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BIOMETRIA APLICADA AO MELHORAMENTO GENETICO EM ESPECIES DO
GENERO Paspalum?
Autor: Didbgenes Cecchin Silveira
Orientador: Miguel Dall’Agnol

Resumo: O género Paspalum € notavel por sua diversidade de espécies, com
destaque para P. notatum e P. lepton com potencial na producdo de forragem,
adaptabilidade a diversas condi¢bes de clima e solo e capacidade de suportar o
pastejo. O objetivo deste estudo foi aplicar técnicas biométricas para o melhoramento,
com foco na producédo de forragem, rendimento de sementes, qualidade fisica,
fisiologica e sanitaria de sementes. Foram analisadas duas popula¢@es de hibridos de
P. notatum e uma de ecotipos de P. lepton. HA uma ampla variabilidade genética,
especialmente na primeira populacdo obtida. Em P. notatum, os hibridos 336, 332,
437, 132 e o genitor masculino '30N' tém potencial para o aumento da producéo de
matéria seca. Esses podem ser selecionados a partir de diferentes grupos genéticos
para maximizar a variabilidade e a heterose, e incluidos em cruzamentos dialélicos. A
altura das plantas € um caractere importante para a selecéo e o uso de REML/BLUP
se mostrou uma ferramenta robusta para andlise de dados. Em outro grupo de hibrios,
D3, D16, C17, C2 e B17 foram superiores para producdo de forragem, podendo
avancar nos programas de melhoramento. A analise de repetibilidade indicou que
varios caracteres apresentam coeficientes de repetibilidade elevados; em geral, cinco
colheitas sdo adequadas para selecdo precoce, favorecendo a selecéo direta para
aumentar a producéo de forragem. Em P. lepton, o rendimento de sementes puras foi
positivamente relacionado ao rendimento de sementes aparentes, numero de
sementes por inflorescéncia, densidade de perfilhos vegetativos, nUmero de sementes
por racemo e peso de mil sementes. A incidéncia de Claviceps paspali teve impacto
negativo na qualidade fisioldgica destas. A andlise de correlagdes candnicas e analise
de trilha destacaram algumas caracteristicas das sementes como principais
determinantes do rendimento. Com esses dados, é possivel selecionar hibridos
promissores, utilizar a analise de repetibilidade para direcionar a selecéo, selecionar
caracteres-chave para a producdo de forragem e a importancia da qualidade e
rendimento de sementes em P. lepton. Essas conclusfes contribuem para o avancgo
do conhecimento e o aprimoramento genético dessas espécies, proporcionando
orientacdes valiosas para futuros programas de melhoramento.

Palavras-chave: Analise de trilha, analise multivariada, BLUP, correlacdo genética,
P. Lepton, P. notatum, qualidade fisica, qualidade fisiol6gica, qualidade sanitéaria,

REML, rendimento de sementes, rendimento forrageiro, repetibilidade.

1 Tese de Doutorado em Zootecnia — Plantas Forrageiras, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (300 p.) Dezembro, 2022.



BIOMETRY APPLIED TO GENETIC IMPROVEMENT IN SPECIES OF THE GENUS

Paspalum?

Author: Diégenes Cecchin Silveira

Advisor: Miguel Dall"Agnol

Abstract: The genus Paspalum is notable for its diversity of species, with emphasis
on P. Notatum and P. lepton with potential in forage production, adaptability to different
climate and soil conditions and ability to support grazing. The objective of this study
was to apply biometric techniques for breeding, focusing on forage production, seed
yield, physical, physiological and sanitary quality in seeds. Two populations of P.
Notatum hybrids and one of P. lepton ecotypes were analyzed. There is wide genetic
variability, especially in the first population obtained. In P. Notatum, hybrids 336, 332,
437, 132 and the male parent '30N' have the potential to increase dry matter
production. These can be selected from different genetic groups to maximize variability
and heterosis, and included in diallel crosses. Plant height is an important character
for selection and the use of REML/BLUP proved to be a robust tool for data analysis.
In another group of hybrids, D3, D16, C17, C2 and B17 were superior for forage
production and could advance breeding programs. The repeatability analysis indicated
that several characters have high repeatability coefficients; In general, five cuts are
suitable for early selection, favoring direct selection to increase forage production. In
P. lepton, pure seed yield was positively related to apparent seed yield, number of
seeds per inflorescence, density of vegetative tillers, number of seeds per raceme and
weight of one thousand seeds. The incidence of Claviceps paspali had a negative
impact on their physiological quality. The analysis of canonical correlations and path
analysis highlighted some seed characteristics as main determinants of yield. With
these data, it is possible to select promising hybrids, use repeatability analysis to direct
selection, select key characters for forage production and the importance of seed
quality and yield in P. lepton. These conclusions contribute to the advancement of
knowledge and genetic improvement of these species, providing valuable guidance for
future breeding programs.

Key words: BLUP, forage yield, genetic correlation, multivariate analysis, P. lepton,
P. Notatum, path analysis, physical quality, physiological quality, REML, repeatability,
sanitary quality, seed yield.

2 Doctoral thesis in Forage Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (300 p.) Dezembro, 2022
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1. Introducao

O melhoramento genético pode ser conceituado como uma sinergia entre arte,
ciéncia e atividade comercial voltada a alteracdo das caracteristicas das plantas, de
modo a torna-las mais adequadas e benéficas ao uso humano (Fehr, 1987; Bernardo,
2002; 2020). Alicercado nessa definicdo, é possivel conjecturar que, antes das
pesquisas pioneiras de Darwin, Mendel e Fisher, o processo de aprimoramento era
conduzido com base na percepg¢éo visual agugada dos melhoristas, que escolhiam
meticulosamente as caracteristicas fenotipicas desejadas para compor as novas
colheitas (Ramalho et al., 2005). Todavia, com a emergéncia dos pilares da genética
quantitativa e da biometria, tais observagdes passaram a ser quantificadas por meio
de delineamentos experimentais rigorosos (Allard, 1961). Vale destacar que a
estimativa dos parametros genéticos e fenotipicos constitui uma das mais
significativas contribuicbes da genética quantitativa ao campo do melhoramento
vegetal (Hallauer et al., 2010).

E possivel afirmar, portanto, que o melhoramento genético de plantas figura
como uma abordagem eficaz no aumento da produtividade agricola, tendo como
objetivo primordial a geracdo de gendtipos de elevada performance, dotados de
qualidades especificas relacionadas as sementes e/ou graos, resisténcia a estresses
de natureza abibtica e bidtica, e uma destacada capacidade de adaptacdo aos
ambientes-alvo (Yu et al., 2019; Silva Junior et al., 2021). No ambito da
experimentacdo no campo do melhoramento genético de plantas, uma etapa crucial
consiste no conhecimento e na quantificacdo da diversidade genética existente entre
os individuos, visando primordialmente a formacédo de uma populagédo-base robusta
para a atuacdo do melhorista (Cruz et al., 2020). Essa diversidade genética pode ser
avaliada mediante o estudo de caracteres agrondmicos, morfolégicos e moleculares.
E importante ressaltar que, na auséncia de variabilidade suficiente para a
caracteristica em estudo, os ganhos obtidos por meio da selecdo serdo limitados
(Allard & Hansche, 1964). Para tanto, torna-se imprescindivel o emprego de
ferramentas biométricas que permitam a quantificacdo das variagcdes provenientes
das fontes estudadas, bem como a estimativa de parametros genéticos, tais como a
herdabilidade e o coeficiente de variacdo genética, por exemplo. Ademais, a analise

das associacdes entre caracteres assume um papel de destaque, com a finalidade de
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direcionar a selecéo indireta para aprimorar o caractere de interesse (Rocha et al.,
2003).

Para a formacdo de uma populacdo base, que permita a identificacdo de
progenitores portadores de caracteristicas desejaveis (Cruz et al., 2020), é crucial que
haja mais estudos cujo objetivo principal consiste em investigar a diversidade genética
presente em colecdes de germoplasma. No que tange ao melhoramento genético de
plantas forrageiras nativas, a atuagéo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
h4 mais de cinco décadas engloba atividades de coleta, caracterizacdo e
aprimoramento de espécies, com destaque para o género Paspalum, entre outras.
Adicionalmente, esforcos tém sido direcionados para o desenvolvimento de cultivares
forrageiras de outras espécies.

No Brasil, as pastagens assumem uma importancia primordial como fonte
alimentar para os ruminantes (Feitosa et al., 2022), abarcando uma area extensa de
156 milhdes de hectares e estendendo-se por todos 0s seis biomas existentes (Projeto
MapBiomas, 2021). Nesse interim, o Brasil ostenta um rebanho bovino estimado em
cerca de 196,47 milhdes de cabecas, com um abate anual de aproximadamente 39,14
milhdes de animais (IBGE, 2019). Tal panorama consolida o pais como o maior
exportador e o segundo maior produtor mundial de carne bovina, rivalizando apenas
com os Estados Unidos (Jank et al., 2014; ABIEC, 2022). Dentre os 27 estados
brasileiros, dez se destacam por responderem por mais de 70% da producéo de
bovinos no pais, conforme apresentado na Tabela 1. Mato Grosso, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Goias, Para, Rio Grande do Sul, Rondbnia, Parana e Sao Paulo

emergem como 0s estados de maior relevancia nesse contexto.

Tabela 1. Rebanho estimado e participacdo dos Estados na producgéao total bovina no
Brasil.

Rebanho estimado em 2021  Participagao do rebanho do Estado

Estados (milhdes de cabecas) no total do Brasil (%)
Mato Grosso 27,800 14,15

Minas 22261 11,33

Gerais

Mato Grosso 22.023 11.21

do Sul

Goias 19,706 10,03

Para 16,288 8,29

Rio Grande

do Sul 12,889 6,56

Rondonia 11,252 573
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Parana 9,525 4,85
Séao Paulo 9,443 4,81
Bahia 9,282 4,72
Tocantins 7,348 3,74
Maranhéo 6,205 3,16
Santa

Catarina 4,269 2,17
Acre 2,475 1,26
?;%gfo 2266 1,15
Ceara 2,164 1,1
EZﬁ'trc')to 1,885 0,96
Piaui 1,613 0,82
Pernambuco 1,467 0,75
Amazonas 1,432 0,73
Paraiba 1,202 0,61
Sergipe 1,008 0,51
Alagoas 897248,0 0,46
Rio Grande

do Norte 863,88 0,44
Roraima 780,55 0,4
Distrito

Federal 70,46 0,04
Amapa 41,20 0,02
Brasil 196,469 100

Fonte: ABIEC, 2022.

Além da importancia da pecuéaria para o Brasil, pode-se agregar a isso 0
argumento de que as pastagens fornecem servigos ecossistémicos criticos para a
sociedade em geral (Sollenberger et al., 2019). Embora exista uma grande diversidade
de géneros e espécies forrageiras presentes na alimentagéo de bovinos no Brasil, ha
predominéancia de poucas cultivares forrageiras que prevalecem na dieta dos animais,
com destaque para os géneros Urochloa (syn. Brachiaria), Cynodon e Megathyrsus
(syn. Panicum), os quais abrangem grandes areas produtivas para producao de carne
e leite (Jank et al., 2014; Guarda & Guarda, 2014).

Este fato pode refletir de maneira negativa no sistema de producéo, visto que
nem todas as espécies utilizadas sdo adaptadas as diversas condi¢cbes
edafoclimaticas, principalmente na regido Sul do Brasil. As espécies forrageiras
nativas em sistemas de agricultura pastoril auxiliam na estabilidade produtiva e na

conservacao dos recursos naturais, podendo reduzir custos e risco associados a



15

producdo pecuaria, culminando no aumento da sustentabilidade do sistema
(Gasparetto et al.,, 2021). As gramineas do género Paspalum sédo as forrageiras
nativas mais importantes da América do Sul (Novo et al., 2015), principalmente por
serem bem adaptadas as condi¢cdes de solo e clima do Rio Grande do Sul, o que
resulta em um aumento na producédo forrageira dessas espécies (Graminho et al.,
2017).

De acordo ao exposto anteriormente, urge salientar a preeminéncia do bioma
Pampa, cuja magnitude abrange mais de 190.000 km? (entre as latitudes 24° e 35° S),
compreendendo os territorios do Uruguai, Nordeste da Argentina, Sul do Brasil e uma
parcela do Paraguai (Pallarés et al.,, 2005). No contexto brasileiro, sua extensao
engloba escassos 2,3% do territorio, atribuindo-lhe o status de segundo menor bioma
nacional (IBGE, 2019). Notoriamente, esse ecossistema estende-se meridionalmente
pelo Estado do Rio Grande do Sul, situando-se como um dos principais polos de
criacao bovina no Brasil (Tabela 1). Nesse sentido, o Pampa ostenta uma profuséo de
espécies nativas de forragem, destacando-se, sobretudo, as vérias espécies do
género Paspalum.

55°0,000W 52°0,000'W

Bioma Pampa no Rio Grande do Sul

29°0,000'S
29°0,000'S

32°0,000'S
32°0,000'S

Biomas

0 Pampa
I Mata Atlantica

Datum SIRGAS 2000
Base Cartografica: IBGE, 2022.

55°0,000W 52°0,000W

Figura 2. Distribuicdo do bioma Pampa e Mata Atlantica no Estado do Rio Grande do
Sul.
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Essa singularidade é pautada primordialmente por vastas areas de pastagens,
contudo, ndo se limita a elas, abarcando também outras tipologias de ecossistemas,
tais como florestas e matas, parques analogos as savanas, palmeirais, afloramentos
rochosos, dunas, diversas categorias de zonas Umidas e corpos hidricos (Andrade et
al., 2023). A fisionomia predominante dessas paisagens pampianas €é herbacea,
caracterizada por relevo plano e uma profusédo de espécies pertencentes as familias
Poaceae, Asteraceae, Cyperaceae, Fabaceae, Rubiaceae, Apiaceae e Verbenaceae
(Brasil, 2000). As pastagens naturais predominam no amago do Bioma Pampa,
cobrindo aproximadamente 95% da sua abrangéncia territorial, o que, por
conseguinte, endossa a pecuaria como uma das principais atividades econdmicas
desse ecossistema (Carvalho et al., 2006).

Logo, conforme ja se fez alusdo, as gramineas do género Paspalum despontam
como 0s principais componentes das pastagens naturais nas regifes tropicais e
subtropicais das Ameéricas, sendo que varias dentre elas oferecem forragem de
exceléncia, acarretando um elevado potencial para processos de aprimoramento
genético, em prol do estabelecimento de pastagens cultivadas. E valido destacar que
esse género engloba mais de 400 espécies, as quais se adaptam a diferentes
ecossistemas, o que, por conseguinte, mitiga os riscos de desequilibrios biolégicos,
em virtude da vasta diversidade genética existente (Valls, 2005; Zuloga & Morrone,
2005).

Nesse interim, o presente estudo almeja implementar ferramentas biométricas
na pesquisa sobre a diversidade genética em hibridos de Paspalum notatum ecaotipos
de Paspalum lepton. Dentre os objetivos primordiais, destaca-se a utilizacdo da
biometria para estimar a diversidade genética e selecionar caracteres que preservem
maior variabilidade intrapopulacional, além da estimacédo de pardmetros genéticos,
associacdo e definicdo de caracteres aptos a selecao direta e indireta. Ademais,
pretende-se identificar hibridos e ecoétipos de exceléncia para constituir uma
populacdo-base fundamentada em ideotipos voltados a producdo de forragem e

sementes.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Género Paspalum

O género Paspalum (Poaceae), descrito pela primeira vez por Linnaeus em
1759, é um importante membro da tribo Paniceae, subfamilia Panicoideae e familia
Poaceae, uma das maiores familias de angiospermas, e inclui entre 310 a 400
espécies que se estendem pelas regides mais quentes do mundo (de Wet et al., 1983;
Morrone et al., 2012). Em sua grande maioria, naturalmente distribuidas pelas regides
tropicais e subtropicais das Américas (Chase, 1929; Sator et al., 2009; Scataglini et
al., 2014; Soreng et al., 2015). E encontrado em diversos habitats, tais como florestas
subtropicais, savanas, pantanos e dunas, com predominancia para serem
encontradas nas pastagens naturais do leste da Bolivia, Paraguai, regido central e sul
do Brasil, norte da Argentina e Uruguai (Quarin et al., 1996; Zuloga & Morrone, 2005).
E pertinente ressaltar, ainda, que o género Paspalum sobressai por abrigar um notavel
namero de 47 espécies apomiticas, constituindo-se, desse modo, no mais
proeminente entre todos os géneros de angiospermas nesse aspecto peculiar (Ortiz
et al., 2013; Hojsgaard et al., 2014).

O principal centro de origem e diversidade do género esta localizado nos
tropicos e subtropicos da América do Sul (Chase, 1929), principalmente no Brasil
central, onde numerosas espécies parecem estar associadas a savanas e terrenos
rochosos (Cidade et al., 2013). Além disso, o género também € encontrado no leste
da Bolivia, leste do Paraguai e nordeste da Argentina (Sartor et al., 2009). O Brasil
abriga o0 maior numero de espécies do género Paspalum, totalizando
aproximadamente 220 espécies, as quais existem em guase todas as comunidades
de plantas herbaceas nos diversos biomas brasileiros (Oliveira & Valls, 2002; Zuloaga
& Marrone, 2005). O Cerrado brasileiro € apontado como o centro de origem e
diversidade dessas espécies (Chase, 1929; Judziewicz, 1990; Zuloaga & Marrone,
2005). A notavel diversidade observada nas popula¢des naturais torna esse grupo um
complexo de espécies e formas extremamente variavel, ainda ndo bem definido do
ponto de vista taxondmico. Portanto, é esperado que haja uma grande diversidade em
relacdo a caracteristicas morfologicas e fisiologicas, entre outras (Sartor et al., 2009).
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Devido ao grande numero de espécies do género Paspalum, que possuem
atributos forrageiros importantes para a producéao animal e adaptabilidade a diferentes
ecossistemas (Novo et al., 2017), o grau de complexidade na classificacdo aumenta.
Portanto, diversos autores propuseram e debateram extensivamente a divisdo do
género Paspalum em subgéneros, secdes ou grupos informais na comunidade
cientifica (Chase, 1929; Barreto, 1974; Morrone et al., 1995; Canto-Dorow, 1996;
Morrone et al., 1996; Morrone et al., 2000; Oliveira & Valls, 2002; Denham et al., 2002;
Denham, 2005; Rua & Aliscioni, 2002; Zuloaga et al., 2004; Zuloga & Morrone, 2005;
Rosso et al., 2022).

