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Melhoramento genético de Brachiaria
ruziziensis Germain & Evrard (sin.
Urochloa ruziziensis) autotetraploide:
resultados do segundo ciclo de selecao
intrapopulacional e estratégias para
aumentar a eficiéncia da selecao

Rosangela Maria Simeao', Andrea Raposo', Mariane de Mendonga Vilela',
Felipe Bittencourt Martins?, Marcos Deon Vilela de Resende?, Sanzio Carvalho
Lima Barrios', Karem Guimaraes Xavier Meireles', Cacilda Borges do Valle™,
Liana Jank', Mateus Figueiredo Santos', Anete Pereira de Sousa*

Resumo — Pontos cruciais no melhoramento de gramineas forrageiras tropi-
cais do género Urochloa sao o monitoramento constante do modo de repro-
dugéo e a comparagéao dos tratamentos com alta preciséo, tanto no programa
de melhoramento intra quanto interespecifico. O modo de reprodugéo pode
determinar a segregacao da apomixia:sexualidade nas progénies e isso requer
corregdes nos parametros genéticos e nos valores genéticos preditos dos in-
dividuos. O elevado numero de progénies e individuos avaliados exige uma
extensa area de experimentagdo o que invariavelmente promove uma maior
variabilidade espacial e limita o numero de repeti¢cdes, o que invariavelmente
promove uma maior variabilidade espacial. Os objetivos deste trabalho foram,
portanto, determinar o modo de reprodugéo das plantas-mae do segundo ciclo
de melhoramento de U. ruziziensis tetraploide e sexual e analisar a tendéncia
espacial na avaliagdo das progénies da mesma espécie. Das 100 plantas-mae
selecionadas no primeiro ciclo reprodutivo, seis apresentaram um modo de re-
producgéo exclusivamente sexual. As propor¢des de sacos embrionarios apos-
pdricos, meidticos e anormais foram utilizadas para corrigir os parametros ge-
néticos e predizer os valores genotipicos (VGs) dos individuos selecionados. A
analise espacial de todas as caracteristicas associadas a produtividade de for-
ragem, nos periodos de excesso e déficit hidrico anual, aumentou a magnitude
da herdabilidade, exceto a produgdo de matéria seca foliar no déficit hidrico.

" Pesquisadores da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS; 2 Doutorando da Unicamp,
Campinas, SP; ® Pesquisador da Embrapa Café, Vigosa, MG; * Professora e pesquisadora da
Unicamp, Campinas, SP



Outrossim, a concordancia entre os individuos selecionados pela metodologia
de modelos mistos sem a incorporagao da analise espacial e com a incorpora-
¢ao da analise espacial variou de 57% a 77%, para uma intensidade de sele-
¢ao de 0,1. A tendéncia espacial, quando presente, deve ser considerada em
conjunto com métodos de fenotipagem de alto rendimento e sele¢cdo gendmica,
a fim de aumentar a eficiéncia da selegcdo em programas de melhoramento.

Termos para indexagdo: analise espacial, apomixia, graminea forrageira,
fenotipagem, predicdo genética, teste de progénies, valores genotipicos.

Abstract — Crucial points in the breeding of tropical forage grasses of the
genus Urochloa breeding are the need of constant monitoring of the mode of
reproduction and of the comparison of treatments with high accuracy in both intra
and interspecific breeding programs. The mode of reproduction may determine
the segregation of sexuality:apomixis in progenies and requires corrections in
genetic parameters and in individual predicted breeding values (BVs). The high
number of families and individuals being evaluated requires an extensive area
of experimentation which invariably increases spatial variation and limits the
number of replications. The objectives of this work were, therefore, to determine
the mode of reproduction of the mother plants of the second breeding cycle
of tetraploid and sexual U. ruziziensis and to analyze the spatial trends in the
progeny test trial of this species. Of the 100 mother plants selected in the first
breeding cycle, six showed an exclusively sexual mode of reproduction. The
proportions of aposporic, meiotic and abnormal embryo sacs were used to correct
the genetic parameters and to predict the BVs of the individuals under selection.
Spatial analysis of all characteristics associated with forage yield, in the periods
of annual water surplus and deficit, increased the magnitude of heritability, except
for leaf dry matter yield in the water deficit condition. Furthermore, the agreement
between individuals selected by mixed models without incorporation of spatial
analysis and with the incorporation of spatial analysis ranged from 57% to 77%,
for a selection intensity of 0.1. Spatial trend, when present, should be considered
in conjunction with high throughput phenotyping methods and genomic selection,
in order to increase selection efficiency in breeding programs.

