anvEl)
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SQR1 <- summary(anvEl) [[1]][3,2] # valor observado na SQ residuo

#Anova individual (DBC) para 0 ensaio 2
G2 <- as.factor(Ensaio2$Linhagem)

b2 <- as.factor(Ensaio2$Rep)

anvE2 <- aov(Ensaio2$X1~b2+G2)
summary(anvE2)

list(anvE2)

SQR2 <- summary(anvE2)[[1]][3,2]
#Anova individual (DBC) para o ensaio 3
G3 <- as.factor(Ensaio3$Linhagem)

b3 <- as.factor(Ensaio3$Rep)

anvE3 <- aov(Ensaio3$X1~b3+G3)
summary(anvE3)

list(anvE3)

SQR3 <- summary(anvE3)[[1]][3,2]
#Anova individual (DBC) para o ensaio 4
G4 <- as.factor(Ensaio4$Linhagem)

b4 <- as.factor(Ensaio4$Rep)

anvE4 <- aov(Ensaio4$X1~b4+G4)
summary(anvi4)

list(anvE4)

SQR4 <- summary(anvE4)[[1]][3,2]
#Anova individual (DBC) para o ensaio 5
G5 <- as.factor(Ensaio5$Linhagem)

b5 <- as.factor(Ensaio5$Rep)

anvE5 <- aov(Ensaio5$X1~b5+G5)
summary(anvieb)

list(anvEb)

SQRS5 <- summary(anvE5)[[1]][3,2]

# SQResiduo para analise agrupada
SOR <- SQR1+SQR2+SQR3+SQR4+SQR5
SQR

# Soma de Quadratos Total

# valor observado na SQ residuo
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# Desvios Totais da Média

dados$X1ldesv <- dados$X1-M # adicionar coluna com desvios da média
dados$Xldesv2 <- dados$Xldesv"2 # adicionar coluna com o quadrado dos
desvios

SQT = sum(dados$X1desv2) # SQ dos desvios totais = SQTotal

# Soma de Quadrados de Tratamento (Ajustado)

# Obtencao por da SQtrat por diferenca

SQtrat <- SQT-(SQb+SQE+SQI+SQR) # Obtencao da SQ de tratamentos por
subtracao

SQtrat

# Graus de liberdade (GL) seguindo Gomes e Guimaraes (1970)

GLe =e-1 #GL de Ensaio (e)

GLbe = (sum(rl, r2, r3, r4, r5)-e) #GL de Bloco dentro de Ensaio
GLg = (sum(zl, z2, z3, z4, z5)+(c-1)) #GL de Gendtipo ()

GLi = (c-1)*(e-1) #GL da Interacdo G x E

GLtot = ((t1*rl)+(t2*r2)+(t3*r3)+(t4*r4)+(t5*r5))-1  #GL Total

GLr = GLtot-(GLe+GLbe+GLg+GLi) #GL do residuo - por diferenca

# Quadrados Médios (QM) = SQ/GL

QMe <- SQE/GLe

QMbe <- SQb/GLbe

QMg <- SQtrat/GLg

QMi <- SQI/GLi

QMr <- SQR/GLr

QMtot <- SQT/GLtot

# Valor de F — Considerando efeitos fixos

Fensaio <- QMe/QMr

Fbloco <- QMbe/QMr

Ftrat <- QMg/QMr

Fint <- QMI/QMr

# Construindo a Tabela de Analise Conjunta

FV<- c("Ensaio(E)", "Bloco/E", "Tratamento (Ad))",
"Testemunha x E", "Residuo”, "Total")

GL <- ¢(GLe, GLbe, GLg, GLIi, GLr, GLtot)
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SQ <- c(sprintf("%.2f", SQE),sprintf("%.2f", SQb),
sprintf("%.2f", SQtrat), sprintf("%.2f", SQI),
sprintf("%.2f", SQR), sprintf("%.2f", SQT))

QM <- c(sprintf("%.2f", QMe), sprintf("%.2f", QMbe),
sprintf("%.2f", QMg), sprintf("%.2f", QMi),
sprintf("%.2f", QMr), "-")

F <- c(sprintf("%.2f", Fensaio), sprintf("%.2f", Fbloco),

sprintf("%.2f", Ftrat), sprintf("%.2f"Fint), "-", "-")

Result <- data.frame(FV,GL,SQ,QM,F)

print(Result) # apresentar resultado no formato de tabela

O script apresentado anteriormente foi testado a partir dos dados descritos
por Gomes e Guimaréaes (1970), de forma que foi possivel obter os valores idénticos
ao descritos por estes mesmos autores (Figura 1B), ao final da analise de variancia
(Figura 2B).

Source of variation D.T. S.S. M.S. F
Experiments 1 3,375.52
Blocks within experiments 5 999.14
Common treatments X

experiments interaction 3 215.47 71.82 0.82
Treatments (adjusted) 10 11,077.83  1,107.78  12.64**
Residual 33 2,893.04 87.67
Total 52 18,561.00

Figura 1B. Imagem do quadro de analise de variancia obtido por Gomes e
Guimarées (1970) a partir de dados de diferentes experimentos com testemunhas
comuns.
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Console  Terminal Jobs = ]

R R4.1.2 - ~/Artigo - Capitule 1/Analise Estatistic
T DML L1ILL Y, ba&l o WATIL

I - r re
= F <—- o= Fensaio), sprintf("%.2f", Fbloco),
+ =1 Ftrat), sprintf("%.2f",Fint), "-", "-")
Fezult < F S0, 0M, F)
> print (Res
5Q oM F
1 Ensaio(E) 1 3375.52 3375.52 38.50
2 Bloco/E 5 999.14 19%.83 2.28
3 Tratamento (&dj) 10 11077.84 1107.78 12.64
4 Testemunha x E 3 215.50 71.83 0.82
5 Residuo 33 2893.00 87.67 -
= Total 52 185¢1.00 - -
>

Figura 2B. Imagem da saida da andlise de variancia dos dados apresentados por
Gomes e Guimarées (1970) a partir da rotina de comandos (script) desenvolvido no
programa R (R Core Team, 2021) a partir da interface RStudio verséo 4.1.2.