Atualmente, sdo reconhecidos quatro subgéneros de Paspalum: i) Paspalum
subg. Anachyris (Nees) Chase (Morrone et al., 2000; Urbani et al., 2002; Hojsgaard et
al., 2008; Rua et al., 2010); ii) Paspalum subg. Ceresia (Pers.) Rchb.; iii) Paspalum
subg. Harpostachys (Trin.) S. Denham, anteriormente conhecido como género
Thrasya (Denham, 2005; Sanchez-Ken, 2010); e iv) Paspalum subg. Paspalum
(Zuloaga & Morrone, 2005), sendo este Ultimo composto por aproximadamente 300
espécies (Chase, 1929; Denham, 2005).

Inicialmente, Chase (1929) dividiu o género Paspalum subgénero Paspalum em
25 grupos informais. Posteriormente, em uma revisdo mais abrangente do género,
Chase (1939) propods a exclusédo dos subgéneros, formando numerosos grupos sem
uma categoria taxondmica formalizada (Chase, 1939; Zuloaga e Morrone, 2005). O
grupo taxondémico informal dentro do grupo Paspalum, denominado Plicatula (Chase,
1929) é considerado como um grande complexo agamico com relativo potencial para
producao forrageira (Motta et al., 2020). Esse grupo taxonémico informal é composto
por espécies P. atratum, P. rojasii Hackel, P. parodii Barreto, P. yaguaronense
Henrard, P. guenoarum, P. lepton (ex P. nicorae) e P. plicatulum (Barreto, 1974;
Batista & Godoy, 1998). Ao que se sabe, pelo menos trés espécies deste grupo foram
introduzidas para cultivo, sendo elas Paspalum plicatulum Michx., P. atratum Swallen
e P. guenoarum Arechav (Aguilera et al., 2011). Porém, as classificacdes propostas
foram embasadas em semelhancas morfologicas, relacbes genéticas e evolutivas
entre esses grupos propostos nem sempre sao claras (Cidade et al., 2013).

Em termos gerais, além das classificacdes anteriormente mencionadas, as
espécies do género podem ser classificadas de acordo com seus niveis de ploidia e
modo de reproducéo, sendo divididas em pelo menos quatro categorias principais: (1)

diploides (2x), que se reproduzem de forma sexual; (2) multiploides, encontrados em
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muitas espécies e geralmente apresentam citotipos diploides sexuais (2x) e
tetraploides apomiticos (4x), mas também podem ter outros niveis de ploidia, como
triploides (3x), hexaploides (6x), além de citétipos apomiticos como pentaploides (5x)
e heptaploides (7x), além dos j& citados diploides e tetraploides ; (3) poliploides
apomiticos, que possuem um unico nivel de ploidia, principalmente tetraploides. Essas
espécies podem apresentar associacbes cromossomicas multivalentes ou
emparelhamento cromossomico bastante irregular durante a meiose; (4) poliploides
sexuais, predominantemente tetraploides e hexaploides, que exibem emparelhamento
cromossOmico bivalente regular durante a meiose, uma caracteristica dos
alopoliploides de origem hibrida (Novo et al., 2020). Normalmente, o citotipo
tetraploide € o mais comum na maioria das espécies multiploides de Paspalum
(Quarin, 1992). Aproximadamente 70% das espécies pertencem aos sistemas

genéticos Il, 11l e IV, conforme descrito na Tabela 2 de Ortiz et al. (2013).

Tabela 2. Sistema de reproducéo no género Paspalum.

N° de
Grupo Sistema genético o
especies

I Diploide, meiose regular, sexual e auto feértil 6
Diploide, meio regular, sexual e autoestéril. Potencial aposporia 5

! observada em duas espécies. !
Multiploides (cit6tipos diploides e poliploides): diploides com
meiose regular, sexual e autoestéril, embora potencial
aposporia tenha sido observada em oito citétipos diploides;

. Poliploides (principalmente 4X com associagdes 19
cromossbmicas geralmente multivalentes na meiose,
apomiticos apospdéricos, pseudogamicos e auto-férteis
Poliploides (principalmente 4X) geralmente com associagdes
cromossbmicas  multivalentes na  meiose  sugerindo

\Y autopoliploidia, excepcionalmente com cromossomos hao 19

pareados (alopoliploidia), apomiticos apospaoricos,

pseudogamicos e auto-fertéis.
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Poliploides (principalmente 4X e alguns 6X), associacdes
\% cromossOmicas bivalentes na meiose indicando alopoliploidia, 9

reproducado sexual, auto-fértil.

Origem multiploide ou alopoliploide (sexual 4X, mais citétipos
poliploides superiores: 5X, 6X ou 8X), tetraploides com

VI emparelhamento regular de cromossomos, Poliploides 3
superiores com meiose regular ou irregular. P. dilatatum, P.

durifolium, P. ionanthum.

Poliploide, comportamento cromossémico asinaptico ou
Vi desingptico na meiose, nudcleo de restituicdo, apomiticos 3
diplospéricos. P. conjugatum, P. longifolium, P. minus

(diplosporia + aposporia).

Citotipos sexual tetraploide e poliploides superiores com
VIII  apomixia diplospérica e alguns potenciais para aposporia P. 1
scrobiculatum.
Total 72
Fonte: Ortiz et al. (2013).

Varias espécies, especialmente as pertencentes ao grupo Paspalum subg.
Paspalum, possuem uma significativa importancia econdmica devido ao seu uso
predominante como pastagens em sistemas de producdo de bovinos (Novo et al.,
2016). No Brasil, Valls (1994) estimou que cerca de 220 espécies apresentam
potencial forrageiro. Além disso, algumas espécies sao cultivadas em diferentes
partes do mundo para fins ornamentais e como cereais (Burson & Bennett, 1971;
Acufa et al., 2019). Entre os vinte grupos taxonémicos estabelecidos por Barreto
(1974) para a regiao subtropical, destacam-se os grupos Dilatata, Plicatula e Notata.
Na regido, quatro biotipos sexuais e apomiticos do grupo Dilatata coexistem: P.
dilatatum Poiret, P. urvillei Steudel, P. pauciciliatum Parodi e P. dasypleurum Kuntze
ex Desv. (Valls & Pozzobon, 1987). P. urvillei é considerado o tetraploide sexual
envolvido na origem de novos pentaploides devido as suas caracteristicas de
polinizacdo, atuando tanto como doador de pdlen quanto como receptor (Caponio &
Quarin, 1990).

P. dilatatum Poir. (grupo Dilatata) e P. notatum Fliggé (grupo Notata)

desempenham um papel importante e sdo amplamente utilizados como forragem no
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sul e sudeste dos Estados Unidos (EUA) (Chambliss & Sollenberger, 1991; Evers &
Burson, 2004; Gates et al., 2004). Nos EUA, a cv. Pensacola (P. notatum) tem sido
empregada na rotagdo de culturas visando reduzir a incidéncia de doengas em
leguminosas forrageiras (Gates et al., 2004). Recentemente, no Brasil, trés cultivares
de P. notatum foram lancadas para uso como gramados, sendo elas: cv. Tuim, cv.
Aruai e cv. Maritaca, todas desenvolvidas pela Embrapa Pecuaria Sudeste.

Na Austrdlia, P. lepton (syn nicorae), € considerado como forrageira de ampla
adaptacao, sendo utilizada tanto em solos arenosos quanto em argilosos, além de ser
capaz de suportar condi¢cdes de precipitacdo variando entre 900 e 1500 mm/ano
(Pizarro, 2000). O autor relata que a cv. Blue Dawn, derivada da cv. americana
Amcorae, mostrou-se altamente tolerante a periodos de seca e temperaturas baixas
(até -4°C). Por sua vez, P. atratum Swallen (grupo Plicatula) possui potencial como
forrageira em areas sujeitas a inundacgdes periodicas na Flérida (EUA), nordeste da
Argentina, Brasil, Tailandia, Filipinas e Australia (Evers & Burson, 2004). Além disso,
P. scrobiculatum L. (grupo Plicatula) é cultivado na india como cereal (de Wett, 1983).
Por fim, P. vaginatum Sw. (grupo Disticha) é cultivado como grama (Duncan & Carrow,
2000).

Numerosos estudos tém sido conduzidos pelo Programa de Melhoramento
Genético de Plantas Forrageiras da UFRGS, cujas tematicas abordadas sao variadas
e aportam a selecéo para rendimento de forragem e tolerancia ao frio (Saraiva et al.,
2021), teor proteina bruta em hibridos de P. plicatulum x P. guenoarum (Saraiva et al.,
2019), performance e producdo forrageira, valor nutritivo, tolerancia ao frio, fertilizacéo
nitrogenada e consoércio com leguminosas de hibridos interespecificos entre P.
plicatulum x P. guenoarum (Pereira et al., 2015; Motta et al., 2016; Motta et al., 2017,
Motta et al., 2020) e de hibridos intraespecificos de P. notatum (Weiler et al., 2018;
Graminho et al., 2019; Barbosa et al., 2019; Ghellar Junior et al., 2022; Krycki et al.,
2022), numero cromossémico, comportamento meiético e fertilidade de pdlen em
acessos de P. lepton (Reis et al., 2008), utilizacdo de microssatélites e RAPD na
caracterizacdo molecular de P. urvillei (Sawasato et al., 2008), variacdo morfologica
em acessos de P. lepton (Reis et al., 2010), utilizagdo de microssatélites para P.
atratum e amplificagéo cruzada (Cidade et al., 2010), producéo forrageira de acessos
P. lepton (Pereira et al., 2011), variabilidade genética de caracteres forrageiros em P.
notatum, P. guenoarum e P. lepton (Pereira et al., 2012; Saraiva et al., 2013; Motta et

al., 2013), além da adaptabilidade e estabilidade (Pereira et al., 2015), variabilidade e
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selecéo de progénies de P. guenoarum, P. plicatulum e P. lepton (Huber et al., 2016),
ganho genético em P. lepton (Pereira et al., 2017) e doencas em P. guenoaraum
(Custodio et al., 2020), duplicagédo cromossdomica em P. notatum (Weiler et al., 2015),
modo de reproducao de hibridos intraespecificos de P. notatum (Weiler et al., 2017,
Krycki et al., 2020; Machado et al., 2021; Ghellar Junior et al., 2022). No entanto, no
que diz respeito a caracterizacdo morfolégica, diversidade genética com base em
caracteres forrageiros, rendimento e qualidade fisica, fisiologica e sanitaria de
sementes, o conhecimento ainda € incipiente, especialmente em relagdo a Paspalum

lepton.

1.2. Paspalum notatum Fligge

Paspalum notatum Fligge, popularmente denominado de gama-forquilha, é
uma graminea de grande importancia econdmica (Fachinetto et al., 2021),
principalmente por compor de forma expressiva a maior parte da cobertura dos
campos nativos do sul do Brasil (Barreto, 1974; Pozzobon & Valls, 1997). E dominante
também no sudoeste dos Estados Unidos (Gates et al., 2001), com aproximadamente
1,6 milhdes de hectares (Newman et al., 2010), principalmente por fornecer forragem
suficiente da primavera ao inicio do outono (Rios et al., 2020). Nos EUA, a maior parte
da &rea cultivada é usada para pastagem e produc¢éo de feno, além do uso forrageiro,
outros usos incluem gramado, cultivo de cobertura e estabilizacdo do solo, além da
producado de sementes (Blount & Acufia, 2009). No estado da Florida, € a espécie com
maior area de cultivo, com cerca de um milhdo de hectares (Newman et al., 2010).
Sendo introduzido também na Indonésia, com bom desempenho nos sistemas em que
foi utilizado (Wawu et al., 2021). H4 uma ampla aceitacéo e difusdo dessa graminea
como forrageira de multiplo uso, também em outros paises.

E uma espécie perene, formando gramado denso, com altura entre vinte e
quarenta centimetros (Otero, 1961). E de estacdo quente, cuja producdo de matéria
seca ocorre nos meses mais quentes do ano, com temperaturas entre 25 a 30°C e
dias mais longos (Newman et al., 2010). A dispersao dessa espécie ocorre através de
rizomas (supraterrdneos) e sementes (Barreto, 1974). Dada essas caracteristicas e
ampla aceitacéo, essa espécie recebeu destaque entre as 'Plantas para o futuro’, no

qual incluem plantas nativas com potencial na producéo agricola (Valls et al., 2009).
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P. notatum possui caracteristicas que a tornam uma espécie importante dentro
dos ecossistemas pastoris. Além do alto potencial forrageiro (Fachinetto et al., 2012;
Steiner et al., 2017). Dentre elas estdo: a boa tolerancia a solos de baixa fertilidade,
persisténcia e tolerancia a doencas (Gates et al., 2004), utilizacdo em consorcios com
leguminosas (Motta et al., 2020), além de possuir boa resposta a adubacéo
nitrogenada (Machado et al., 2019; Graminho et al., 2019) e ao fotoperiodo (Machado
et al., 2017). Outros estudos foram conduzidos pelo Programa de Melhoramento
Genético de Plantas Forrageiras da UFRGS, acerca das seguintes tematicas:
citogenética, modo reproducao e expressao da aposporia (Dahmer et al., 2008; Krycki
et al., 2016; Krycki et al., 2020; Machado et al., 2021), niveis de ploidia (Fachinetto et
al., 2018), diversidade genética (Cidade et al., 2008; Fachinetto et al., 2017),
isolamento e caracterizagcdo de locos microssatélites (Cidade et al., 2009),
persisténcia (Fachinetto et al., 2012), variabilidade genética molecular (Cidade et al.,
2013), variabilidade genética para producdo de sementes (Lopes et al., 2017),
duplicacdo cromossémica (Weiler et al., 2015), e producado forrageira de hibridos
intraespecificos (Weiler et al., 2018; Barbosa et al., 2019; Ghellar Junior et al., 2022;
Krycki et al., 2022), potencial forrageiro de ecotipos (Steiner et al., 2017), além de

selecéo de parentais (Fachinetto et al., 2021).

1.3. Paspalum lepton (ex P. nicorae)

Paspalum lepton é nativo da América do Sul e ocorre naturalmente no nordeste
da Argentina, Uruguai, leste do Paraguai, sul do Brasil (Barreto, 1956; Coradin et al.,
2011; Novo et al.,, 2019). J4 nos Estados Unidos da América, foi relatado sua
introducdo e posterior naturalizagdo nos Estados da Costa do Golfo e na Costa
Atlantica da Gedrgia (Evers & Burson 2004). Nos EUA, foi coletado em 1945, préximo
a cidade de Brunswick, no estado da Gedrgia, e ficou conhecido como grama
Brunswick. Posteriormente, foi transplantado para o viveiro do Servico de
Conservacdo do Solo em Americus, Georgia, por Paul Tabor (Novo et al., 2019). Na
Australia, também foi introduzido e naturalizado, principalmente em Queensland e
New South Wales, por meio da cultivar Blue Dawn, disponibilizada comercialmente
em 1998. Essa cultivar € derivada da cv. Amcorae (Hacker et al., 1999).

No Brasil, é popularmente conhecido como Grama Cinzenta e é encontrado

nos estados do Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Cook et al.,
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2005; Oliveira & Valls, 2008). Ocorre principalmente no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (Barreto, 1974), nos biomas Mata Atlantica e Pampa (Coradin et al., 2011).
No Rio Grande do Sul, foi relatado pela primeira vez no Posto Zootécnico de
Tupanciretd, em uma area de solo arenoso (arenito Botucatu). Além disso, é descrito
gue rapidamente ocupou superficie de expressao, com dominio inclusive sobre o P
notatum, principal graminea do bioma Pampa (Pereira, 2013).

Portanto, em relagdo a sua distribuicdo ecoldgica, P. lepton € encontrado em
solos arenosos, luvissolos, argissolos e neossolos da Campanha, Depresséo Central,
Serra do Sudeste e Planicie Costeira no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Também
€ encontrado em areias graniticas na Provincia de Cérdoba, Argentina, e em solos
franco-arenosos vermelhos no sudeste do Paraguai (Barreto, 1974; Oliveira & Valls,
2008). Além disso, pode ser encontrado em ambientes rochosos.

Observa-se que P. lepton talvez se desenvolva melhor em solos arenosos e
bem drenados, mas também foi cultivado com sucesso em solos argilosos arenosos,
desde que haja uma drenagem adequada e umidade adequada (Cook et al., 2020).
Esses mesmos autores relatam que a precipitagdo nos locais de coleta varia de 800
a 1.500 mm/ano e que varios genotipos tém sido bem-sucedidos em uma faixa
semelhante e até 700 mm/ano no cultivo.

Sabe-se que P. lepton é tolerante a seca, sobrevivendo a curtos periodos de
inundacdo, mas ndo tolera o encharcamento permanente. Em relacdo as
temperaturas médias anuais ao longo de sua distribuicdo, estas variam de 16 °C no
Uruguai a 23 °C no Brasil, onde frequentemente ocorrem geadas. A espécie
naturalizou-se em areas com temperaturas tdo baixas quanto -15 °C nos Estados
Unidos, registrando uma média de 35 dias com temperaturas abaixo de zero por ano
na Australia. Portanto, apresenta tolerancia ao frio; no entanto, € suscetivel a
gueimaduras causadas por geadas severas e ndo apresenta crescimento durante o
inverno. Os rizomas sao protegidos da geada pelo solo, e mesmo as plantas
severamente congeladas se recuperam rapidamente com o0 aumento das
temperaturas e umidade (Cook et al., 2020).

Em relacdo a morfologia, as plantas de P. lepton sdo rizomatosas, com 0s
rizomas principalmente nos primeiros 10 cm do solo (Figura 1), espalhando-se abaixo
da superficie do solo. O desenvolvimento do rizoma pode variar de curto a longo e
fino (leptomorfico), com diametro de 2 a 3 mm e se estendendo por mais de 25 cm por

ano. Isso é diferente de P. notatum, que possui estoldes/rizomas que se espalham na
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superficie do solo (Cook et al., 2020). P. lepton se propaga facilmente em solos
arenosos e soltos, formando touceiras (Figura 2) que, dependendo do ecétipo, podem

ser ralas ou densas (Boldrini, 2011).