Index terms: spatial analysis, apomixis, forage grass, phenotyping, genetic
prediction, progeny test, breeding values, additive variance.
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Introducao

Quatro espécies do género Urochloa (sin. Brachiaria — B. brizantha, B.
decumbens, B. ruziziensis e B. humidicola) sdo as gramineas forrageiras
comercialmente mais importantes em toda a América tropical. No Brasil,
entre as gramineas forrageiras tropicais, as desse género respondem por
75% da producédo de sementes produzidas (LANDAU et al., 2020) e por
80% da area de pastagens cultivadas (JANK et al., 2014). Um dos principais
objetivos dos programas de melhoramento genético é a obtencao de hibri-
dos apomiticos que relnam as caracteristicas superiores de duas espécies
apomiticas, U. decumbens e U. brizantha. Entretanto, tal recombinagao ge-
nética apenas é possivel por meio do uso da U. ruziziensis tetraploidizada
e de reprodugao sexual como intermediaria, pelo menos no inicio do pro-
grama. A U. ruziziensis também contribui com caracteristicas de qualidade
nutricional, velocidade de estabelecimento e capacidade de produgao de
sementes (MILES et al., 1996).

A apomixia em Urochloa é do tipo aposporica, na qual os gametofitos fe-
mininos sdo formados de células somaticas nucelares e se desenvolvem em-
brides geneticamente idénticos a planta mae por partenogénese, portanto, o
material genético materno é reproduzido por meio de sementes clonais. Os
sacos embrionarios apomiticos podem ser distinguidos dos meiéticos normais
usando técnicas de clareamento do pistilo e analise microscopica (YOUNG et
al., 1979). Outra forma de determinar o modo de reprodugao de um individuo
oriundo de cruzamento € por meio do marcador molecular ASGR-BBML, as-
sociado a regiao gendmica especifica da aposporia (WORTHINGTON et al.,
2016), com cerca de 85% de probabilidade de acerto.

Segundo Ozias-Akins e Dijk (2007), a aposporia em Urochloa é con-
trolada por um unico fator dominante de heranca Mendeliana, denotado
de regiao gendmica especifica da aposporia, em inglés “apospory-specific
genomic region” (ASGR). Acessos dipldides em qualquer uma das espé-
cies do género sdo exclusivamente sexuais, enquanto que os poliploides,
maioria tetraploides, sdo apomiticos. Na duplicagdo dos cromossomos dos
acessos sexuais, para obtencao de tetraploides, 0 modo de reprodugéao se-
xual € mantido e no cruzamento desses com acessos apomiticos e tetraploi-
des, espera-se a segregacao de 1:1, para o modo de reprodugéo (MILES;
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ESCANDON, 1996). Entretanto, sacos embrionarios meiéticos e apomiticos
sdo frequentemente encontrados numa mesma planta, o que indica que
essa planta apresenta um modo de reproducdo por apomixia facultativa.
Embora a apomixia facultativa seja comum, o seu controle genético ainda
€ pouco conhecido (REUTEMANN et al., 2022). Na pratica, materiais com
apomixia facultativa sdo indesejados, pois podem dar origem a sementes
clonais e hibridas, com frequéncia variavel, dependendo da proporg¢ao evi-
denciada de sacos embrionarios meidticos e apospéricos na planta-mae,
e, depois, na progénie (REUTEMANN et al., 2022). Portanto, um constante
monitoramento do modo de reprodug¢do dos genitores nos programas de
melhoramento, tanto intraespecificos quanto interespecificos, é essencial.
Além disso, essa informagao pode ser utilizada para corrigir os valores ge-
néticos/genotipicos para os caracteres sob selegdo nas progénies e indivi-
duos, quando for o caso.

Desde 2010 estda em andamento na Embrapa Gado de Corte a avalia-
¢ado e a selecao intrapopulacional de U. ruziziensis tetraploide e sexual
visando fornecer genitores femininos para os cruzamentos interespeci-
ficos (RESENDE et al., 2012) e melhoramento do género. Os individuos
selecionados na populagao de U. ruziziensis tetraploide vem sendo moni-
torados quanto ao modo de reproducéo, pois as progénies séo obtidas por
meio de polinizagédo aberta.