Figura 3. Rizomas de P. lepton e touceira aos dois anos de cultivo.

Os colmos do P. lepton sao eretos e variam de 20 a 50 cm de altura, com folhas
basais e entrends curtos. As laminas foliares geralmente séo eretas a semi-eretas,
planas ou conduplicadas, lanceoladas lineares, de coloragéo verde palido a verde
acinzentado (frequentemente com nervura central de cor mais clara). Elas podem ser
glabras ou pubescentes, com comprimento variando de 20 a 30 cm e largurade 5a 7
mm. A ligula tem tamanho variando de 0,5 a 2,5 mm de comprimento.

A inflorescéncia de P. lepton é composta por dois a seis racemos, geralmente
com 2 a 7 cm de comprimento (Boldrini et al., 2006). As espiguetas sao ovoide-
elipticas, com comprimento de 2,4 a 2,9 mm e largura de 1,2 a 1,8 mm. A gluma e o
lema estéril sdo densamente pubescentes ou albo-pilosos. As espiguetas tém
comprimento de 3 a 3,5 mm, e o racemo apresenta raquis glabro. As laminas séo
planas, pubescentes ou pilosas em ambas as faces, com largura de 4 a 8 mm. A
cariopse é castanho-escura e pronunciadamente convexa (Barreto, 1974; Oliveira &
Valls, 2008). P. lepton possui um ciclo perene estival, com floragdo ocorrendo de

outubro a marco (Coradin et al., 2011).
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Burson & Bennet (1970) citaram que a espécie é apomitica obrigatoria por meio
de aposporia, partenogénese e pseudogamia. Porém, atualmente, é aceito que a
espécie apresenta apomixia facultativa com baixo grau de sexualidade residual (Sartor
et al., 2011). Estudos realizados por Reis et al. (2008) em uma cole¢éo do Programa
de Melhoramento de Forrageiras da UFRGS mostraram que os ecotipos avaliados
dessa espécie eram tetraploides (2n=4x=40), ndo diferindo em relacdo ao numero
cromossOmico. Esses resultados corroboram com outros autores que estudaram essa
espécie, como Saura (1948), Nufiez (1952), Bashaw et al. (1970), Burson & Bennet
(1970), Moraes-Fernandes et al. (1974), Pozzobon et al. (2000) e Pagliarini et al.
(2001). Além disso, foi relatada uma alta taxa de germinacdo dos graos de pdlen, o
que permite 0 uso dessa espécie como progenitor masculino em programas de
melhoramento (Reis et al., 2008).

No Rio Grande do Sul, € comumente encontrada em solos arenosos, o que
indica seu potencial de tolerancia a seca e a solos de baixa fertilidade (Nabinger &
Dall'Agnol, 2008). Nessas areas, demonstra ser uma forrageira promissora (Reis et
al., 2010). Além disso, as informacdes sobre os locais de ocorréncia frequente do P.
lepton estéo associadas a outra importancia dessa espécie: seu potencial de utilizagéo
na recuperacao e conservacao de solos degradados (Burson e Bennett, 1970; Prestes
et al., 1976; Boldrini, 2006; Dall'Agnol et al., 2006). As caracteristicas supracitadas,
somam-se a ampla adaptacéo a solos de baixa a alta fertilidade, tolerancia a geadas
e ao calor, secas moderadas e boa producdo de sementes (Tischler et al., 1990;
Pizarro, 2000). Embora seja frequentemente encontrado em solos inférteis em
situacdes nativas e naturalizadas, responde ao aumento de fertilidade (Cook et al.,

2020). Esses mesmos autores descrevem as cultivares lancadas até 2005 (Tabela 3).

Tabela 3. Cultivares de Paspalum lepton, origem da coleta, local, pais e ano de

lancamento e suas caracteristicas.

. Origem da Local e pais Ano de s

Cultivar de Caracteristicas

coleta | langamento
ancamento

Amcorae Origem Georgia, 1969 Potencial forrageiro,
desconhecida, Estados feno e planta de
Colecgao Unidos cobertura para
institucional de recuperacéo de areas
Buenos  Aires, degradadas

Argentina
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Doncorae Uruguaina, Rio Georgia, 1993
Grande do Sul, Estados
Brasil. Unidos
Blue I[dem a cv. Australia 1999 Cultivar derivada da
Dawn Amcorae ‘Amcorae” e
selecionada como uma
variedade de duplo
propasito
forrageira/grama para
uso em regides
subtropicais Umidas e
subumidas do leste da
Australia.
Blue Eve - Australia 1999 E uma  mutacio
espontanea da cv. 'Blue
Dawn', apresentando
folhas mais finas e
menor altura.
Selecionado para
gramado.
Chaua Dourados, Mato Brazil 2017 Utilizada como planta
Grosso do Sul, ornamental.
Brasil.

*Adaptado de Cook et al., 2020.

Alguns estudos foram realizados com P. lepton, os quais ndo incluiram as
cultivares da Tabela 3, e sim ecétipos coletados. Nesses, a espécie demonstrou
potencial forrageiro (Reis et al., 2010; Pereira et al., 2012). Em outro estudo, acessos
de P. lepton demonstraram superioridade quanto a producdo de matéria seca total,
em ambos 0s anos e locais, em relacdo a cultivar comercial Pensacola (P. notatum).
No entanto, foram inferiores aos ecétipos Baio e Azuldo de P. guenoarum Arech
(Saraiva et al., 2013). Em relagéo ao valor nutricional da forragem, os acessos de P.
lepton apresentaram valores semelhantes de proteina bruta a cultivar comercial
Pensacola e superior ao de acessos de P. guenoarum (Pereira et al., 2011). Em
trabalho anterior, Barreto & Kappel (1967) citam que a espécie apresenta forragem de
bom valor nutritivo. Além disso, os acessos de P. lepton demonstraram uma ampla
variabilidade morfol6gica em todos os caracteres estudados (Reis et al., 2010).

Os resultados mencionados sugerem que P. lepton possui uma ampla base
genética e, portanto, pode apresentar potencial para ganhos por meio de selegéo
dentro de programas de melhoramento genético. No entanto, € importante ressaltar
gue esses resultados ainda sao incipientes. Para avancar no conhecimento sobre a

selecdo dos caracteres relacionadas a producdo de sementes e forragem, é
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necessario estabelecer trés principios basicos: (i) obtencdo e quantificacdo da
variabilidade genética, (ii) hibridacéo e (iii) selecdo. Até o momento, ha uma falta de
conhecimento sobre a sele¢cdo para caracteres relacionadas a producao de sementes
e forragem em P. lepton. Além disso, os parametros genéticos para esses caracteres
também séo inexistentes. Nesse sentido, a biometria pode ser uma ferramenta (util
dentro de programas de melhoramento de Paspalum, assim como tem sido em outras
espécies. O conhecimento biométrico proposto nesta tese visa auxiliar o processo de
selecd@o de parentais apomiticos e hibridos superiores em relagéo ao rendimento de

forragem e sementes.

1.4. Producéo de sementes forrageiras

Os programas de melhoramento de plantas forrageiras devem,
primordialmente, priorizar a producdo de sementes concomitantemente com o
rendimento de forragem, cujo baixo rendimento e qualidade fisioldgica inferior
acarretam custos elevados de implementacao, resultando em baixa adog¢ao pelos
pecuaristas (Jank et al., 2011). Embora a producédo de forragem seja frequentemente
o critério de selecao preponderante, € imperativo reconhecer a producdo de sementes
como uma variavel de importancia intrinseca, dada a discrepancia frequente entre o
potencial maximo de producao de sementes e a producao de forragem (Humphreys &
Riveros, 1986; Hopkinson et al., 1996).

A viabilidade e comercializacdo de sementes tornam-se cruciais para uma
espécie, impondo a necessidade de sua consideracdo primordial em programas de
melhoramento de forrageiras. No entanto, € comum que esta caracteristica seja
relegada a uma posicdo secundaria em comparacdo com atributos associados a
producdo e qualidade de forragem, sendo por vezes negligenciada (Souza, 2001;
Casler & Vogel, 2020).

A determinacdo dos componentes de rendimento de sementes em gramineas
forrageiras abrange um amplo espectro que inclui o periodo do desenvolvimento
vegetativo até o estadio reprodutivo. Esses componentes, influenciados por
complexas interacdes entre genética, condicbes ambientais e praticas de manejo,
delineiam o panorama da producdo de sementes (Franke & Nabinger, 1991;
Nakagawa, 2014). O processo intrincado de producdo de sementes em plantas

forrageiras, caracterizado pela assincronia no florescimento, desuniformidade na
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abertura das flores e maturacéo desigual das sementes, aliado a eventual ocorréncia
de degrana natural, demanda uma compreensdo aprofundada (Boonman, 1971;
Gonzélez, Perez, Matias, 1988). O rendimento final € inegavelmente influenciado por
praticas agronémicas especificas, exigindo uma conducdo diferenciada para
preservar a pureza genética e a qualidade fisiologica das sementes (Casler & Vogel,
2020).

LimitacBes adicionais permeiam a producdo de sementes em espécies
forrageiras tropicais e subtropicais, notadamente a baixa taxa de formacdo de
sementes, apresentando-se como desafios a serem superados mediante estratégias
de manejo judiciosas (Souza, 2013). Diversos fatores, incluindo doencas fungicas
(e.g., Claviceps, Ustilago e Tilletia), abortamento de Ovulos, condi¢cdes climéticas
adversas e deficiéncias nutricionais, contribuem para a baixa formacao de sementes
(Souza, 2013). O Ergot, desencadeado pelo fungo Claviceps paspali, € um agente
deteriorante da qualidade de sementes de gendtipos de Paspalum notatum, ilustrando
a complexa interacao entre patologias e producdo de sementes (Knight & Bennett,
1953; Burton 1955; Acuna et al., 2007).

A producédo de sementes de Paspalum no sul do Brasil apresenta dificuldades
devido ao nédo sincronismo na emissao das inflorescéncias e ao curto intervalo até a
plena floracdo entre o inicio e a abscisdo das sementes (Lopes; Franke, 2011a;
Scheffer-Basso et al., 2007). Portanto, a producdo de sementes de Paspalum spp. é
um desafio complexo, com diversos estudos explorando estratégias para otimizar
€sse processo.

Investigando diferentes variaveis, como espacamentos de semeadura e doses
de nitrogénio, Pinto, Nabimger & Maraschin (1984) e Rosa (1984) alcangaram uma
notavel produtividade de 254,3 kg.ha! de sementes puras viaveis no primeiro ano,
com 75 kg N.ha' e linhas espacadas de 90 cm, destacando a importancia de
considerar multiplos fatores na busca pela eficiéncia produtiva.

Ressaltando a relevancia do manejo de cortes na Tailandia, Hare et al. (2001)
observaram que cortes frequentes, especialmente no momento adequado, resultaram
em maior produtividade de sementes. Complementando essas descobertas, Scheffer-
Basso et al. (2007) concluiram que o manejo de corte antes da data de diferimento
desempenha um papel crucial na produtividade, indicando a necessidade de
estratégias bem planejadas.
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O estudo de Bertoncelli (2018), focado em P. notatum cv. INIA Sepé, analisou
a influéncia da adubacé&o nitrogenada e épocas de corte. Curiosamente, a aplicacao
de cortes tardios permitiu uma maior produtividade em uma Unica colheita, enquanto
cortes precoces possibilitaram multiplas colheitas. Essa complexidade na escolha das
estratégias evidencia a necessidade de abordagens adaptaveis para otimizar a
producdo dessas sementes (Bertoncelli, 2018).

Nesse cenario, a falta de estudos sobre manejo, rendimento e qualidade
fisiologica de sementes de espécie do género Paspalum tém limitado sua

multiplicacdo comercial (Pizarro, 2000).

1.5. Caracterizacao e avaliacdo de germoplasma

O marco inicial nos trabalhos com recursos genéticos vegetais no inicio do
século XX é atribuido ao eminente boténico russo Nikolai lvanovich Vavilov, sendo o
primeiro a compreender a importancia e os beneficios potenciais proporcionados pela
coleta de sementes de inUmeras espécies ao redor do mundo, além da organizacao
dessas amostras em formas de cole¢cbes que, futuramente, seriam estruturadas em
colecBes de germoplasma em todo o mundo (Nass, 2001).

O termo germoplasma tem sido definido como todo material hereditario que é
transmitido de uma geracao para outra, além de ser o patriménio genético da mesma
(Cohen et al., 1991; Borém et al., 2017). Ou ainda, pode-se dizer também que é o
conteudo total de genes que servem de matéria-prima para o melhorista desenvolver
diferentes culturas (Duvick, 1982), além de conter as informacdes para a composicao
genética de uma espécie, sendo um recurso natural valioso da diversidade de plantas
(Nwachukwu et al., 2016). Esse patrimdnio genético pode estar na forma de pdlen,
anteras, plantas, sementes, tecidos (meristemas ou calos), células ou estruturas
simples (Allard, 1971; Williams, 1991). As colecdes de germoplasma podem variar de
colecOes de espécies selvagens a linhagens de reproducdo domesticadas e de elite
gue passaram por extensa selecdo humana (Nwachukwu et al., 2016; Borém et al.,
2017). O principal objetivo do banco de germoplasma é a preservacgéo da diversidade
genética de uma planta ou estoque genético especifico para seu uso no futuro
(Peefers & Calwey, 1988).

De posse do germoplasma, seja por meio de coleta, introducao ou intercambio

entre programas e melhoristas, os procedimentos posteriores visam a caracterizagéo



31

e avaliacdo. E importante ressaltar que as informacdes adequadas sobre o
germoplasma em um programa de melhoramento sdo de grande valia. Essas
informacg0des sdo estritamente dependentes da avaliagao e caracterizagao adequada
da variabilidade genética presente nessas cole¢fes. Para a formacdo da populagdo-
base, os melhoristas tém utilizado e recomendado o cruzamento entre cultivares
superiores e divergentes (Pereira & Pereira, 2006).

Na atualidade, a caracterizacdo, avaliacdo e conservacdo de recursos
genéticos de espécies vegetais e animais sdo temas de grande relevancia, sendo
objetivos de um extenso numero de estudos. Principalmente, busca-se quantificar a
diversidade genética e compreender sua magnitude, natureza e distribuicdo (Cruz et
al., 2020). Além da importancia mencionada, 0 progresso genético em qualquer
espécie esta diretamente relacionado a existéncia de variabilidade genética (Faria et
al., 2007).

Para tanto, o sucesso de qualquer programa de melhoramento depende da
caracterizagdo do germoplasma, a fim de quantificar a quantidade de variagéo
presente na espécie de interesse e subsidiar a utilizacdo dos recursos naturais
(Souza, 2015). O autor destaca que, por meio desses conhecimentos, € possivel
incluir novos materiais de interesse no programa de melhoramento genético, além de
estabelecer estratégias de conservacdo. De acordo com Valls (1988), a avaliacao e
caracterizacdo do germoplasma envolvem cinco etapas, que sao:

Identificacdo: determinacdo precisa da origem e caracteristicas do material
genético;

Coleta e conservacdo: coleta, preservacdo e armazenamento apropriados do
germoplasma,;

Caracterizacao morfolégica: andlise das caracteristicas fisicas e estruturais das
plantas ou animais;

Caracterizacao bioquimica: estudo das caracteristicas quimicas e metabolicas do
germoplasma,;

Caracterizacdo molecular: utilizacdo de técnicas moleculares para investigar a

estrutura genética e a diversidade do germoplasma.

Essas etapas sdo fundamentais para compreender e explorar a variabilidade
genética existente no germoplasma e promover 0 avango nos programas de

7

melhoramento genético. Também é importante considerar o conhecimento do
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ambiente de cultivo, o qual contribui para a selecdo de genoétipos mais adaptados a
ambientes especificos (Camélo et al., 2011). A caracterizacdo do germoplasma tem
como objetivo obter dados para descrever, identificar e diferenciar gendétipos de uma
mesma espécie (Burle & Oliveira, 2010). Existem diversas formas de caracterizacgéo,
como a morfoldgica, citogenética, quimica, fisioldgica, bioquimica e molecular
(Saloméo, 2010; Hill et al., 2013).

Entre essas formas de caracterizacéo, a morfolégica € a mais utilizada, pois é
realizada por meio de mensuracdes e observacdo de caracteres denominados
descritores morfolégicos, que diferenciam taxonomicamente as plantas de uma
mesma espécie (Bianco et al., 2011). A caracterizacdo morfolégica permite conhecer
a variabilidade genética de uma determinada populacao, diferenciando as plantas de
forma taxondmica e selecionando os descritores morfolégicos mais relevantes para
acessar a diversidade do germoplasma (Hernandez-Villareal, 2013).

E importante ressaltar que os descritores devem ser de medicéo facil e rapida,
e devem se referir a forma, estrutura ou comportamento de uma populacdo. O
desenvolvimento de descritores € uma atividade essencial para compartilhar
informacBes sobre recursos genéticos, sendo adotados como padrdes ha
documentacdo do germoplasma. Esses descritores podem ser qualitativos ou
guantitativos e sdo extremamente Uteis para a gestdo do banco de germoplasma e o
uso dos acessos em programas de melhoramento genético (Barbieri & Castro, 2015).

Além dos descritores morfoldgicos, outros caracteres podem ser usados para
descrever uma populacdo, principalmente quando o objetivo do programa for
obtencdo de gendtipos com aptiddo forrageira. Nesse sentido, a avaliagdo de
digestibilidade e qualidade nutricional podem contribuir para se obter informacdes
sobre progenitores e/ou novos cultivares de maior valor nutritivo através da selecao
genética (Queiroz et al., 2000). Outra caracteristica importante é a analise em
separado da folha e do colmo, ja que animais em pastejo selecionam partes da planta
para seu consumo, com preferéncia por folhas, justamente pelo seu maior valor
nutritivo (Paciullo et al., 2001). Os descritores definidos para Paspalum abrangem P.
guenoarum, P. notatum, P. plicatulum e hibridos (Brasil, 2020), sendo utilizados nos
ensaios de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade (DHE). Até o presente
momento, nenhum descritor foi definido para Paspalum lepton e hibridos provenientes

de cruzamentos artificiais.
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1.6. Diversidade Genética

Diversidade genética pode ser definida como "qualquer medida quantitativa ou
diferenca genética, estando ao nivel de sequéncia ou nivel de frequéncia alélica, que
€ calculada entre individuos, populacdes ou espécies” (Beaumont et al., 1998; Nass,
2001; Mohammadi & Prasanna, 2003). Essa diversidade, por vezes, é chamada
também de variabilidade genética (Allard, 1971) e é fundamental em todo programa
de melhoramento de plantas (Cruz & Carneiro, 2003), principalmente nas fases iniciais
do programa de melhoramento. Os cruzamentos envolvendo genitores geneticamente
superiores e diferentes sdo mais convenientes para produzir alto efeito heterotico
(Guimarées et al., 2007; Paterniani et al., 2008; Cruz et al., 2020), além da maior
variabilidade genética em geracfes segregantes (Rao et al., 1981; Buzar et al., 2007).

Melhoristas recomendam que, para a formacédo da populacédo base, deve-se
realizar o intercruzamento entre cultivares com desempenho superior e divergente
entre si (Rinaldi et al., 2007). Para tanto, a populacdo base para selecéo deve conter
ampla variabilidade genética com alta média para o carater a ser selecionado (Maluf
et al., 1983). Por outro lado, a diversidade insuficiente pode levar a espécie em
qguestao a restringir sua distribuicdo geogréafica e ser mais vulneravel a extingdo sob
nova pressdao de selecdo (Sheth & Angert, 2014), bem como em pequenas
populacées, com baixa diversidade, também podem apresentar niveis mais elevados
de endogamia (Oleas et al., 2014).

Dada a importancia da diversidade genética, espera-se que progenitores
divergentes geneticamente proporcionem bons hibridos (Cruz et al.,, 2020). Essa
expectativa baseia-se no fato de que a heterose manifestada em hibridos é funcéo
dos efeitos da dominancia dos genes para o carater em questdo, bem como do
guadrado da diferenca das frequéncias génicas de seus progenitores, além de efeitos
epistaticos que geralmente séo ignorados (Ghaderi et al., 1984; Falconer e Mackay,
1996).

Assim, torna-se relevante, além de pratica rotineira dentro de programas de
melhoramento genético, a avaliacdo genética de acessos e populagbes visando
agrupar acessos semelhantes e redundantes, estimar a divergéncia genética entre
eles e ordenar os melhores (Resende et al., 2014). Geralmente, os programas de
melhoramento genético contam com grande numero de acessos em seu banco de

germoplasma. Logo, caracterizagbes desses acessos, para estudos de diversidade
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genética entre eles e as estimativas de seus valores genotipicos, constituem valor
pratico de grande ordem, principalmente no processo de selecdo de progenitores a

serem avancgados e/ou cruzados, visando a obtencao de gendtipos superiores.

1.7. Estimacéo da diversidade genética

A obtencédo de uma medida de divergéncia genética que possa ser obtida antes
que as hibridagbes sejam efetuadas permite ao melhorista concentrar esforcos em
combinac¢des que apresentem maiores chances de sucesso (Maluf et al., 1983). A
distancia genética entre um grupo de futuros progenitores tém sido avaliada com o
objetivo de indicar as combinacdes hibridas, com possivel maior efeito heterotico e
maior heterozigose (Hallauer et al., 2010; Cruz et al., 2012), estando diretamente
relacionada ao grau de distanciamento entre os genotipos, linhagens e populacdes
guanto ao conjunto de caracteres estudados (Oliboni et al., 2012).

Para Falconer (1989), com qualquer grau de dominancia superior a zero, a
heterose manifestada em um gendtipo decorre da frequéncia alélica entre seus
progenitores, possuindo associacao positiva entre a distancia genética e heterose. No
entanto, estudos apontam a necessidade de um grau 6timo de distancia entre os
progenitores para maxima expressao da heterose (Paterniani & Lonnquist, 1963; Moll
et al.,, 1965). Progenitores muito divergentes geneticamente podem apresentar
caracteristicas ndo desejaveis agronomicamente, tornando assim mais interessante o
cruzamento entre individuos que apresentem bom desempenho e bases genéticas
contrastantes para o carater de interesse, ao invés de genitores simplesmente
geneticamente distantes (Ghaderi et al., 1984). Sendo assim, o conhecimento da
distancia genética entre 0os genétipos € uma etapa fundamental em programas de
melhoramento de qualquer espécie, permitindo orientar no processo de selecédo para
0 avanco de geracdes e ainda auxiliar na definicdo de cruzamentos promissores
(Guimarées et al., 2007).

Segundo Cruz et al. (2020), ha duas maneiras basicas de se inferir a
diversidade genética, sendo a primeira de natureza quantitativa e a outra de natureza
preditiva. Para essas inferéncias, tem-se utilizado dados de pedigree, morfoldgicos,
bioguimicos (analise de isoenzimas e proteinas de reserva), dados moleculares,
sendo estes mais confiaveis para diferenciagdo entre genotipos (Mohammadi &
Prasanna, 2003; Sudre et al., 2007; Gongalves et al., 2009).
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Entre os métodos de natureza quantitativa, as analises dialélicas séo utilizadas
para avaliacao da diversidade ou da heterose manifestada nos hibridos; ja os métodos
preditivos sao geralmente quantificados por medidas de dissimilaridade (Cruz et al.,
2020). Nesse contexto, a andlise multivariada tem sido amplamente utilizada na
predicdo da divergéncia genética, com destaque para os métodos de agrupamento ou
aglomerativos, as analises de componentes principais e variaveis candnicas (Cruz et
al., 2014; Guidoti et al., 2018). A escolha do método depende do objetivo do estudo,
da precisédo desejada pelo melhorista, da facilidade de andlise e da forma como os
dados séo obtidos (Cruz et al., 2020).

As medidas de dissimilaridade constituem uma ferramenta importante para
estimacao da diversidade genética nas mais diversas culturas. Cruz et al. (2020) citam
que os estudos da diversidade genética tém sido realizados a partir de informacdes
das seguintes naturezas das medidas:

i. Medidas de dissimilaridade obtidas de variaveis quantitativas continuas ou
discretas.
ii. Medidas de dissimilaridade obtidas de variaveis qualitativas binarias.

iii. Medidas de dissimilaridade obtidas de variaveis qualitativas multicategoricas.

Para obtencdo da matriz de similaridade ou dissimilaridade, as medidas para
caracteres quantitativos descritas a seguir, sdo as mais utilizadas nos estudos
genéticos:

I Distancia euclidiana

djr= Z(Yij - Yiy)?

J

il. Quadrado da distancia euclidiana

=13 ?
ij' = Vv yij - yi'j)
j

iii. Distancia euclidiana média

d;= ﬁz(Y” - Yiy)?

V. Distancia ponderada

d5=5A 5"
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Em que dizj, é distancia ponderada entre os genétipos i e i'; A a matriz diagonal

cujos elementos sdo as variancias residuais; ojz 0 quadrado meédio do residuo

associado a j-ésima variavel; e Yi; € média do i-ésimo genotipo em relagéo a j-ésima

variavel.

V. Distancia generalizada de Mahalanobis (Mahalanobis, 1936).
Djj= Z(Zu - Zy)?
j

Quando a natureza dos caracteres for molecular ou qualitativa binaria séao
recomendadas as seguintes medidas de similaridade de acordo com Cruz et al.,
(2020):

i.Coeficiente de coincidéncia simples
s a+d
"= a+b+c+d
ii.Coeficiente de Roger e Tanimoto
s a+d
"=a+2(b+c) +d

iii.Coeficiente de Sokal e Sneath
2(a+d)
%“=Ha+d)+b+c

iv.Coeficiente de Russel e Rao

a+d
S"/z—
=a+b+c+d

v.Coeficiente de Jaccard

a
Sir="1h ¥ ¢
vi.Coeficiente de Sorenson ou Dice ou Nei & Li

2a
Sjjfj o0 ————————
W=2a+b+c
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vii.Coeficiente de Ochiai
a

Siir= J@ + b)a + o)

viii.Coeficiente de Baroni, Urbani e Buser

a + ad
a+b+c + ad

Siir =

ix.Coeficiente de Haman
(a+d)— (b +c¢)

ST T h +c +d
x.Coeficiente de Yule
ad — bc
Sir="0d ¥ be
xi.Coeficiente de Ochiai Il
ad

=@t D@t ok + et d)

Caracteres multicategéricos, comumente avaliados no melhoramento vegetal,
sao relacionados a particularidades morfoldgicas, estruturais e qualidade do produto
comercializado (Cruz et al., 2020). Para esses tipos de dados, os seguintes métodos
séo utilizados:

I Coincidéncia simples
il. Dissimilaridade de Cole-Rodgers et al. (1997)

iii. Distancia euclidiana média ponderada

No melhoramento de plantas, as medidas mais usuais sado a distancia
euclidiana média e a distancia generalizada de Mahalanobis (D?) (Cruz et al. 2014).
Além disso, a medida de Gower (1971) é utilizada para obtencdo da dissimilaridade
entre individuos a partir da analise conjunta de variaveis binarias, quantitativas e
multicategoricas (Cruz et al., 2020; Cruz & Regazzi, 2020). A formula geral dessa
medida considera pesos para as comparacoes entre individuos e contribuicdes das

variaveis na similaridade entre eles. Em que a expressao geral €
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v
z Wik Cijk
k=1
v
k=1

Em que Sik é similaridade entre os individuos i e j, para a variavel k; wik 0 peso dado

Sijk =

a comparacao entre os individuos i e j, para a variavel k, atribuindo valor 1 para as
comparacoes validas e 0 para as comparacdes invalidas pela falta de informacéo em
pelo menos um individuo do par de comparacao; Cik a contribuicdo da varidvel k na

similaridade entre os individuos i e j.

1.8. Analise de agrupamento (AA)

Andlise de agrupamento ou de conglomerados ("cluster analysis") é a
denominacdo atribuida a um conjunto de técnicas multivariadas que tém como
finalidade agrupar individuos com base em caracteristicas comuns (Chatfield &
Collins, 1986; Hair et al., 2005), fornecendo, assim, critérios objetivos para garantir
homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade entre os grupos (Johnson &
Wichern, 1992; Cruz et al., 2014, Vicini et al., 2018). Portanto, é um dos métodos
multivariados mais utilizados, especialmente quando se busca padrées nos conjuntos
de dados (Silva, 2016). Podemos considerar que essa técnica é puramente
exploratéria, pois visa a geracdo de hipbéteses sobre o padrao de aglomeracéo
estabelecido e pode ser complementada por outras técnicas de visualizacdo (Manly &
Alberto, 2008; Vicini et al., 2018), ndo sendo necessaria qualquer hipétese acerca da
distribuicdo de probabilidade dos dados (Cruz et al., 2020). Devido ao poder
discriminatério e a versatilidade dos métodos de agrupamento, eles tém sido
amplamente utilizados nas mais variadas areas da ciéncia (Everitt, 1993; Siegmund
et al., 2004). Essa analise utiliza métodos simples, envolvendo basicamente duas
etapas (Vicini et al., 2018): a primeira relaciona-se com a estimag¢ao de uma medida
de similaridade ou dissimilaridade entre os genotipos, e a segunda esta relacionada a
adocdo de uma técnica de agrupamento para a formacéo dos grupos (Sant'‘Anna &
Malinovski, 2002; Cruz et al., 2014).

Trés abordagens de agrupamento podem ser destacadas. A primeira delas, e

a mais comumente utilizada, envolve técnicas que produzem dendrogramas. O
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primeiro passo € a obtencdo de uma medida de similaridade ou dissimilaridade,
conforme mencionado anteriormente, entre todos 0s pares possiveis de acessos e,
assim, formar grupos por meio de processos aglomerativos ou divisivos. A segunda
abordagem envolve particbes em um grupo em que 0s genoétipos podem mover-se
para fora ou para dentro deste e de outros grupos em diferentes estagios da analise.
Por ultimo, existem as técnicas baseadas em dispersédo gréafica, que consideram as
posicdes relativas dos gendtipos em gréficos bidimensionais ou tridimensionais (Cruz
et al., 2020).

Dentre os métodos de agrupamento mais utilizados no melhoramento genético
de plantas, destacam-se os métodos de otimizacdo e os hierarquicos (Manly &
Alberto, 2008). No agrupamento por meio dos métodos de otimizagéo, € necessaria a
matriz de dissimilaridade para criar um grupo inicial por meio de um par de individuos
mais similares. A entrada de um novo genaétipo no grupo aumenta o valor médio da
distancia dentro do grupo. No método hierarquico, a cada entrada de acesso no grupo,
€ necessério recalcular o coeficiente de similaridade entre os grupos (Cruz et al.,
2020). Ambos os métodos podem ser utilizados complementarmente, ilustrando com
maior coeréncia a diversidade genética do germoplasma estudado (Steiner et al.,
2022).

Nos métodos de otimizacdo, o mais comumente usado € o método de Tocher,
citado por Rao (1952), o qual adota um Unico critério de agrupamento e apresenta
uma distancia média intragrupos sempre menor que a distancia média intergrupos
(Vasconcelos et al., 2007). Nos métodos hierarquicos, os gendtipos sao agrupados
em um processo gque se repete em varios niveis, até que seja estabelecido o diagrama
de arvore ou dendrograma (Manly & Alberto, 2008; Cruz et al., 2020). No germoplasma
vegetal, os métodos mais comumente usados sdo o do vizinho mais préximo, vizinho
mais distante, Ward e da ligacdo média entre grupos (UPGMA - Unweighted Pair-
Group Method using Arithmetic Averages). Outros métodos também podem ser
utilizados, como o meétodo do centroide, 0 método da WPGMC e o método da variancia
minima de Ward (Cruz & Regazzi, 2020). De acordo com Cruz et al. (2020), o método
UPGMA ¢é um dos mais utilizados no melhoramento de plantas devido as menores
distor¢Bes na representacdo das dissimilaridades entre os individuos.

Geralmente, ap0s a obtencdo da medida de dissimilaridade e a escolha do
meétodo de agrupamento, 0 proximo passo é a obtencédo do diagrama de arvore ou

dendrograma. A escolha do melhor método fica a critério do pesquisador, que
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geralmente opta pelo que melhor representa a estrutura de agrupamento desejada,
utilizando como auxilio nessa deciséo o coeficiente de correlacédo cofenética, valores
de distorcao e estresse (Cruz et al., 2020). Para o coeficiente de correlagédo cofenética
(CCC), é recomendado um valor acima de 0,70, visando a adequacdo do método de
agrupamento a matriz de dissimilaridade (Streck et al., 2017). Por fim, para os
parametros de distorcdo e estresse, esses devem ser preferencialmente inferiores a
20% para serem considerados satisfatérios para a representacao gréfica (Cruz et al.,
2020).

1.9. Analise de componentes principais (PCA) e variaveis candnicas (AVC)

A analise de componentes principais ("principal component analysis") foi
proposta por Pearson (1901), e muitos anos depois, Hotelling (1933, 1936) apresentou
uma descricdo de métodos computacionais praticos aplicados em diversas areas da
ciéncia. A técnica PCA também é chamada de transformada discreta de Karhunen-
Loéve (KLT) ou ainda transformada de Hotelling, em homenagem respectivamente a
Kari Karhunen, Michel Loeve e Harold Hotelling (CONCI et al., 2008). Embora alguns
autores tratem a PCA e a transformada de Hotelling como um mesmo método, outros
consideram um método derivado da PCA apresentada por Pearson (CONCI et al.,
2008). E um dos métodos multivariados mais simples e mais utilizados, principalmente
na biometria, sendo considerada uma ferramenta importante no melhoramento
genético (Campana et al., 2010; Hongyu, Sandanielo & Oliveira Junior, 2016; Silva,
2016). Para Souza (1988), essa técnica representa o0 método basico do qual originam-
se outros procedimentos multivariados. J& Johnson & Wichern (1992) apontam que a
PCA funciona como uma analise intermediaria, portanto, adequando-se mais como
um meio do que um fim em si. Essa técnica vem sendo estudada por autores como
Morrison (1976), Seber (1984), Reinsel (1993), Jackson (1981) e Johnson & Wichern
(1992, 1998).

A PCA tem por objetivo encontrar um conjunto de combinacdes lineares que
permita observar a maior variagdo dos dados, procurando explicar a estrutura de
variancia-covariancia através de poucos componentes lineares das variaveis originais
(Johnson & Wichern, 1992). Sendo assim, o primeiro componente (PCl) é a
combinacdo linear de maior variancia, pois € a dimensao na qual as variaveis estéo

dispersas ao maximo. O segundo componente principal (PC2) é a combinacdo com
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maior variancia que seja ortogonal ao primeiro componente. Portanto, a analise de
componentes principais visa a simplificacdo estrutural da variagcdo dos dados, por
meio da transformacdo de um conjunto original de varidveis em outro conjunto
denominado componentes principais; as variaveis originais e 0s componentes
principais tém a mesma dimensdo (Chatfield & Collins, 1980; Cruz et al., 2014).
Geralmente, € empregada em situacbfes em que o melhorista possui um numero
elevado de caracteres em estudo, sendo possivel que muitos contribuam pouco para
a discriminacdo dos gendtipos a serem selecionados, representando,
consequentemente, aumento no trabalho de caracterizacdo, sem melhoria na
precisao, tornando assim mais complexa a andlise e interpretacéo dos dados (Liberato
et al., 1999; Silva et al., 2005a; Barbosa et al., 2006). Essa andlise pode revelar
relacbes nédo identificadas previamente, contribuindo para melhor interpretacdo dos
dados (Baker et al., 1988; Roso & Fries, 1995). Cabe ressaltar que a analise de
componentes principais nem sempre funciona, no sentido de que um grande nimero
de varidveis originais é reduzido a um pequeno numero de variaveis transformadas,
principalmente se as variaveis originais ndo forem correlacionadas (Manly & Alberto,
2016).