Gendtipos sexuais de Urochloa sao auto incompativeis e, portanto, alé-
gamos (NGENDAHAYO et al., 1988) e como fazem parte do complexo aga-
mico U. brizantha — U. decumbens — U. ruziziensis, as trés espécies podem
contribuir para a polinizagao dos individuos sexuais de U. ruziziensis. As es-
pécies apomiticas sdo hermafroditas, bem como as de reprodugéo sexuada,
e produzem graos de pdlen meioticamente reduzidos, portanto, podem ser
doadoras de pélen nos cruzamentos com as plantas de reprodugéo sexua-
da (OZIAS-AKINS; DIJK, 2007). Além disso, o monitoramento do modo de
reproducdo da populagédo de U. ruziziensis podera auxiliar na avaliagado da
eficiéncia da barreira fisica usada para evitar a mistura com pélen de ou-
tras espécies. Independentemente do modo de reprodugéo, a formagao do
endosperma da semente depende do pdlen, o que é também um fator que
contribui para a sua viabilidade.
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Um segundo aspecto avaliado nas progénies no segundo ciclo de sele-
¢ao foi a potencial variagdo espacial na experimentagao de campo, uma vez
que foram avaliadas mais progénies nesse do que no primeiro ciclo, o que
torna a obtencao de blocos homogéneos mais dificil. InUmeros fatores am-
bientais podem contribuir nas diferencgas entre parcelas e, assim, influenciar
na avaliagdo da produgéao e de outros caracteres, e, principalmente, promo-
ver falhas na sele¢ao dos gendétipos superiores. Parte dessa variagédo espa-
cial pode ser determinada inconscientemente no preparo da area, na adu-
bagao, e até mesmo no momento do plantio (RODRIGUEZ-ALVAREZ et al.,
2018). Outros fatores podem ocorrer ao longo do tempo, ja que se trata de
uma espécie perene, como por exemplo a competi¢cdo e o eventual ataque
de pragas, os quais também interferem na sele¢cdo. Os métodos de anali-
se a posteriori servem para dar ao melhorista uma excelente visao sobre
como a heterogeneidade espacial afetou a avaliagdo genética. Obviamente,
a existéncia desses métodos ndo elimina a necessidade da adogao dos trés
principios basicos da experimentacdo: casualizacéo, repeticdo e controle
local (FISHER, 1935).

Ha basicamente duas formas de modelar a tendéncia espacial experi-
mental: uma baseada nas estruturas espaciais de variancia-covariancia e
a outra em técnicas de “suavizagao” (smoothing) (RODRIGUEZ-ALVAREZ
et al., 2018). Esse segundo método modela a tendéncia espacial explicita-
mente e € bem mais simples de ser aplicado do que o primeiro (PIEPHO
etal., 2022). O modelo SpATS (Spatial Analysis of field Trials with Splines)
mostrou-se eficiente no controle da variagcdo espacial quando comparado
com os modelos mais complexos (VELAZCO et al., 2017; ANDRADE et
al., 2020). Dessa forma, o modelo SpATS foi adotado na analise espacial
nesse trabalho.

Os objetivos nesse estudo foram avaliar o modo de reprodugao das plan-
tas-maes selecionadas no primeiro ciclo de melhoramento, selecionar os me-
Ihores individuos do teste de progénies com base na analise de modelos
lineares mistos e determinar o potencial da analise espacial em aumentar a
eficiéncia da selecao comparando a selegéo de individuos com base nos dois
modelos de analise.
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Material e Métodos

Avaliagao fenotipica

O bloco de cruzamento das plantas-maes, selecionadas no primeiro ciclo,
e o teste das suas progénies foram realizados na Embrapa Gado de Corte,
em Campo Grande, MS, aos 20°28’ de latitude Sul, 55°40’ longitude Oeste
e 530 m de altitude. O solo da area experimental é do tipo Haplic Ferralsol
(Rhodic) (FAO, 2006). O clima é classificado como Aw, de acordo com a clas-
sificagdo de Kdppen, e caracterizado como tropical umido, com veréo chuvo-
SO e inverno seco.

Os 100 melhores individuos avaliados no primeiro ciclo de selegéo in-
trapopulacional foram selecionados com base nos seus valores genéticos
preditos para os caracteres producdo de matéria seca foliar nos periodos de
aguas e seca e para a producao de sementes, que compuseram um indice de
selecdo para a sua identificagdo (SIMEAO et al., 2016). Esses 100 individuos
foram clonados a partir das plantas originais do primeiro teste de progénies e
plantados em uma nova area, com trés repeticées, compondo assim o bloco
de cruzamento das plantas-méaes para o segundo ciclo de melhoramento.
Nessa nova area, as plantas foram espagadas em 1,5 m e plantadas de for-
ma circular em cada repeticédo, de forma a facilitar e garantir a troca de poélen
entre elas. Apds o seu estabelecimento, as sementes foram colhidas a partir
das infrutescéncias (do cacho) para garantir a identificagdo materna e de
que nao houve contaminagao por sementes advindas de plantas vizinhas, o
que poderia ocorrer caso fossem colhidas do chao, por exemplo. Em todos
experimentos uma barreira fisica de plantas de elevado porte (capim-elefan-
te) foram plantados em trés fileiras, visando evitar a contaminagéo de pélen
estranho as plantas do experimento.