Por fim, pode-se dizer que a analise de componentes principais é amplamente
empregada em estudos da predicéo de divergéncia genética (Cruz et al., 1994; Abreu
et al.,, 1999; Fonseca et al.,, 2006; Wagner Junior et al., 2011), em estudos de
repetibilidade (Abeywardena, 1972; Bonomo et al., 2004; Ferreira et al., 2010), em
estudos de interacédo gendtipo x ambiente (Rocha et al., 2005; Nascimento et al., 2009;
Barros et al.,, 2010). Sendo assim, € extremamente viavel em estudos sobre
divergéncia genética, pela possibilidade de resumir o conjunto de variaveis originais
em poucos componentes, 0 que significa ter uma aproximacao do comportamento dos
individuos (gendtipos), oriundos de um espaco n-dimensional (n = numero de
caracteres estudados) em um espaco bi ou tridimensional (Cruz & Regazzi, 1994). Os
individuos avaliados podem ser representados em um grafico cartesiano
bidimensional, sendo os eixos constituidos pelos escores, geralmente, dos dois
primeiros componentes (Abreu et al.,, 1999). A variabilidade manifestada nos
gendtipos estudados é explicada satisfatoriamente quando os primeiros componentes
acumularem uma porcentagem alta de variacao total, em geral, acima de 80%,
conduzindo assim a interpretacdo do fendmeno com consideravel simplificacao

(Wagner Junior et al., 2011; Paiva et al., 1994). Essa técnica foi utilizada em Paspalum
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por Strapasson et al. (2000) onde selecionou descritores para a caracterizacdo de
acessos das espécies P. guenoarum e P. plicatulum, eliminando aqueles
considerados redundantes. Sendo ainda incipiente o conhecimento dessa técnica
para P. lepton, principalmente através dos descritores recentemente propostos por
Brasil (2020).

A analise de variaveis canonicas (AVC) foi proposta por Fisher (1936) quando
pesquisava caracteres morfolégicos para classificar espécies do género lIris L. Essa
técnica se assemelha a andlise de componentes principais de acordo com Rao (1952),
citado por Cruz et al. (2020), por ter o propdsito de identificar grupos similares de
individuos em dimens@es reduzidas (duas ou trés); além disso, visa condensar um
complexo de multiplas varidveis em duas ou trés varidveis candnicas oriundas de
combinagdes lineares das primeiras (Dias et al., 1997; Veloso et al., 2016; Flores et
al., 2020). A analise de variaveis canbnicas € preferivel quando se utiliza um
delineamento experimental, ou seja, quando ha repeticbes em cada tratamento
(Nobrega et al., 2021). Portanto, a AVC apresenta vantagem em relacdo a PCA, por
levar em consideragéo tanto a matriz de covariancia residual quanto a de covariancia
(ou correlacao) fenotipica, que exerce, de certa forma, um efeito de ponderacéo sobre
a primeira (Cruz et al., 2020). Esses autores ressaltam que a AVC apresenta a
vantagem adicional de manter o principio do processo de agrupamento com base na
distancia de Mahalanobis (D?), o qual leva em conta as correlacdes residuais
existentes entre as médias dos genétipos.

1.10. Associacdes entre caracteres

O coeficiente de correlagéo (p) € uma medida padronizada da associagao entre
variaveis e tem como objetivo comparar a variancia da varidvel dependente X com a
reducdo da variancia dessa variavel quando uma variavel independente Y é utilizada
para estimar os valores de X (Steel & Torrie, 1980). Em termos simples, pode-se dizer
que a correlacdo € uma medida da intensidade da associacdo linear entre dois
caracteres ou uma medida do grau de variacdo conjunta (Ramalho et al., 2021).
Enquanto o coeficiente de regresséo explica a relacdo de dependéncia ou causa e
efeito, o coeficiente de correlacdo € apenas descritivo da relacdo mutua entre os
caracteres. E um nimero sem unidades com amplitude que varia de -1 (relacéo linear

perfeita negativa) a 1 (relacdo linear perfeita positiva), onde zero indica auséncia de
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associacao linear (Carvalho et al., 2004). Um coeficiente de correlacdo igual a zero
nao implica em falta de associacdo entre dois caracteres, apenas reflete a auséncia
de relacao linear (Cruz et al., 2012).

Para uma correta interpretacdo das correlagdes entre caracteres, € importante
considerar tanto a magnitude quanto o sinal (Cruz, 2012). A magnitude indica a
existéncia de uma relacdo linear entre os caracteres e serd maior quanto mais o
coeficiente se aproximar de -1 ou 1 (Carvalho et al., 2004). O sinal, por sua vez, indica
se 0s caracteres variam no mesmo sentido (coeficiente positivo) ou em sentidos
opostos (coeficiente negativo). Os coeficientes de correlacdo sao apropriados para
avaliar a associagcado entre caracteristicas porque sdo adimensionais e permitem a
comparacao entre diferentes pares de caracteristicas, ao contrario das covariancias
(Gongalves et al., 2008).

A associacado entre caracteres pode ser utilizada como critério de selecao
indireta, que é aplicada a um carater secundario, ndo sendo o carater principal a ser
melhorado. O estudo das correlagBes entre caracteres é de grande importancia no
melhoramento genético, uma vez que geralmente o0 aprimoramento de uma
determinada populacdo ou cultivar é direcionado para um conjunto de caracteres
simultaneamente (Vencovsky & Barriga, 1992). Essa € uma medida que permite
direcionar as estratégias de melhoramento, visando maximizar os ganhos genéticos
por meio de ciclos de selecéo (Farias Neto et al., 2005). Além disso, é fundamental
compreender como o aprimoramento de uma caracteristica pode afetar outras (Bennin
et al., 2005). Para que a selecado indireta por meio da correlacdo seja eficiente,

Falconer (1996) elenca as seguintes condicdes:

)] a herdabilidade do caréater selecionado deve ser maior do que a do carater que
se pretende melhorar;

i) a correlacdo genética entre os dois caracteres deve ser alta;

iii) a intensidade de selecdo do carater secundario deve ser maior do que a

intensidade de selecdo do carater de interesse.

Entretanto, 0 mesmo autor afirma que a sele¢éo indireta sera mais eficiente do
gue a selecao direta apenas em casos em que existam dificuldades técnicas para a

aplicacao da selecéo direta no carater de interesse a ser melhorado.
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O conhecimento da associacdo entre caracteres € de grande importancia no
melhoramento de qualquer espécie, especialmente quando a selecéo direta no carater
de interesse apresenta dificuldades devido a baixa herdabilidade ou problemas de
mensuracdo, especialmente em caracteristicas quantitativas que sao dificeis de
serem melhoradas por selecdo (Carpentieri-Pipolo et al., 2005; Almeida et al., 2010).
Assim, as associac0es observadas entre os caracteres quantificam a possibilidade de
ganhos indiretos por meio da selecao, onde caracteres de baixa herdabilidade tém
uma selecdo mais eficiente quando realizada em caracteres que estao
correlacionados a eles ou que apresentam maior herdabilidade e facilidade de
mensuracao (Goldenberg, 1968). Para isso, no melhoramento de plantas, Falconer &
Mackay (1996) distinguem duas causas de correlacdo entre dois caracteres: genética
e ambiental.

Dessa forma, a correlacdo entre caracteres € baseada na mensuracao do
fendtipo e é influenciada por duas causas: a causa genética e a causa ambiental
(Falconer, 1989). O fendtipo é a expresséo visivel ou mensuravel de um carater e é
determinado pela constituicdo genética (gendtipo) juntamente com o efeito do
ambiente, ou seja, Fenotipo (F) = Gendtipo (G) + Ambiente (A). Portanto, a correlacéo
fenotipica refere-se a correlacdo entre duas caracteristicas causadas por fatores
genéticos e ambientais (Falconer & Mackay, 1996). Essa estimativa € uma ferramenta
atil, pois permite avaliar a viabilidade do uso da sele¢éo indireta. No entanto, seu uso
pode levar a erros, tornando sua aplicabilidade pratica reduzida (Carvalho et al.,
2004).

Se o carater principal possui baixa herdabilidade, a correlacdo fenotipica é
determinada principalmente pela correlacdo ambiental. Por outro lado, se o carater
apresenta alta herdabilidade, a correlacdo fenotipica é decorrente da correlacdo
genética (Falconer & Mackay, 1996). E importante distinguir as causas genéticas e
ambientais, que, combinadas, resultam na correlacao fenotipica.

A correlacdo genética € determinada exclusivamente pelo gendtipo, sem
intervencdo do ambiente (Carvalho et al., 2004), e busca explicar, por meio de
mecanismos genéticos, a variagdo conjunta de dois caracteres, desconsiderando os
efeitos do ambiente (Ramalho et al., 2012). Para o melhoramento genético de plantas,
essa € a correlagdo mais importante, especialmente em situacées que envolvem
caracteres de heranca complexa, controlados por varios genes e com grande

influéncia do ambiente (Falconer, 1989). Ela se torna relevante na selegéo
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simultanea/truncada de mais de um carater, e seu sinal e magnitude determinam a
direcdo da resposta correlacionada em uma associacdo de natureza herdavel
(Carvalho et al., 2004).

Duas causas sdo atribuidas a correlacdo genética: a primeira resulta do
pleiotropismo (causa principal) ou da ligacdo génica (causa temporaria) (Falconer &
Mackay, 1996). O pleiotropismo ocorre quando um Unico gene afeta simultaneamente
dois ou mais caracteres (Carvalho et al., 2004; Ramalho et al., 2012). Assim, quando
um gene afeta a expressao de dois caracteres, aumentando ambos simultaneamente,
as correlacdes sao positivas. Por outro lado, quando o aumento de um carater esta
associado a diminuicao de outro, as correlacdes sao negativas (Falconer, 1989). Ja a
segunda causa de correlacdo genética, de natureza temporaria, ocorre devido a
quebra de blocos de ligacdo, especialmente em populagbes resultantes de
cruzamentos entre genotipos contrastantes (Carvalho et al., 2004). Isso ocorre quando
0S genes que afetam os caracteres estéo localizados no mesmo cromossomo e muito
proximos entre si (Ramalho et al., 2012). A ligacdo génica € uma forca que mantém
juntas as combinacBes genéticas preexistentes e tem a tendéncia de preservar em
conjunto as combinacdes favoraveis existentes, sendo essa a causa da correlacéo
genética entre caracteres que apresentam ligacdo génica (Allard, 1999; Falconer,
1989).

O ambiente é definido como todas as condi¢des externas, ndo genéticas, que
influenciam um determinado caréater (Carvalho et al., 2004). Segundo esses mesmos
autores, a correlacdo ambiental é altamente dependente do carater e do organismo
estudado, sendo a principal fonte de erro que reduz a precisdo das estimativas
genéticas. O ambiente se torna uma causa de correlacdo entre dois caracteres
guando ambos séo influenciados pelas mesmas variagdes nas condi¢des ambientais.
Além disso, a correlagdo ambiental inclui desvios ambientais e efeitos genéticos néo
aditivos (Falconer, 1989).

Cruz & Regazzi (1997) apontam que correlacdes ambientais negativas indicam
gue o ambiente favorece um carater em detrimento do outro. Por outro lado, um sinal
positivo indica que ambos os caracteres sdo favorecidos ou prejudicados pelas
mesmas variacbes ambientais. E importante destacar que as correlacdes genéticas e
ambientais podem apresentar magnitudes, sentidos e dire¢des diferentes. Nessas
circunstancias, as causas das variagdes genéticas e ambientais afetam os caracteres

por meio de diferentes mecanismos fisiolégicos (Falconer, 1989).
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Os coeficientes de correlacdo fenotipica, genotipica e ambiental entre dois
caracteres sao obtidos por meio de analises individuais, utilizando o modelo estatistico
apropriado e a analise da soma dos valores dos caracteres X e Y. A covariancia
associada a cada fonte de variacao é calculada, e os componentes de covariancia sdo
estimados através da esperanca matematica do produto médio das fontes de variacao
ou das esperancas dos respectivos quadrados médios da analise de variancia (Cruz
et al., 2012). Conforme esses autores, os produtos médios séo calculados utilizando
as estimativas dos quadrados médios obtidos na andlise de variancia, pela soma de
X e Y, fornecendo o valor Z = X + Y. As estimativas das variancias fenotipicas,
genotipicas e ambientais sdo obtidas seguindo as metodologias propostas por

Vencovsky & Barriga (1992) e Ramalho et al. (2012) em que:

03(X)=

QMT (x)-QMR ()
r

QMT(Y)-QMR(Y)
r
QMR(X)
f
r

03(Y)=
03(X)=

03(Y)=

Dessa forma, ofz(X)= variancia fenotipica de X; ofz(Y) = variancia fenotipica de
Y; 03(X) = variancia genética de X; 03(Y) = variancia genética de Y; 03(X) = variancia
de ambiente de X; 02(Y) = variancia de ambiente de Y. J&4 as estimativas de

covariancias fenotipicas, genotipicas e ambientais sdo obtidas da seguinte forma:

QMT(Xy) 'QMT(X) 'QMT( )
COVf (XY)= 2 .

COVg (xv)=(COV; (xyy- COV, (xv))

QMR xy)-QMR 5, -QMR
COV, o) (XY) d ) W)
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Onde COVs xy)= covariancia fenotipica de XY; COVy xyy= covariancia genética
de XY e COV, xy)= covariancia de ambiente de XY. A partir das estimativas das
variancias e covariancias, pode-se estimar as correlagdes fenotipicas (rrxy)=
correlagdo fenotipica de XY), genotipicas (rgq xy)= correlagdo genotipica de XY) e
ambientais (r, (xy)= correlagcdo ambiental de XY), conforme as seguintes formulas:

COVs (xv)

It (XY) > 2
Ot x)-Of (v)

Conforme observado, a correlacdo fenotipica nao é obtida pela soma algébrica
das correlacdes genéticas e ambientais, como mencionado por Ramalho et al. (2012).
Cada tipo de correlacdo (fenotipica, genotipica e ambiental) é estimada
independentemente. Quanto a significancia das correlacdes, a estatistica t é utilizada
para testar a hipétese de que o coeficiente de correlacdo seja igual a zero. Esse teste

estatistico, conforme descrito por Steel & Torrie (1980), € aplicado para testar a
hipotese de o coeficiente de correlacdo ser igual a zero.

1.11. Analise de trilha

A existéncia de correlacéo fenotipica e genética permite avaliar o quanto da
alteracdo de um carater pode afetar os demais no decorrer da selecdo, além de ser
de grande importancia no melhoramento de plantas (Furtado et al., 2002). No entanto,
gquando um grande numero de caracteres esta mutuamente correlacionado, o
coeficiente de correlagéo produz uma informagao incompleta, devido principalmente
a influéncia de uma terceira ou mesmo de um grupo de variaveis sobre os dois

caracteres em questao (Scapim et al., 2010; Rios et al., 2012).
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Com o intuito de contornar os problemas da correlacédo, o geneticista Wright
(1921, 1923) desenvolveu a andlise de trilha ou "path analysis". Porém, somente anos
depois esse método foi proposto para plantas por Dewey & Lu (1959). Essa analise
consiste no desdobramento dos coeficientes de correlagbes em efeitos diretos e
indiretos, permitindo medir a influéncia direta de uma variavel sobre a outra (Silva et
al., 2020). De acordo com Cruz et al. (2012), as estimativas dos efeitos diretos e
indiretos séo obtidas por meio de equac¢fes de regressao, em que as variaveis sao
previamente padronizadas, com o intuito de determinar o efeito direto de uma variavel
independente (x) sobre uma variavel dependente (y), apds a remocéao da influéncia de
todas as outras variaveis independentes (xi) incluidas na analise (Wright, 1921;
Carvalho et al., 2004; Cruz et al., 2012). Assim, a andlise de trilha tem sido utilizada
por melhoristas para auxiliar na identificacdo de caracteres que possam ser Uteis
como critérios de selecdo para o rendimento de graos via selecéo indireta (Caierdo et
al., 2001). A selecéo indireta através de caracteres menos complexos, com maior
herdabilidade e de facil mensuracdo, podera resultar em maiores progressos
genéticos em relagdo ao uso de selecao direta, conforme supracitado (Kurek et al.,
2001).

Em relacdo a interpretacdo de uma analise de causa e efeito, Singh &
Chandhary (1979) apontam como essenciais 0s seguintes pontos:

I Se o coeficiente de correlagdo entre o fator casual (variavel explicativa) e o
efeito (varidvel dependente) for igual ou semelhante ao seu efeito direto, a correlacéo
explica a verdade associacao entre os caracteres. Sendo eficiente a selecédo direta
para melhorar a variavel dependente via o fator causal.

il. Se o coeficiente de correlagéo for positivo, mas o efeito direto for negativo ou
de baixa magnitude, os efeitos indiretos sdo as possiveis causas de correlagdo. Sendo
considerado, nesse caso, simultaneamente na selecdo os efeitos causais indiretos.
iii. Se o coeficiente de correlacdo for negligivel e o efeito direto for positivo e alto,
os efeitos indiretos s@o responsaveis pela falta de correlacdo. Nessa situacao, os
fatores causais indiretos deverdo merecer atencao na selegao.

Iv. Se o coeficiente de correlacdo entre um fator casual e Y for pronunciadamente
negativo, mas o efeito direto positivo e alto, devemos aplicar um modelo de selecao
restritiva, a fim de minimizar os efeitos indiretos indesejaveis e melhor aproveitar o

efeito direto.
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Para se obter os coeficientes de trilha, pode-se usar tanto a correlacédo
fenotipica quanto a correlacdo genética (Carvalho et al., 2004). Segundo Cruz et al.
(2012), o coeficiente de determinagcdo do modelo da analise de trilha indica a
proporcdo da variagdo explicada em relacédo a variacéo total. Esse coeficiente indica
se 0s caracteres analisados sdo suficientes para explicar a variavel dependente
estudada; os efeitos diretos e indiretos, quando considerados importantes, devem
superar o valor do efeito da variavel residual, validando assim o modelo (Silva et al.,
2020).

A analise de trilha tem sido utilizada diversos estudos, nas mais variadas
culturas, como batata doce (Ipomoea batatas) (Miranda et al., 1988), arroz (Oryza
sativa) (Gravois & Helms, 1992; Kole et al., 2008; Saha et al., 2019), feijdo guandu
(Cajanus cajan) (Santos et al., 1994), feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) (Coimbra
et al., 1999; Kurek et al., 2001), milho (Zea mays) (Furtado et al., 2002; Crevelari et
al., 2018; Kamphorst et al., 2019; Akaogu et al., 2020), milho superdoce (Entringer et
al., 2014), milho para silagem (Crevelari et al., 2020), aveia branca (Avena sativa L.)
(Caieréao et al., 2001), trevo vermelho (Trifolium pratense L.) (Montardo et al., 2003),
trigo (Silva et al.,, 2005b; Vieira et al.,, 2007), algoddo (Gossypium hirsutum)
(Hoogerheide et al., 2007), cabaca pontiaguda (Trichosanthes dioica Roxb) (Khan et
al., 2009), trevo branco (Trifolium repens L.) (Lopes & Frank, 2009), batata (Solanunm
tuberosum L.) (Silva et al., 2009), soja (Glycine max (L.) Merrill) (Nogueira et al., 2012;
Ebone et al., 2020), trigo duro (Triticum durum Desf.) (Hannachi et al., 2013),
maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) (Lucio et al., 2013), jabuticabeira (Plinia
cauliflora) (Salla et al., 2015), mamoeiro (Carica papaya L.) (Silva et al., 2016),
berinjela (Solanum melongena L.) (Bende et al., 2019), Lisanto (Eustoma grandiflorum
(Raf.) Shinn.) (Kuronuma et al., 2020), gréo-de-bico (Chrigui et al., 2021), beterraba
(Beta vulgaris L.) (Mekdad et al., 2021), em grama-forquilha (Paspalum notatum
Fligge) (Lopes & Frank, 2009) e em Trevo-vesiculoso (Trifolium vesiculosum Savi)
(Araldi et al., 2021). Porém, em Paspalum lepton, essa técnica ainda nao foi utilizada,
e, devido a sua ampla utilizacdo, pode ser uma ferramenta util como critério de

selecao, principalmente visando o rendimento de sementes via sele¢ao indireta.

1.12. Coeficiente de repetibilidade (p)
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Uma das dificuldades no melhoramento genético de plantas é a determinacéo
do numero de avaliacdes necessarias para estimar, com precisdo, as diferencas entre
0s genotipos estudados (Vencovsky, 1973; Oliveira & Fernandes, 2001). A
determinacdo do numero de mensuracdes necessarias para estimar as diferencas
entre 0s genotipos estudados com precisdo € uma das peculiaridades dentro do
melhoramento genético de plantas forrageiras (Toebe et al., 2020). Especialmente em
forrageiras perenes, onde 0s experimentos ocupam grandes areas ao longo de varios
anos, como € 0 caso das espécies do género Paspalum, onde sdo necessarias
avaliacdes por meio de cortes periodicamente. Portanto, as estimativas do coeficiente
de repetibilidade (p) dos caracteres estudados s&o importantes na concepg¢ao e nas
demais fases do programa de melhoramento, uma vez que permitem verificar se a
superioridade de alguns genétipos é mantida ao longo dos anos ou se era oriunda de
uma condi¢do ambiental transitéria (Laviola et al., 2013; Chaves et al., 2018). Essa
andlise permite a reducdo do tempo experimental, dos custos e da mao de obra,
otimizando o processo no lancamento de novas cultivares (Torres et al., 2015;
Rodrigues et al., 2020). Além disso, pode ser aplicado tanto em caracteres quanto na
determinacdo do nimero minimo de ensaios necessarios para que as avaliacbes
sejam consistentes, com uma determinada precisao (Benin et al., 2014). Além dessas
aplicacoes, pode ser utilizado no estudo do aumento da eficiéncia seletiva com o
aumento do numero de avaliacfes por individuo (Resende, 2002). Portanto, podemos
definir a repetibilidade como a correlacdo fenotipica entre medidas repetidas no
mesmo individuo (Lush, 1937).

ApoOs a coleta de dados, é possivel, em um grupo de gendétipos, determinar se
a superioridade ou inferioridade inicial de um individuo em relacdo aos demais se
mantém ao longo das avaliacdes (Martuscello et al., 2007). Através de avaliacdes
sucessivas, € possivel estimar o coeficiente de repetibilidade (p) dos caracteres
estudados, permitindo avaliar a probabilidade de que aquele resultado se repita em
futuras avaliagcbes. Além disso, € possivel determinar o nUmero minimo de avalia¢cdes
necessarias para prever, com confiabilidade, o comportamento dos genétipos
estudados (Souza-Sobrinho et al., 2004; Souza-Sobrinho et al., 2010).

Em programas de melhoramento, o coeficiente de repetibilidade pode
responder a uma pergunta frequente durante o processo de selecdo: “qual € a
capacidade do gendtipo de repetir a expressdo do carater estudado em avaliagbes

sucessivas?” Conforme Cruz et al. (2004), espera-se que a superioridade do genotipo
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selecionado perdure ao longo de sua vida. Portanto, o coeficiente de repetibilidade
tem como objetivo determinar o numero de medi¢cdes necessarias em um genotipo ao
longo de varios anos para prever seu valor real com um certo grau de confiabilidade
(Resende, 2002). Esse numero necessario para a previsdo do valor real do gendtipo
€ aquele em que os efeitos temporarios do ambiente tendem a ser nulos ou
minimizados a um valor aceitavel (Cargnelutti Filho et al., 2004). Isso garante a
identificacdo segura da superioridade genotipica com o minimo de custo e méo de
obra (Facloner & Mackay, 1966; Cardoso, 2006), bem como a eficiéncia da selecéo
fenotipica entre os gendtipos (Cruz et al., 2012).

Complementarmente, a repetibilidade fornece o valor maximo que a
herdabilidade no sentido amplo pode atingir, uma vez que expressa a propor¢cao da
variancia fenotipica atribuida as diferencas genéticas confundidas com os efeitos
permanentes de ambiente que atuam sobre o gendtipo (Botrel et al., 2000; Ferreira et
al., 2005). Em termos praticos, quando o coeficiente de estimativa da repetibilidade &
alto, a selecdo baseada em apenas uma ou poucas observacdes sera eficiente. Por
outro lado, quando o valor desse coeficiente € baixo, € necessério calcular a média
de varias observacgdes para alcancar a mesma eficiéncia de selecéo (Turner & Young,
1969; Cornacchia et al., 1995). Altos valores do coeficiente de repetibilidade indicam
gue ha pouco ganho em precisdo com 0 aumento do numero de medidas repetidas
(Falconer & Mackay, 1987).

A repetibilidade varia de acordo com a natureza do carater, as propriedades
genéticas da populacédo (como clones, familias de meios-irmaos, familias de irmaos
completos, etc.) e as condi¢cdes ambientais em que 0s gendétipos sdo mantidos (Cruz
et al., 2005). As estimativas do coeficiente de repetibilidade (p) variam de zero a um,
sendo um a repetibilidade maxima, observada quando um dos caracteres se manifesta
com muita constancia (Cruz et al., 2012). A interpretacao desse coeficiente pode ser
realizada com base na seguinte classificagdo proposta por Resende (2002; 2015):
repetibilidade alta (r>0,60), repetibilidade média (0,30<r<0,60) e repetibilidade baixa
(r<0,30). Muitas espécies e seus caracteres peculiares foram estudados, no entanto,
ainda sdo necessarias informacdes sobre a repetibilidade em espécies do género
Paspalum, especialmente em relacdo a caracteres relacionados a producdo de
sementes.

Para a estimacdo do coeficiente de repetibilidade, varios métodos sé&o

propostos, cada um com suas particularidades, que séo descritos detalhadamente por
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Cruz et al. (2012). Um método comumente utilizado € a analise de variancia, que é
indicada para avaliar g genotipos em n medidas repetidas pelo método dos quadrados
minimos (Cruz & Regazzi, 1997). Outros métodos baseados em componentes
principais sdo adequados quando os genotipos apresentam um comportamento ciclico
ao longo das avaliacbes e ndo atendem aos pressupostos de homogeneidade de
variancia e distribuicdo aleatdria dos residuos (Abeywardena, 1972; Rutledge, 1974).
O método de andlise estrutural, baseado na matriz de correlagbes, é mais
recomendado quando as variancias nas diversas medi¢cdes ndo sdao homogéneas
(Mansour et al., 1981). Em relac&o a analise estatistica, o coeficiente de repetibilidade
pode ser estimado seguindo a abordagem proposta por Cruz & Regazzi (1997),

considerando um i-ésimo individuo no j-ésimo tempo:

Yi= 1 (G+ Ey#GE,)+y (Er+GEy),

Onde Y;; € o valor fenotipico do caractere no i-€simo genotipo no j-€simo tempo;
p media geral; G; efeito genotipico da caracteristica do i-esimo genotipo; (E,+GE,).
efeito permanente do meio sobre o caractere no i-eésimo genotipo; (E+GE;), efeito
temporario, ou localizado, do j-ésimo ambiente sobre o i-ésimo gendétipo. O modelo
estatistico pode ser reduzido, considerando o fenotipo de um gendtipo € o resultado
de um efeito permanente p € um temporario €.

p,= (G+ Ep+GEp),
&= (Er+GEy);

Reduzindo o modelo dessa forma:

Yij=H + ptg;

De posse do modelo, pode-se conceituar a repetibilidade (p) pela equagéao:

_ Cov (YijaYij) _ (o)

) [VCY)V(Yy)

Sendo assim, a repetibilidade expressa a proporcédo da variancia fenotipica

&l
<NITN

total, a qual é atribuida pelas variagdes proporcionadas pelo genotipo e pelo efeito do
ambiente comum (Facloner & Mackay, 1966). Por serem obtidas medidas repetidas
do carater, a variancia fenotipica da populacdo pode ser dividida em dois

componentes: 0 componente geneético, que é responsavel pela variacdo entre o0s
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gendtipos (g7), e o componente ambiental, que é atribuido as variagbes ambientais
(o7) comuns a todos os gen6tipos (Facloner & Mackay, 1966).:
0%= 03+ 02
2
03= 04+ Ogg

2
Og= 0st/g

A variancia dentro demonstra as variagdes entre desempenhos sucessivos do
mesmo individuo, devido as diferencas temporarias de ambiente (repetibilidade no
tempo) ou por diferencas localizadas (repetibilidade no espacgo). Essa variacéao reflete
a influéncia do ambiente que pode afetar de forma transitéria o desempenho do
individuo em diferentes avalia¢des. Por outro lado, a variancia entre individuos mede
as diferencas permanentes entre eles, onde o efeito genotipico é confundido com o
ambiental. Essa variacdo indica a variabilidade genética existente na populacao e
representa as diferencas estaveis entre os individuos que persistem ao longo das

avaliacdes. Para tanto a repetibilidade é dada por:

2

o 2
— 9" %pig _ °g eg/g _ eg/g
P) =—7— + =h*+

2
oy °y °y °y

Conforme mencionado anteriormente, a repetibilidade representa o valor
maximo que a herdabilidade no sentido amplo pode atingir. Uma das condicfes
essenciais para o modelo de repetibilidade, de acordo com Resende (2002), é que as
avaliacoes repetidas tenham correlacdo genética igual a 1. Caso contrario, as
consideracdes anteriores ndo sdo validas (Cruz & Regazzi, 1997). Com o coeficiente
de repetibilidade, sdo obtidos dois parametros importantes para a predi¢cao do valor
real dos individuos: o coeficiente de determinacéo (R2) ou precisao experimental e o
namero de medi¢cdes necessarias (n0) para se obter um determinado R2. O coeficiente
de determinacao indica a proporcéo da variacdo total que pode ser explicada pelas
medicdes repetidas, ou seja, quanto do fendtipo é determinado geneticamente e
quanto é devido a fatores ambientais. Ja o niumero de medi¢cdes necessarias indica
quantas repeticbes sdo necessarias para se obter uma determinada precisdo
experimental, ou seja, para que a estimativa do valor real do individuo seja confiavel.

2o _ NP _ R(1-p)
R 1+ p(n-1) 0 (1-R%)p
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1.13. Maxima verossimilhanca restrita (REML) e o melhor preditor linear ndo
viesado (BLUP)

O procedimento de REML - Residual or Restricted Maximum Likelihood foi
proposto por Patterson & Thompson (1971), e o de BLUP - Best Linear Unbiased
Prediction proposto por Henderson (1949), com o intuito de serem utilizados em
avaliacfes genéticas de bovinos. S6 anos mais tarde, esses procedimentos foram
utilizados pela primeira vez em bovinos (Henderson, 1973, 1975). Na prética, esses
procedimentos passaram a ser utilizados a partir da década de 80, em funcdo dos
avangos computacionais que permitiram seu uso (Resende, 2002). Desde entdo, tem
se mostrado uma ferramenta poderosa, pois permite a predicdo acurada e nao
viesada dos valores genéticos a partir de informacg@es fenotipicas, simultaneamente
estimando os componentes da variacdo genética e os valores genéticos individuais
com maior precisao (Piepho et al., 2008).

Experimentos de campo sao suscetiveis a diversas situacdes desfavoraveis,
principalmente aqueles de longa duracédo, como € o caso de plantas perenes. Essas
situacdes desfavoraveis sdo acentuadas quando o melhorista possui delineamento de
plantas individuais, o que geralmente acarreta perda de plantas ou, em situacdes
extremas, a perda de um bloco inteiro. Isso resulta em quantidades inferiores ao
necessario, variando o nimero de repeticdes dentro de um experimento (Resende,
2004). Isso implica diretamente na geracdo de dados desbalanceados e,
consequentemente, na imprecisdo das informacdes geradas. Quando os dados
apresentam essas caracteristicas, a analise mais indicada é feita por meio de modelos
lineares mistos REML/BLUP (Restricted Maximum Likelihood/Best Linear Unbiased
Prediction), pois permite estimar, de forma aproximada, as variancias genéticas
maximizando a correlacdo entre valores genéticos preditos e verdadeiros (Resende,
2000; Cruz et al., 2012). Esse método foi aplicado com sucesso em muitas espécies,
como em pupunheira (Bactris gasipaes) (Farias Neto & Resende, 2001), eucalipto
(Eucalyptus glubulus Labill) (Resende & Thompson, 2004), milho pipoca {Zea mays L.
subsp. mays [syn. Zea mays L. subsp. everta (Sturtev.) Zhuk.]} (Viana et al. 2011),
cedro australiano (Toona ciliata) (Ferreira et al., 2012), cana-de-agucar (Saccharum
officinarum) (Barbosa et al., 2012), café (Coffea arabica) (Pereira et al., 2013), pinh&o-
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manso (Jatropha curcas L.) (Spinelli et al., 2015), dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
(Corréa et al., 2015), e em Paspalum notatum Fliigge (Lopes et al., 2018).

Outro ponto importante € em relagéo as pressuposi¢cdes basicas da analise de
variancia (ANOVA), que devem ser atendidas, como: 0s erros devem seguir uma
distribuicdo normal, os erros devem ser independentes, 0os erros devem apresentar
variancia constante (homogeneidade de variancias) e, por fim, o modelo deve ser
aditivo. Na grande maioria dos experimentos, os dados obtidos ndo atendem essas
pressuposicoes supracitadas (Resende, 2007a). Essas pressuposicbfes sao uma
limitacdo para a utilizacdo da ANOVA, e o método REML (Residual or Restricted
Maximum Likelihood), por permitir a flexibilizacdo dessas pressuposicdes, permite a
andlise quando elas ndo sao atendidas.

Os efeitos do modelo na analise de variancia (ANOVA) séo testados por meio
do teste F, enquanto nos modelos mistos os testes de significancia séo feitos por meio
da razéo de verossimilhanca (Likelihood Ratio Test - LRT) (Resende, 2007a; Sturion
& Resende, 2010). Assim como na ANOVA, o teste LRT produz uma tabela
denominada andlise de deviance (ANADEV), que € uma estatistica derivada da razéo
entre as verossimilhancas do modelo completo (modelo saturado) em relacdo ao
modelo sem o efeito que se deseja testar (modelo reduzido). A analise de deviance
equivale a uma constante menos duas vezes o maximo da funcdo de verossimilhanca
(Nelder & Wedderburn, 1972). Nessa andlise, sdo expressos valores que representam
a qualidade do ajuste entre os dados observados e os gerados pelo modelo. No LRT,
as significancias dos efeitos séo testadas por meio do qui-quadrado, associado a 0,5
ou 1 grau de liberdade (Resende, 2007b).

No melhoramento de plantas perenes, como € o caso das espécies analisadas
nesta tese, o procedimento 6timo de estimacao/predicdo é o REML/BLUP. Resende
(2007) lista uma série de motivos pelos quais nao se deve utilizar o método de analise
de variancia (quadrados minimos) no melhoramento de espécies perenes:

I.Presenca simultdnea de efeitos fixos e aleatérios no mesmo modelo;
ii.Desbalanceamento provocado pela morte de plantas;
iii.Possibilidade de se obter estimativas negativas de variancias;
iv.Medicdes repetidas em um mesmo individuo durante varios anos ou épocas. Isso faz
com que as medicdes sejam correlacionadas ao longo do tempo, o que fere a
independéncia e homogeneidade dos erros, pressuposi¢cdes basicas para efetuar a
ANOVA.
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Uma consideracdo importante a ser feita € em relagdo a obtencdo dos dados
experimentais. Quando esses dados sdo obtidos de forma balanceada, ou seja, sem
perda de repeticbes/blocos e/ou plantas, a estimacdo de componentes de variancia
pela analise de variancia (quadrados minimos) € equivalente a estimacéao realizada
pelo REML (Resende et al., 1996). Ja a predicdo de valores genéticos pelo método
do indice multi-efeitos (Resende & Higa, 1994) equivale-se ao BLUP individual,
conforme descrito por Resende & Fernandes (1999).