As 100 progénies de meios-irmaos de B. ruziziensis foram plantadas em
30/01/2018 por meio de mudas formadas a partir de sementes colhidas de
cada uma das 100 plantas-mae do bloco de cruzamentos. O experimento foi
delineado em blocos ao acaso com 10 repeticbes e uma planta na parcela,
espagadas em 1,5 m x 1,5 m, ou seja, de cada progénie foram avaliados
10 individuos. Cada parcela foi avaliada por meio de cortes que foram rea-
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lizados nas seguintes datas: 1- 04/07/2018; 2- 10/10/2018; 3- 20/11/2018;
4- 18/12/2018; 5- 30/01/2019; 6- 11/03/2019 e 7- 18/11/2019.

Baseados nas datas dos cortes e nos seus intervalos, em numeros de
dias, os cortes 1, 3, 4, 5 e 6 foram realizados em datas em que a precipitacao
média observada foi de 290 mm mensal com diaria de 6,24 mm, portanto, um
periodo de excesso hidrico; enquanto que nos cortes 2 e 7, a pluviosidade
observada foi de 204 mm mensal com diaria de 1,16 mm e foi considerado
como periodo de déficit hidrico. Especificamente, entre o plantio e o corte 1,
a precipitagdo média foi de 574 mm com diaria de 3,73 mm; entre o corte 1 e
o corte 2, de 174 mm com diaria de 1,78 mm; entre o corte 2 e o corte 3, de
107 mm com diaria de 2,62 mm; entre o corte 3 e o corte 4, de 65,8 mm com
diaria de 2,35 mm; entre o corte 4 e o corte 5, de 163 mm com diaria de 3,8
mm; entre o corte 5 e o corte 6, de 33 mm com diaria de 8,34 mm; e entre o
corte 6 e o corte 7, de 459 mm com diaria de 1,83 mm.

Os caracteres avaliados em todos os cortes foram: produgéo individual de
matéria verde total (PV) e matéria seca total (PMST), em t/ha. A produgéo de
matéria seca de folhas (PMSF) e de colmos (PMSC), em t/ha, foram avalia-
das em plantas individuais no corte 7.

Nesse segundo ciclo, a selegdo dos individuos de cada uma das progé-
nies de U. ruziziensis também foi baseada na produc¢do de matéria seca total
e foliar, como foi no primeiro ciclo, uma vez que foi evidenciada uma nula/
baixa variabilidade genética (0,01 < h? < 0,18) para os caracteres importantes
associados & qualidade nutricional (SIMEAO et al., 2017).

Analise do modo de reprodugao

As 100 plantas-mées e cada um dos seus clones foram submetidos a
analise citolégica dos sacos embrionarios visando determinar o seu modo
de reproducéo. A metodologia adotada nessa analise foi a mesma descrita
por Raposo et al. (2019) na qual foram anotados os numeros de sacos em-
brionarios aposporicos multiplos ou unico e de sacos meiéticos, bem como
daqueles anormais, identificados como sacos estéreis, atrofiados, nao defi-
nidos ou com outra anormalidade. Na classificagao final foi anotada a pro-
porgao de cada grupo, quais sejam, aposporicos, meidticos e anormais em
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relagcdo ao numero total de sacos embrionarios analisados, média de 30, em
cada planta-mae.

Além da analise citoldgica, essas plantas-maes foram submetidas a ana-
lise com o marcador molecular ASGR-BBML, associado a regido gendmi-
ca especifica da aposporia, utilizando os primers especificos p779/p780, e
avaliadas com base na presenga ou auséncia do produto de amplificagao,
o qual pode caracterizar o individuo de Brachiaria como sendo, respectiva-
mente, apomitico ou sexual (WORTHINGTON et al., 2016). Essa analise teve
como objetivo corroborar ou ndo o resultado da anadlise citoldgica, a qual é
dependente de amostragem e de fatores ambientais que podem influenciar a
expressao do carater.

Analise estatistica dos dados de producao

Na andlise estatistica dos dados do segundo ciclo de sele¢do de U. ruzi-
ziensis foi necessario considerar a propor¢gao de sacos embrionarios apos-
poricos e meidticos nas diferentes progénies. Dessa forma, as analises uni-
variadas para os periodos de excesso e de déficit hidrico foram performadas
usando o pacote estatistico-genético Selegen REML/BLUP (RESENDE,
2016). Foi considerado inicialmente o seguinte modelo: y = Xm + Zg + Ts +
e, em que y é o vetor de dados, m é o vetor dos efeitos das combinag¢des
medicao-repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral, g € o
vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatérios), s € vetor dos efei-
tos de ambiente permanente (aleatdrios) e e é o vetor de erros ou residuos
(aleatorios). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para
os referidos efeitos. O vetor m contempla todas as medicbes em todas as
repeticdes e ajusta simultaneamente para os efeitos de repeticdes, medi¢ao
e interagao repeticdo x medicao. Nesse modelo, é estimada a variancia geno-
tipica total e a herdabilidade no sentido amplo entre progénies.