1.14. Componentes de variancia e predicdo de parametros genéticos

Dentro do programa de melhoramento genético, a aplicacdo de ferramentas
para analise de variancia e a possibilidade de estimacédo de parametros genéticos
relacionados a caracteres quantitativos sdo de grande importancia para o
conhecimento e a identificacdo génica dos caracteres quantitativos, principalmente
para a definicdo de estratégias de selecdo e identificacdo de gendtipos superiores,
seja no desenvolvimento de linhagens, hibridos ou clones (Gaya et al., 2006; Cruz et
al., 2012; Bernardo, 2020). Parametros genéticos como o coeficiente de variacédo
genética, herdabilidade e correlacdo genética entre caracteres permitem inferir sobre
a variabilidade genética, o grau de transmiss@o do componente genético na expressao
dos caracteres, a associacdo entre caracteres, além de estimar a possibilidade de
ganho direto e indireto com a sele¢éo (Rocha et al., 2003).

Essas estimativas permitem identificar o modo de acdo dos genes que
participam no controle dos caracteres quantitativos, auxiliando principalmente na
escolha do método de melhoramento e na manutencao da base genética adequada
nas populacdes (Comstock e Robinson, 1948; Cockerham, 1956; Moreto et al., 2006;
Céamara et al.,, 2007; Ajmal et al., 2009), bem como no modo de conducdo de
populacdes segregantes, além da utilizagdo como preditor do sucesso em futuros
ciclos de selecdo (Ramalho et al., 1993). A efetividade da selecdo para um carater
depende da importancia relativa dos fatores genéticos e ndo genéticos na expressao
das diferencas fenotipicas (Fehr, 1987; Ramalho et al.,, 1993). Sendo assim, 0s
parametros genéticos possibilitam a conducédo de maneira mais eficaz do programa

de melhoramento genético (Cruz et al., 2012).
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O conhecimento dos parametros genéticos possibilita conhecer a natureza do
carater e ter nocdo do quanto de trabalho serd demandado para melhora-lo.
Caracteres quantitativos e suas questfes genéticas sao baseados em estimativas de
médias e variancias, e seu parcelamento em componentes atribuidos a diferentes
causas (Falconer, 1996). A primeira particdo da variancia genética foi realizada em
1918, segundo Fisher (1984). E, com base nesse parametro, € possivel determinar os
fatores genéticos importantes para a populagédo estudada. Essa variancia € dividida
em trés componentes, de acordo com Fisher (1918): i) varidncia genética aditiva,
atribuida aos efeitos médios dos genes; ii) variancia devida aos desvios da
dominancia, atribuida as interacfes entre alelos de um mesmo loco; e, por fim, iii)
variancia epistética, oriunda das interacdes entre alelos de locos diferentes,
permitindo estimar os fatores preponderantes na expressédo do carater de interesse
(Reis et al., 2002). Os componentes da variancia sdo definidos como as variancias
associadas aos efeitos aleatérios (Bardin, 1993). Estimativas das variancias genéticas
séo realizadas por meio da analise de variancia, obtida a partir de um conjunto de
dados previamente obtidos por meio de um delineamento experimental adequado
(Cruz et al., 2012). Para tanto, os quadrados médios dessa analise sdo desdobrados
na forma de equacfes em seus componentes de variancia (Vencovsky & Barriga,
1992). A determinacéo por meio dos componentes da variancia tem a vantagem de
evitar que os efeitos genéticos se anulem, como pode ocorrer com médias,
possibilitando a obtencdo de estimativas precisas dos parametros genéticos (Cruz et
al., 2012). Com base nos componentes de variancia, € possivel inferir sobre o quanto
da variabilidade € devido aos efeitos genéticos e/ou ambientais (Allard, 1971;
Ramalho et al., 2021).

Em relacao aos parametros genéticos, pode-se considerar que os coeficientes
de variacdo sdo importantes ferramentas para predizer a variabilidade dentro da
populacdo. Para tanto, o coeficiente de variacdo genética (CVg) expressa a magnitude
de variacédo genética em relacdo a média do carater, sendo estimado em porcentagem
da média geral para a quantidade de variacao genética existente em uma populagao
para o carater estudado (Resende, 2002). J4 o coeficiente de variacéo relativo (CVr)
€ obtido pela relagéo entre os coeficientes de variacdo genética (CVg) e experimental
(CVe), portanto, ndo é influenciado pela média do carater. Quando essa relagéo € igual
ou maior que um, a condic¢ao é altamente favoravel em termos de selegdo (Vencovsky,
1987).
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A herdabilidade € considerada o parametro genético de maior importancia, pois
estima a confiabilidade do valor fenotipico como indicador do verdadeiro valor
genotipico (Falconer, 1996). Segundo esse autor, a herdabilidade é a por¢do da
variancia fenotipica equivalente a origem genética, relacionando fenétipo e gendtipo.
Existem trés principios para a definicdo da herdabilidade de acordo com Jacquard
(1983): i) medida de semelhanca entre progenitor e progénie; ii) por¢cao genética no
sentido amplo; e iii) por¢do genética no sentido restrito. Esse autor ressalta que a
herdabilidade ndo caracteriza o carater em si, mas sim a estrutura da populagéo
estudada.

A herdabilidade é dividida em dois tipos. O primeiro no sentido amplo (H2), que

é determinada pela raz&o entre a variancia genética total (05) e a variancia fenotipica

—

2
(ofz) do carater. Portanto H2= 0—2) (Fehr, 1987; Falconer, 1996). Esse tipo de
f

of)

herdabilidade € especialmente importante em espécies de propagacao vegetativa,

—

onde toda a variancia genética é utilizavel entre as geracdes clonais de selecao
(Azevedo et al., 2015; Tai & Young, 1984).

Ja a herdabilidade no sentido restrito (h2) é determinada pela razdo entre a
variancia genética aditiva (62) e a variancia fenotipica (67) de um carater. Assim, h2=

2
% (Falconer, 1996). Esse tipo de herdabilidade € mais indicado, pois reflete a
f

proporcao da variacdo total expressa que sera herdada (Vencovsky, 1987), além de
ter importancia no melhoramento de plantas autégamas (Baldissera et al., 2014).

A magnitude do coeficiente de herdabilidade pode variar de zero a um. Para
sua interpretacao, considera-se que valores préximos ou iguais a um indicam que o
fendtipo é inteiramente determinado pelo gendtipo, sem influéncia do ambiente
(Carvalho et al., 2001). Nessas situacdes, o carater ndo apresenta dificuldades para
ganhos de sele¢ao (Fehr, 1987). Por outro lado, quando o coeficiente de herdabilidade
se aproxima de zero, a variabilidade é de origem ndo genética, ndo havendo
correlacdo entre o valor fenotipico e genotipico (Allard, 1961), o que dificulta o
processo de melhoramento para o carater em questéao (Fehr, 1987).

A magnitude da herdabilidade pode ser classificada conforme Akinwale et al.,
(2011), em que magnitudes maiores que 70% sao classificadas como altas, entre 31

e 70% moderadas e abaixo de 30% como baixas. Ou, mais recentemente, de acordo
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com Resende (2015), que classifica as magnitudes em trés classes, sendo elas, baixa,
moderada e alta para valores h2<0.15, 0.15<h2<0.50 e h2>0.50, respectivamente.

Em relac@o a qualidade experimental, tradicionalmente é recomendado o uso
do coeficiente de variacdo experimental (CVe), conforme Pimentel-Gomes (1987), que
€ amplamente utilizado em diversas pesquisas. Resende & Duarte (2007)
argumentam que esse parametro deve ser mantido para cada espécie e carater
avaliados. No entanto, o CVe apresenta uma perspectiva puramente estatistica,
dependendo apenas da variacdo residual em relacdo a média do experimento
(Resende & Duarte, 2007).

Outro parametro relacionado a qualidade experimental € o indice de variacao
proposto por Pimentel-Gomes (1991), chamado de coeficiente de preciséo
experimental (CPe) por Storck et al. (2000). O CPe é considerado mais adequado que
0 CVe, pois leva em conta ndo apenas a variacao residual, mas também o nimero de
repeticdes utilizadas no experimento (Resende & Duarte, 2007).

A

Além disso, a acuracia seletiva (rgg), € outro parametro importante a ser

considerado. Esse parametro ndo depende apenas da magnitude da variacao
ambiental (residual) e do numero de repeticbes, mas também da proporcao entre as
variacdes de natureza genética e residual (Resende & Duarte, 2007). Em termos
genéticos, a acurécia seletiva refere-se a eficdcia da inferéncia dos valores
genotipicos (Borges et al., 2009). Portanto, a acuracia seletiva € uma medida adicional
ao CVe, justificando seu uso. Dessa forma, além do CVe, é recomendado considerar
0 CPe e a acuracia seletiva como parametros importantes para avaliar a qualidade
experimental e a confiabilidade das inferéncias genéticas em um estudo.

Poucos trabalhos sobre os componentes de variancias e parametros genéticos
estdo disponiveis em espécies do género Paspalum, em especial ao P. lepton, porém
informagdes mais amplas sdo relatadas com frequéncia nas mais variadas espécies.
Dado o exposto, torna-se imprescindivel estudos em torno do controle genético e
heranca do carater através de estimativas de parametros genéticos e componentes

da variancia (Abreu et al., 2016; Morais Junior et al., 2017).
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1.15. HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipoteses

A utilizacdo de técnicas biométricas com base em dados fenotipicos permitira
identificar gendtipos superiores e caracteres de importancia no processo de selecéo
de hibridos de P. notatum e ecotipos de P. lepton no programa de melhoramento da
UFRGS, resultando em ganhos genéticos significativos em relacdo ao rendimento de
forragem, rendimento e qualidade de sementes.

A andlise multivariada e a estimativa do grau de dissimilaridade genética entre
0s parentais selecionados serdo eficazes na formacédo de uma populacédo base para
o programa de melhoramento de P. lepton.

A analise de correlagbes genética e de trilha revelara que o rendimento de
sementes estéd associado a multiplos caracteres fenotipicos em ecétipos e hibridos de
P. lepton, indicando a importancia de considerar essas associacfes na selecéo

genética.

Objetivo

O objetivo desse estudo € implementar técnicas biométricas com base em
dados fenotipicos, para quantificar a variabilidade genética, aumentar ganhos
genéticos e auxiliar na selecédo de gendtipos superiores, em relacdo ao rendimento de
forragem, rendimento e qualidade de sementes no programa de melhoramento de

Paspalum conduzido na UFRGS.
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2. CAPITULO I

Genetic Parameters, Prediction of Gains and Intraspecific Hybrid Selection of

Paspalum notatum Fliigge for Forage Using REML/BLUP
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Abstract: Genetic improvement of native forage species is a sustainable alternative for maximizing
livestock production. Paspalum notatum Fliigge is the most important forage grass in the native
grasslands of southern Brazil, with substantial potential available for further genetic improvement. The
objective of this study was to quantify a range of genetic parameters and predict yield gains in a
population of P. notatum intraspecific hybrids. Results indicated intraspecific hybrids of P. notatum
had high magnitudes of heritability in the broad and average sense of genotype, plus high selective
accuracy and genetic variation for all forage characteristics evaluated. This indicated REML/BLUP can
contribute useful information for plant selection in future plant breeding pro-grams. The genetic
material studied showed high genetic variability for forage production. Analysis indicated hybrids 336,
332, 437, 132 and male parent ‘30N’ should be included in new crosses to increase the dry matter
production of P. notatum. Parents need to be selected from different groups in order to maximize
genetic variability and heterosis. In addition, these parents must be included in diallel crosses. The
results obtained in this study provide important information for the future breeding of improved P.

notatum cultivars for commercialization.

Keywords: mixed models; multivariate analysis; parental selection; plant breeding
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2.1. Introduction

Native forage species in pastoral agriculture systems help to provide productive stability and
conservation of natural resources and can reduce costs and risks associated with livestock production,
culminating in increased sustainability of the system [1]. Paspalum notatum Fliigge is the main
constituent of natural pastures in South America [2] and is a native perennial grass [3]. In addition to
being cultivated as fodder and cover all over the world [4,5], it has high forage yield [6,7] and is of wide
economic importance [8]. Furthermore, when intercropped with legumes, the dry matter production of
P. notatum was similar to when fertilized with 240 kg N ha™ [9].

The first studies to identify the mode of reproduction were carried out by Burton [10]. Later,
Forbes and Burton [11] performed the artificial chromosomal duplication, with colchicine, of a sexual
diploid ecotype. A sexual tetraploid was obtained in Argentina through chromosomal duplication
directly in the culture medium in plants [12]. In Brazil, Weiler et al. [13] were successful in chromosomal
duplication from sexual tetraploids. There was the possibility of carrying out crosses to create improved
hybrids for commercial release. Some commercial cultivars were released previously in the southeastern
United States and Argentina [4,14]. However, in Brazil the only cultivar available is ‘Pensacola’, which
is diploid and has lower forage production compared with tetraploid ecotypes [8,9]. It is also less
efficient in the use of nitrogen (N) compared with tetraploid ecotypes [10].

Beef cattle grazing systems in Brazil predominantly use forages which have apomixis as a form
of reproduction [15]. Apomixis refers to a form of asexual reproduction through seeds, which produces
progenies genetically identical to the mother plant [16]. Among the forages most used in agricultural
production in this region, the generas Panicum, Urochloa, Cenchrus and Paspalum are biologically
important [17]. Paspalum notatum has two cytotypes associated with different modes of reproduction
[18], the diploid (2n = 2x = 20), which is sexual and cross-pollinating [10], and the tetraploid (2n = 4x =
40), which is apomictic for apospory [2,10,19]. In P. notatum, apomixis is gametophytic of the aposporic
type, where embryo sacs originate from cells of the nucellus, and includes processes of apomeiosis,
parthenogenesis and pseudogamy [20-24]. The most abundant cytotype is the apomictic tetraploid [2],
and, consequently, in Rio Grande do Sul/Brazil, P. notatum ecotypes are generally tetraploid and
reproduce apomictically [11]. Given the mode of reproduction, the exploitation of heterosis becomes a
key element in breeding superior hybrids. Therefore, identifying progenitors with superior
performance and with dominant allele frequencies for the characteristics of interest is fundamental for
exploring hybrid vigor [25] because heterosis results from the accumulation of favorable dominant
alleles [26].

The plant breeding process is time consuming, expensive and laborious due to the prolonged
period of experimental evaluation and selection of superior genotypes before commercialization [27,28].
Therefore, the adoption of more robust and efficient statistical methodologies is essential to guide the
process of genetic gain, especially in perennial species [29]. Furthermore, in plant breeding, estimates
of genetic parameters that produce reliable predictions and information on genetic values are crucial
for the success of the program [30]. Restricted/residual maximum likelihood/best linear unbiased
prediction (REML/BLUP) is considered the standard evaluation method for perennial species. This
method offers precision and the possibility to model both fixed and random effects [25,31-33], which is
more informative than analysis of variance [34]. The variance components of genetic parameters are
estimated via REML and genotypic values are predicted via BLUP [31]. Effectively, the BLUP presents
a favorable characteristic for the shrinkage of the estimators towards the mean and reduces its variance
and increases its predictive precision [35]. The REML/BLUP procedure has been widely used in annual
allogamy breeding crops such as Zea mays (L.) [36, 37, 38] and autogamy such as Glycine max (L.) [39,40].
The procedure has also been applied to selection for perennial crops e.g., Prunus persica (L.) [41], but the
approach is less common. Recently, the BLUP procedure was used to determine the specific combining
ability of Urochola decumbens [42]. In P. notatum, some genetic parameters for forage characteristics have
previously been estimated via REML/BLUP [25].

In this study the objective was to estimate a group of genetic parameters and predict yield gains
for a population of P. notatum intraspecific hybrids. In addition, two clustering methods were used in
order to verify the variability within the tested population.
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2.2, Material and methods

The study was carried out in the municipality of Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil (lat.
30°2926" S, long. 51°06'42" W, alt. 62 m a.s.l.). The climate is classified as Cfa under the Koppen
classification [43] and the soil is a Dystrophic Red Argisols (Ultisols) (USDA Soil taxonomy) [44]. Soil
samples (0-0.2 m) were collected and tested prior to sowing the experiment. Results showed the
following chemical characteristics: clay = 15%; pH (H20) = 5.4; SMP index = 6.3; P (mg dm-3) = 15.6; K
(mg dm-3) = 151.4; M.O. = 2.7%. The protocol for base and cover fertilization for perennial grasses
followed the recommendation of the CQFS [45]. Urea (46% N) was applied at a rate equivalent to 160
kg N ha-1 [45].

A randomized complete block design with four replicates was established at the UFRGS
(Federal University of Rio Grande do Sul) Experiment Station. A total of 84 genotypes of P. notatum
were evaluated. Clones were transplanted into the field with an on-the-square spacing of 1.0 m within
and between rows. All genotypes tested were transplanted simultaneously. Three genotypes, ‘C44X’
[12], “Q4188 and ‘Q4205’ [46], were tetraploid sexual genotypes sourced from the Instituto de Botanica
del Nordeste (IBONE-UNNE), Corrientes, Argentina. Seven tetraploid apomitic genotypes (‘30N’,
‘36N’, “48N’, ‘70N’, ‘83N’, ‘95N’ and ‘V4’) were sourced from collections originally made in South
America by the United States Department of Agriculture (USDA). The ploidy level of male parents was
determined according to Fachineto et al. [47] and the reproduction mode according to Machado et al.
[48]. The determination of the ploidy level was performed from the gametic chromosome number, using
pollen mother cells analyzed in young inflorescences collected.

In addition, 74 intraspecific hybrids were evaluated (Table 1). These were a result of crosses
between female sexual plants (from IBONE-UNNE) and apomitic male genotypes (from the USDA

germplasm bank).

Tabela 1. Identification of male (& 4n) and female (§ 4n) parents used to develop intraspecific hybrids of Paspalum
notatum.

J (4n) Origin ? (4n) * Hybrids
30N Santa Fé — Argentina Q4188  121;221; 321; 421; 521; 621; 721; 821; 921; 1021;1121
C44X 112; 212; 312; 412; 512; 612; 712; 812,912
36N Santa Fé — Argentina
Q4205  132;232;332; 432; 532; 632,732
C44X 115; 215; 315; 415; 515; 615
83N Corrientes — Argentina
Q4188  125; 225; 325; 425; 525; 625; 725; 825; 925
95N Corrientes — Argentina C44X 116; 216; 316; 416
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Q4205  136; 236; 336; 436; 536; 636; 736; 836; 936; 1036; 1136; 1636
Q4188  126;226; 326; 426; 526; 626; 726; 826; 926; 1026; 1126

V4

Barra do Quarai/RS—Brazil Q4205 137; 237; 337; 437; 537

* All female parents originated from IBONE-UNNE, Corrientes, Argentina.