Avariancia genética aditiva, dos individuos sexuais que seguirdo nos ciclos
subsequentes de selecao intrapopulacional, foi estimada a partir das informa-
¢Oes disponiveis da média da proporgédo de sacos embrionarios apospoéricos
(%Apo) e meiodticos (%S) nas plantas-méaes, mesmo sem o conhecimento se
essa propor¢do se mantém na progénie, utilizando a seguinte equacgao:

o2 = o /[u(%S) + u(%Apo)]
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sendo que cr; € a variancia genotipica total estimada entre progénies
€ U é a média uas proporgdes dos sacos embrionarios. Desta forma, é pos-
sivel estimar a herdabilidade no sentido restrito das progénies no segundo
ciclo de selecédo e obter os BLUPs dos individuos para cada variavel. O
teste de hipdteses no contexto dessas analises foi realizado usando o teste
de razao de verossimilhanga (LRT — likelihood ratio test), o qual avalia as
diferencgas entre a deviance associada ao ajuste de dois modelos alternati-
vos, conforme descrito por Simedo et al. (2016), usando as mesmas consi-
deracgdes estatisticas.

As proporgdes de sacos embrionarios meidticos, aposporicos e anormais
nas plantas-méaes foram analisadas por meio de componentes principais con-
juntamente com os seus valores genéticos (BLUPSs) preditos para os carac-
teres de producao de matéria verde e seca nos periodos de déficit e excesso
hidrico anual e um indice de selec¢éo aditivo para esses caracteres de produ-
¢ao. As andlises foram realizadas no software PAST versao 4.08 (HAMMER
et al., 2001).

O fato de ter sido evidenciada uma baixa variacado genética entre indivi-
duos e uma elevada variagao ambiental temporaria nas analises efetuadas
por modelo misto, nesse experimento de segundo ciclo de selegéo, foi um
motivador para realizacao de analises estatisticas visando conhecer e lidar
com a variagao espacial. Para tanto, os dados médios dos caracteres de pro-
ducéo dos cortes no periodo de excesso e de déficit hidrico foram utilizados
nas analises espaciais.

Nesse trabalho, analisamos os dados fenotipicos usando o SpATS (Spatial
Analysis of field Trials with Splines) por meio do pacote “SpATS” versao 1.0-
16 (RODRIGUEZ-ALVAREZ et al., 2018) disponivel no repositério CRAN da
plataforma R (R Core Team, 2022). O seguinte modelo foi assumido:

y=Ffwu)+Zycy+ Z e + Zoc. + &,

em que v e u denotam as posi¢des das colunas (c) e linhas (r), g denota
0 componente genético e €, os residuos, sendo que na estrutura P-spline, a
fungao bivariada f(v, u) € modelada pelo produto tensor das bases B-spline
(DIERCKX, 1993); em que

Cqg ~ N(Oanglooo)aﬁ'r ~ N(0,07150) e c. ~ N(0,02 1),
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e Z sao as correspondentes matrizes de incidéncias. Nesse modelo, os
efeitos de linha, coluna e gendtipos séo aleatérios. Dessa forma, é possivel
estimar a herdabilidade generalizada, conforme proposto por Oakey et al.
(2006).

Os valores genéticos preditos pela analise de modelos mistos sem a incor-
poragao da analise espacial e com a incorporagao da analise espacial foram
comparados com a selegcdo genotipica realizada pela analise espacial por
meio de correlagdo de ranking (correlagédo de Spearman) e pela correspon-
déncia de individuos selecionados entre os 100 melhores, ou seja, com inten-
sidade de selecao de 10%, para cada um dos caracteres com base na analise
de modelos mistos. A porcentagem de concordancia foi calculada usando o
coeficiente de Czekanowski (QIAO et al., 2000):

il

at+b
em que a é o numero de individuos selecionados por ambos modelos
(métodos de uso corrente e alternativo) e b € o numero de individuos sele-
cionados apenas pelo método de uso corrente, no caso, modelo misto sem a
incorporacgéo da analise espacial. O método alternativo, portanto, é a analise
espacial.

Resultados e discussao

Modo de reproducao

As analises citoldgicas dos sacos embrionarios das 100 plantas-maes
selecionadas no primeiro ciclo resultaram em informagdes importantes para
essa populacgao tetraploidizada, que supostamente deveria ter como modo
de reproducgéo a sexualidade obrigatéria pela forma como foi concebida e
selecionada (SWENNE et al., 1981; LUTTS e al., 1991), conforme descrito
em Simeao et al. (2017).

Dos 2954 sacos embrionarios analisados citologicamente, 1540 eram
meidticos (52%), 663 aposporicos (22%) ou multiplos € 753 eram anormais
(26%). A proporgao de sacos embrionarios anormais encontrados € menor
do que a evidenciada por Miles e Escandoén (1996), que encontraram 54%
desses na populagéo sexual na qual trabalhavam. Na populagdo de melho-
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ramento da Embrapa Gado de Corte, conforme a classificacdo dos sacos
embrionarios, evidenciou-se que as propor¢des de sacos meidticos varia-
ram de 5% a 85%; os aposporicos de 0 a 60% e os anormais de 3% a 79%,
em diferentes individuos. De acordo com a analise citoldgica, a qual postula
que a identificagdo de apenas um saco embrionario aposporico ou multiplo
entre aqueles analisados é suficiente para que a planta seja classificada
como apomitica, foram encontrados apenas seis individuos entre as 100
plantas-maes com modo de reproducao sexual.

Uma maior investigagdo é necessaria para determinar se hibridos oriun-
dos de cruzamentos sdo ou nao formados na progénie de individuos com
elevada proporc¢ao de sacos meiéticos e, ainda, se esses hibridos séo via-
veis em longo prazo. Essa informacéao é desconhecida em Urochloa. Nesse
caso, a formagao desses hibridos ndo corroboraria o critério de classifica-
¢ao supracitado quanto ao modo de reprodugao. Na obtencéo de hibridos
interespecificos no género Urochloa, tal conhecimento é essencial, uma
vez que hibridos gerados com elevada proporgao de sacos meiéticos pode-
riam segregar e ndao gerariam uma progénie clonal e homogénea, espera-
da na multiplicacdo por sementes, caso se tornassem candidatos a novas
cultivares.

Com base na analise molecular, pelo marcador ASGR-BBML utilizado,
quatro das 100 plantas-maes teriam modo de reprodugao sexual. Em trés
desses individuos, o marcador corroborou a analise citoldgica, ou seja,
nao haviam sido identificados sacos aposporicos ou multiplos. Na quarta
planta-méae, o marcador identificou o individuo como sendo sexual, entre-
tanto a analise citolégica, era apomitica. Os outros dois individuos sexuais
identificados pela analise citolégica, o marcador identificou como sendo
apomiticas. Portanto, o uso exclusivo do marcador molecular na identifica-
¢ao de individuos sexuais nao € suficiente e os genitores dos cruzamentos
bialélicos devem ter seu modo de reprodugéo corroborado por mais de um
método.

Desses resultados, o fato mais importante foi a constatagcao de que a bar-
reira fisica de isolamento da populagéo de cruzamento nao foi eficiente. Isso
determina que a manutencgéo de individuos sexuais, seja U. ruziziensis tetra-
ploide ou hibridos interespecificos sexuais usados nas diferentes etapas da
selecao recorrente, deve ser cuidadosa e esses individuos, permanentemen-
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te monitorados. Tal procedimento deve ser mandatério num programa de me-
Ihoramento de gramineas forrageiras apomiticas, de acordo com a expecta-
tiva de segregacdo Mendeliana da apomixia e sele¢ao exclusiva de hibridos
apomiticos para avaliagdo como potenciais cultivares.

O resultado da analise multivariada (PCA) das proporgées dos sacos
embrionarios, conforme classificagao nas plantas-maes, e a sua dispersao
em dois planos conjuntamente com as caracteristicas importantes associa-
das a producgao forrageira, nos periodos de excesso e déficit hidrico esta
apresentado na Figura 1. Evidenciou-se que a planta-mae sexual com maior
indice para as caracteristicas de produgéao (R6P7) foi, também, uma das
que apresentou maior propor¢ao de sacos embrionarios anormais (79%).
A segunda melhor planta-mae sexual (R10P20) apresentou baixa taxa de
anormalidade nos sacos embrionarios (17%), entretanto, ndo apresentou
boa classificagao no indice. Na decisédo sobre quais plantas-maes sexuais
utilizar em futuros cruzamentos interespecificos, a decisado recairia sobre
as de menor anormalidade meidtica, considerando que a produgéo de se-
mentes € uma caracteristica essencial para o sucesso de um novo hibrido
e deve ser mantida na populagao.

Entretanto, essa questdo precisa ser cuidadosamente avaliada nos
cruzamentos intra e interespecificos quanto a caracteristica produgéo de
sementes viaveis, a qual é essencial em uma potencial cultivar comercial
(RAGALZI et al., 2021). Analises de hibridos interespecificos em Urochloa
indicam que ha uma correlagado negativa e significativa entre a porcenta-
gem de anormalidades meidticas na microsporogénese e a producao de
sementes puras viaveis (RAGALZI et al., 2021). Entretanto, isso ainda pre-
cisa ser investigado na macrosporogénese nesse género € em hibridos
interespecificos.

Parametros genéticos e selegao

As estimativas dos parametros genéticos para as progénies de B. ru-
ziziensis tetraploides do segundo ciclo de selegcao estimadas por maxima
verossimilhanca restrita (REML) e corrigidas pelo modo de reprodugéo dos
individuos estdo apresentadas na Tabela 1. Em relacdo a variabilidade ge-
nética expressa no primeiro ciclo, para produgdo de matéria verde, seca
e foliar, evidenciou-se uma expressiva redu¢cao nas magnitudes, principal-
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mente durante o periodo de excesso hidrico (SIMEAO et al., 2016), mesmo
considerando que as mesmas se mantiveram significativamente maiores do
que zero (P-valor < 0.01), baseado no LRT. As magnitudes do parametro de
repetibilidade foram superiores nesse segundo ciclo, exceto para rebrota
no periodo de déficit hidrico. Os coeficientes de variacdo genética aditi-
va (CV %) reduziram em magnitude em comparag&o aos evidenciados no
primeiro ciclo (SIMEAO et al., 2016), indicando uma reducdo da variagéo
genética aditiva disponivel para a selegdo. Essa reducdo da variacéo ge-
nética pode ter como causa a expressiva variagdo ambiental (FALCONER;
MACKAY, 1996) evidenciada nessa experimentacdo, conforme a analise
espacial realizada (Figura 2), a qual demonstra o padrao da variabilidade
espacial, baseada no variograma para produgdo de matéria verde durante
o periodo de déficit hidrico.

Evidencia-se também a grande variagao entre linhas (Figura 2a) antes
da modelagem espacial, a qual é bastante reduzida depois da modelagem
(Figura 2b). O platd do variograma variou de mais de 30.000 antes do ajuste
a menos 1.600 da variancia do erro apos a modelagem da variagédo espa-
cial. Os residuos reduziram de 2.500 para 150, antes (Figura 1c) e depois
(Figura 1d) do ajuste da variabilidade espacial. Isso demonstra o impacto do
controle da variagao global na redugéo do erro experimental.

A dispersao grafica (plot) para as condi¢des de déficit hidrico (Figura 3)
e para o excesso hidrico (Figura 4) sdo apresentados para os dados brutos,
para a tendéncia espacial ajustada e para os residuos espaciais em para
cada uma das caracteristicas avaliadas pela modelagem espacial SpATS.
Os fatores causais da variacado espacial ndo sdo conhecidos, entretanto ve-
rifica-se que foram similares nos periodos de déficit e excesso hidrico para
producao de matéria verde e seca.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as dimensodes efetivas relativas a todos
os componentes do modelo SpATS. Os resultados indicam que, tanto no
excesso quanto no déficit hidrico, a produgdo de matéria verde (PV) foi
a caracteristica que apresentou a maior variagdo espacial nas linhas e a
producdo de matéria seca foliar (PMSF) foi a de menor variagdo, sendo
que a variagcao nas colunas para essa caracteristica foi nula. As herdabi-
lidades generalizadas obtidas para todas as caracteristicas pela analise
espacial foram maiores do que a herdabilidade no sentido restrito estima-
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da por analise de modelos mistos sem a incorporagao da analise espacial
(Tabela 1), exceto para producado de matéria seca foliar no periodo de
déficit hidrico. A comparagéao entre a herdabilidade generalizada (SpATS)
e a herdabilidade no sentido restrito (h; — REML) néo é adequada, uma
vez que a primeira deve conter mais do que a variagao genética aditiva em
seu numerador, além de apresentar, obviamente, um melhor ajuste dos
efeitos de linha e coluna, com menor erro. Esse aumento da herdabilidade
foi evidenciado em experimentos com clones de batata (ANDRADE et al.,
2020) e linhagens de trigo (RODRIGUEZ-ALVAREZ et al., 2018).

A correlagdo de Spearman entre os valores genéticos (BLUPSs) preditos por
modelos mistos sem a incorporagdo da anadlise espacial e os preditos pelo
SpATS variaram de 49% para as variaveis de produgao no periodo de excesso
hidrico a 73% para produgéo de matéria seca foliar, no periodo de déficit hidrico
(Tabela 2). Verifica-se que quanto maior a herdabilidade da caracteristica maior
a correlagao entre os individuos selecionados pelos dois métodos de analise. A
concordancia entre os individuos selecionados, considerando uma intensidade
de selecéo de 10%, variou de 57%, para produgéo de matéria seca de colmo, a
77% para producéo de matéria seca foliar, ambas no periodo de déficit hidrico.

A eficiéncia dos programas de melhoramento genético depende da
acurada avaliagao fenotipica dos individuos/familias a serem seleciona-
dos nos experimentos de campo, principalmente nas fases iniciais em
que inumeros materiais sdo avaliados e, muitas vezes, ha uma limitada
possibilidade de realizar um grande numero de repeti¢gdes. No melhora-
mento de gramineas forrageiras com diferentes modos de reproducéo,
tais questdes sdo mais exacerbadas, pois em uma familia podem estar
sendo avaliados clones superiores, conjuntamente com individuos oriun-
dos de cruzamentos sexuais, 0 que acrescenta mais fatores aleatorios
de erro que demandam conhecimento e predigdo nos modelos, como a
competicao entre individuos, por exemplo. A continuidade de selegao de
individuos sexuais superiores nas progénies demanda a analise citoldgica
e por marcador molecular quanto ao modo de reprodugao nos individuos
melhor ranqueados com base em indice. Apds essa etapa, € necessario
realizar a clonagem dos individuos selecionados e proceder uma forma
de isolamento mais eficiente para sua recombinacgao intraespecifica. Além
disso, os melhores individuos sexuais também serdo potenciais genitores
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femininos no programa de obtencéo de hibridos interespecificos e selegao
recorrente (BARRIOS et al., 2013).

Os modelos espaciais permitem que sejam realizados ajustes na hete-
rogeneidade espacial em experimentos e melhoram a eficiéncia nos casos
em que os modelos mistos sem a incorporagao da analise espacial nao
conseguem capturar adequadamente a heterogeneidade em toda a area
experimental (PIEPHO et al., 2022). Esse é um dos beneficios da sua
aplicagdo. Ademais, com o investimento e uso cada vez mais intensivo de
métodos de fenotipagem de alto rendimento (high throughput phenotyping
— HTP), avaliagdo em multiplos locais (PEREZ-VALENCIA et al, 2022) e
selecao gendmica (VAN EEUWIJK et al., 2019) uma maior confiabilida-
de é exigida na avaliagdo dos fendtipos individuais e posterior selegao
com elevada acuréacia. Adams et al. (2022) utilizaram analise SpATS para
corrigir o fenétipo das caracteristicas avaliadas por meio da remocgéao da
tendéncia espacial sistematica em cada local de experimentagéo e usa-
ram o fendtipo corrigido nas estimativas das capacidades gerais e espe-
cificas de combinagdao em hibridos diploides de batata, no melhoramento
convencional. Assim, conseguiram evidenciar, pela primeira vez, heterose
nesses materiais. Da mesma forma, Medina et al. (2021) corrigiram as
caracteristicas avaliadas em todos os cortes em todos os experimentos
de selecdo de alfafa para realizar a predicdo dos valores genéticos-ge-
ndmicos (GEBVs), o que provavelmente também colaborou no aumento
da acuracia da selegcéo gendmica. A tendéncia espacial quando presente,
deve ser considerada em conjunto com a aplicagdo de metodologias mais
recentes de fenotipagem e genotipagem no melhoramento, o que, certa-
mente, conduzira a melhores resultados e aproveitamento das proprias
metodologias. Modelos de aprendizado de maquina (Machine Learning
Models) ja estao sendo aplicados para isso e aumentando a eficiéncia do
melhoramento (CASTRO et al., 2020) e podem incorporar os dados corri-
gidos pelos modelos espaciais. Esses modelos devem se tornar rotina no
melhoramento de forrageiras tropicais.
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Figura 1. Grafico da analise de componentes principais dos caracteres de producéo
(PV — peso verde, PMST — peso de matéria seca total, PMSF — peso de matéria seca
foliar, nas aguas e na seca), indice de selecéo aditivo para todos os caracteres de
produgdo e os encontrados na avaliagdo de sacos embrionarios das plantas-maes
de U. ruziziensis tetraploide visando inferir sobre o0 modo de reprodugado. Os sacos
embrionarios podem ser meioticos, aposporicos ou anormais. Individuos denotados
em vermelho s&o considerados de modo de reproducgéo sexual pela analise citologica
e/ou pelo marcador molecular ASGR-BBML. Entre parénteses nos eixos X e Y estéo
as proporg¢des de diferenga explicada por cada componente.
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