Hybrids were created according the methodology described by Burton [10] and later adapted
by Weiler et al. [49]. The genotypes from USDA used in these crosses were selected in a previous
evaluation for forage production [47]. In the mother plants, before the anthesis, rooted culms bearing
inflorescences were collected and placed in a jar with water. These culms were placed in an artificial fog
chamber with a high level of air humidity to avoid the anthers from dehiscence. In the morning of the
next day, the flowers were emasculated, using sharp pointed tweezers to remove the anthers. Non-
flowering spikelets were eliminated from the inflorescence. Fresh pollen from the apomictic parent was
collected in paper envelopes and later dusted on emasculated inflorescences of the sexual plants. After
pollination, the inflorescences were bagged and labeled. Seeds were collected at least 21 days after
pollination. The progeny from each cross was referred as a family, and a number was given to identify

each hybrid (Figure 1).

Figure 1. Phases of intraspecific crossing in Paspalum notatum. (a) Male parent and pollen collected; (b) female
inflorescence pollinated after emasculation.

Seeds from the parents and the F1 generation were incubated on Germest paper lined petri
dishes, for germination under controlled temperature and day length in a germination chamber: 8 h of
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light at 30 °C and 16 h of darkness at 20 °C. Afterwards, the seedlings were kept in honeycomb trays
until they had five fully expanded leaves. Seedlings with four tillers were then selected and transplanted
into pots filled with substrate Carolina Soil™, a commercial substrate, composed of peat, vermiculite,
organic residue and limestone. The evaluations were carried out in two growing seasons: (15 March and
26 April 2013) and (12 November 2013; 17 December 2013; 9 January 2014; 2 February 2014). The plants
were cut to a 5 cm residual height when they reached an average height of 20 cm to quantify dry matter
yield. Samples were sorted into morphological components (leaf blades, stem and inflorescences) then
dried in an oven at 60 °C, until constant weight.

Plant height (PH, cm), tiller population density (TPD, tillers plant™), accumulated total dry mass
(ATDM, kg DM plant™), accumulated leaf dry mass (ALDM, kg DM plant™), accumulated stem dry
mass (ASDM, kg DM plant™) and accumulated inflorescence dry mass (AIDM, kg DM plant™) were
measured. Non-destructive observations were taken prior to cutting at each date. PH was measured
from the soil surface to the average bend of the leaves and then the total number of tillers on each plant
were counted to determine TPD. The ATDM, ALDM, ASDM and AIDM yields are the total accumulated
DM of each component summed across the entire evaluation period. The leaf:stem ratio (LSR) was
calculated from ALDM and ASDM.

Estimates of variance components and genetic parameters were obtained using SELEGEN-
REML/BLUP software [30] following the REML/BLUP procedure. The genetic statistical model used
considered a randomized block design in one location and one year, according to the model below:

y=Xr+Zg+e 1)

where y is the data vector, r is the vector of replicate effects (assumed to be fixed), g is the vector of
genotypic effects (assumed to be random), e is the error vector (random) and X and Z are the incidence
matrices.

The mixed model equations for the prediction of r and g are equivalent to:

XX Xz _[XY

[Z’X Z’Z] [g] - [Z’y] @
The significance of random effects was obtained through deviance analysis (ANADEV) by the restricted
maximum likelihood method, via LRT (likelihood-ratio test). Deviances were obtained following the
method of Resende [50], using the model with and without the respective effects, subtracting the
deviance obtained in the complete model from the model without the effect and compared with the chi-
square (x?) value with a degree of freedom. The block factor, considered fixed effect, was tested by
Snedecor’s F test. The genetic parameters via REML for phenotypic (03), genotypic (oz) and

environmental (02) variance by the EM (expectation-maximization) algorithm are specified by the
formulas:

osly'y—g'X'y—g'Z'y] /IN =1 ()] ®3)
o;lg9'g + o tr C**]/ Ny 4)
o5 =0, + 0} (5)

where the number of random elements (genotypes) is Ny, the sum of the elements of the diagonal matrix
(matrix operator) is tr, the total number of data is N, the number of independent linear columns is X
and C2 is determined by the formula:

c1t (¢ _X'X X'Z -

=gy gz arlGrod)] (©)
Heritability in the broad sense (hé) and selective accuracy ('fgg), genetic variation coefficient (CVy),
residual variation coefficient (CVres) and relative variation coefficient (CVr) were estimated as follows:
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Genetic divergence among the hybrids was evaluated by Tocher’s clustering method and
Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages (UPGMA), by the matrix of genetic
distances of Mahalanobis [50]. The predicted values were obtained from the variance and covariance
matrix of these genetic values as follows: D3, = ¥G8, where D}, is the Mahalanobis distance between
genotypes i and i’; G is the matrix of genotypic variance and covariance; 2 [d1, dz, ... dj], being dj = Yij -
Yij; and Yj where mean of the i-th genotype in relation to the j-th variable.

All analyses were performed using the SELEGEN-REML/BLUP genetic-statistical
computational application [30] and GENES [51] to obtain multivariate analyzes.

2.3. Results

In all characteristics studied, the LRT for genotypic effects was significant (p < 0.01) (Table 2).
The highest estimates of genetic (63) and phenotypic (6}) variance were for ALDM and TPD. The results
indicated there was potential for selection gains within the studied germplasm. For all characteristics
there was high genetic variability (CV;), which ranged from a minimum of 27.8 (PH) to a maximum of
78.7 (ASDM). Additionally, high heritability values (h3) were identified within the population studied.
High values of these genetic parameters led to high average heritability of genotypes (h%.) and high
selective accuracy (fgg) with all values close to 1.0. This indicated strong genetic control in the studied
characteristics in addition to the potential for selection among intraspecific hybrids. The relative
variation coefficient (CV:) of all characteristics studied exceeded 1.0. This was a particularly important
result because heritability can vary under different environmental conditions, between years and across
evaluated characteristics. Therefore, this parameter is of great importance to assist in decision making
within the breeding program.

Tabela 2. Verisimilitude values (LRT) of deviance analysis (ANADEV) and estimates of genetic parameters
(individual REML) for characteristics quantified for intraspecific hybrids of P. notatum Fliigge.

Parameters ATDM ALDM ASDM AIDM LSR PH TPD
(kg DM Plant?) (kg DM Plant?) (kg DM Plant™) (kg DM Plant) (cm) (Tillers Plant?)

DEV genotype 3518.7 3176.5 2786.2 2306.4 604.31 1418 2960.1
DEV complete model 2275.1 1803.9 1352.7 1042.5 199.27 351.43 1176.9
LRT (x?) 1243.64 ** 1372.53 ** 1433.47 ** 1263.93 ** 405.04 **  1066.60 ** 178322 **
LI h2 (%) 0.6939 0.6954 0.696 0.6942 0.5895 0.6902 0.6971
LS h? (%) 1.2976 1.2995 13 1.2979 1.1544 1.2923 1.3019
GA 13,917.2 4972.7 1535.6 361.29 1.8772 24.755 2596.6
BZes 59.716 12.688 3.0655 1.4284 0.2758 0.2175 1.27
G 13.977 49854 1538.7 362.72 2.1529 24.972 2597.9
h3 0.9957 0.9975 0.998 0.9961 0.8719 0.9913 0.9995
hZ. 0.9989 0.9994 0.9995 0.999 0.9646 0.9978 0.9999
Fag 0.9995 0.9997 0.9998 0.9995 0.9821 0.9989 0.9999

CVg (%) 64.656 65.597 78.706 73.344 51.781 27.866 49.857
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CVres (%) 42352 3.3134 3.5165 4.6117 19.846 2.6118 1.1026
CV: 15.266 19.797 22.382 15.904 2.6091 10.669 45.217
Grand mean 182.46 107.501 49.789 25.916 2.646 17.855 102.21

Accumulated total dry mass (ATDM), accumulated leaf dry mass (ALDM), accumulated stem dry mass (ASDM),
accumulated inflorescence dry mass (AIDM), leaf:stem ratio (LSR), plant height (PH), tiller population density
(TPD). Confidence interval at 5% probability with inferior (LI) and superior (LS) limits, genotypic variance (6 ;),
residual variance (G 3es), phenotypic variance (6;), individual heritability in the broad sense (hé), average
heritability of genotype (range) (h,.), selective accuracy (fgg), genetic variation coefficient (CVg), residual variation

coefficient (CVres) and relative variation coefficient (CVr). ** significant at p < 0.01, by the chi-square test (x2) with 1
degree freedom.

Based on the BLUP methodology 15 superior intraspecific hybrids were then selected to
quantify forage characteristics. These hybrids represented 17.8% of the total germplasm evaluated
(Table 3) and were chosen because their predicted breeding values were higher than the grand mean
for all parameters evaluated. For ATDM, ALDM, ASDM, AIDM, LSR, PH, TPD and LS, new averages
(Xnew) were 458.70 kg DM plant, 270.87 kg DM plant, 144.7855 kg DM plant™, 67.6287 kg DM plant,
5.98:1, 27.37 cm and 207.72 tillers per plant™, respectively. The genetic value for ATDM and ALDM
revealed that intraspecific hybrids 336, 332, 437, 132 and male parent ‘30N" were superior to other
genotypes and hybrids. Genetic gains ranged from 201.1 to 399.5 1 kg DM plant~! for ATDM and 223.4
to 347.1 kg DM plant™ for ALDM, which raised the population mean.

The LSR of hybrids 1026, 525, 225 and female parents ‘Q4188" and ‘Q4205" showed superior
values within the selected population (Table 3). Genetic gains ranged from 2.33 to 4.49. For TPD, genetic
gains ranged from 81.6 to 145.8 tillers plant™. Hybrids 137, 216, 132, 332 and male parent ‘48N’, were
superior to other evaluated material. Based on the most important forage characteristics, the
aforementioned intraspecific hybrids were identified as potential parents in new crosses aiming at
greater genetic gain for forage production of P. notatum.

Tabela 3. Predicted genotypic effect (g), genotypic value (u + g), genetic gains (gain) and new average (Xnew) for
characteristics studied in intraspecific hybrids of P. notatum Fliigge.

ATDM (kg DM Plant™) ALDM (kg DM Plant™) ASDM (kg DM Plant™)

Order Hybrid g u+tg Gain Xpw Hybrid g u+tg Gan Xpew Hybrid g u+g Gain  Xnew
1 336 399.51 581.97 399.51 581.97 336 239.64 347.14 239.64 347.14 437 130.86 180.65 130.86 180.65
2 332 332.58 515.04 366.05 548.51 332 226.72 334.22 233.18 340.68 V4 117.15 166.94 124.01 173.79
3 437 319.52 501.98 350.54 533.00 132 171.29 278.80 212.55 320.05 336 111.68 161.47 119.90 169.69
4 132 262.96 445.42 328.64 511.10 437 155.89 263.40 198.39 305.89 221 96.12 145.90 113.95 163.74
5 30N 206.79 389.25 304.27 486.73 30N 108.63 216.13 180.43 287.94 332 79.61 129.40 107.08 156.87
6 221 200.32 382.79 286.95 469.41 236 103.66 211.16 167.64 275.14 515 70.68 120.47 101.02 150.80
7 236 188.31 370.77 272.86 455.32 221 102.77 210.27 158.37 265.87 236 66.33 116.12 96.06 145.85
8 137 168.76 351.22 259.84 442.31 95N 99.84 207.34 151.05 258.56 116 60.28 110.07 91.59 141.38
9 95N 168.08 350.54 249.65 432.11 725 99.00 206.50 145.27 252.77 30N  49.69 99.48 86.93 136.72
10 515 162.79 345.25 240.96 423.42 137 91.42 198.92 139.89 247.39 137 48.64 98.43 83.10 132.89
11 V4 148.26 330.72 232.54 415.00 926 82.56 190.06 134.67 242.18 132 43.18 92.97 79.47 129.26
12 48N  143.36 325.82 225.10 407.56 V4 68.46 175.96 129.16 236.66 70N 42.64 92.43 76.40 126.19
13 216 121.01 303.47 217.10 399.56 636 67.07 174.57 124.38 231.88 337 42.48 92.27 73.79 123.58
14 926 98.23 280.69 208.61 391.07 225 62.94 170.44 119.99 227.49 316 40.70 90.49 71.43 121.22
15 337 95.81 278.27 201.09 383,55 721 59.34 166.84 115.95 22345 48N 40.26 90.05 69.35 119.14

AIDM (kg DM plant™) LSR PH (cm)

Order Hybrid g u+g Gain X, Hybrid g u+g Gain X, Hybrid g u+g Gan  Xnew
1 132 47.84 73.76 47.84 73.76 Q4188 4.49 7.14 4.49 7.14 437 13.35 31.20 13.35 31.20
2 30N 47.81 73.73 47.83 73.74 1026 409 6.73 429 6.94 525 11.74 29.60 12.54 30.40
3 336 47.62 7353 47.76 73.67 525 407 6.71 422 6.86 332 8.93 26.78 11.34 29.19
4 48N 46.40 72.32 47.42 73.33 225 339 6.03 401 6.65 115 8.15 26.01 10.54 28.40
5 515 39.64 6555 4586 71.78 Q4205 3.07 5.72 3.82 6.47 636 8.13 25,98 10.06 27.91
6 212 35.92 61.83 44.20 70.12 1136 268 533 363 6.28 621 7.63 2548 9.65 2751
7 316 32.89 5881 4259 68.50 921 249 514 347 6.11 926 750 2536 9.35 27.20
8 437 32.17 58.09 41.29 67.20 1636 231 496 332 5097 336 6.77 2463 9.03 26.88
9 95N 32.10 58.02 40.27 66.18 532 163 428 3.14 5.78 1136 6.51 2436 8.75 26.60
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10 70N  28.97 54.89 39.14 65.05 721 1.37 4.02 296 561 132 6.15 24.01 8.49 26.34
11 137 28.03 53.94 38.13 64.04 725 126 390 281 545 1036 6.13 2398 8.27 26.13
12 116 27.51 53.43 37.24 63.16 536 1.14 379 267 531 936 6.01 23.86 8.08 25.94
13 332 25,67 51.58 36.35 6227 825 1.10 3.74 255 5.19 836 5,95 23.80 7.92 25.77
14 415 2426 50.17 3549 6140 912 098 362 243 508 1021 588 23.73 7.77 25.63
15 236 17.66 43.58 34.30 60.21 936 0.97 361 234 4098 537 556 2341 7.63 25.48
TPD (tillers plant™)
Order Hybrid g u+g Gan Xpew
1 137 146 248 146 248
2 216 126 228 136 238
3 132 104 206 125 227
4 332 102 204 119 222
5 48N 91 194 114 216
6 725 87 189 109 212
7 726 85 188 106 208
8 95N 73 175 102 204
9 321 69 171 98 200
10 336 66 168 95 197
11 36N 63 165 92 194
12 926 55 157 89 191
13 436 53 156 86 188
14 V4 52 155 84 186
15 221 52 154 82 184

Accumulated total dry mass (ATDM), accumulated leaf dry mass (ALDM),
accumulated stem dry mass (ASDM), accumulated inflorescence dry mass
(AIDM), leaf: stem ratio (LSR), plant height (PH), tiller population density (TPD).

The Tocher optimization method identified eight distinct groups of intraspecific hybrids (Table
4). Group I contained the highest concentration of hybrids (64.3%). This demonstrated that these hybrids
are more related and have less genetic variation among them. The highest average ATDM was 514.1 kg
DM plant™? (Group V), 501.9 kg DM plant™ (Group VII), 327.3 kg DM plant (Group VI) and 305.9 kg
DM plant™ (Group II). Group VI had the highest average ALDM (238.1 kg DM plant™) and Group V
had the highest average TPD (192.7 tillers plant™). The constituent genotypes of Groups V, VI, VII and
IT can be included as parents in future crosses.

Table 4. Composition of groups formed by the Tocher optimization method for evaluated
intraspecific hybrids of P. notatum Fligge, based on the average genetic Euclidean
distance matrix.

Group Hybrids
232; 325; 126; 1121; 326; 526; 826; 1126; 626; 416; 426; 615; 412; 632; 925; 812; 521; 315; 625; 425; 212; 712; 112;

I 432; 512; 215; 226; 536; 612; 121; 125; 912; 83N; 312; 736; 825; 821; 237; 732; C44X; 421; 1036; 436; 537; 1021;
415; 136; 836; 36N; 726; 115; 936; 721; 1636

II 636; 926; 621; 337; 321; 316; 236; 515; 70N; 116; 95N; 30N; 48N; 221; V4

I 225; 921; Q4188; Q4205; 725

1Y 1026; 1136; 525

\Y 332; 336; 132

VI 137; 216

VII 437

VIII 532

The observed cophenetic correlation coefficient demonstrated an adequate relationship
between the distance matrix and the generated dendrogram (Figure 2). The UPGMA clustering method
found 10 homogeneous groups which were heterogeneous to the others identified. These results
differed to those found by the Tocher method (Table 3). Both methods demonstrated the presence of
high genetic variability within the intraspecific hybrids studied (Table 3; Figure 2). The first two groups
contained 71% of the hybrids studied, with Group I containing 46% of all hybrids, followed by Group
I (Figure 2) with a further 25%. For the ATDM characteristic, groups VI, VII and VIII had the highest
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average yields of 514.1, 501.9 and 356.7 kg DM plant™, respectively. Groups VI (320.1 kg DM plant™), VII
(263.4 kg DM plant ) and IV (20.65 kg DM plant™') had superior ALDM compared with the other groups
identified. LSR was higher for Groups V (6.3), III (6.1) and IV (3.9).
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Figure 2. Dendrogram of genetic dissimilarity among 74 intraspecific hybrids and eight parents of P. notatum
Fliigge, obtained by the UPGMA method, based on the average genetic Euclidean distance matrix considering the
yield and morphological characteristics evaluated. Cophenetic correlation index = 0.76. Group I (blue); Group II
(light blue); Group III (orange); Group IV (purple); Group V (light purple); Group VI (green); Group VII (orange);
Group VIII (light green); Group IX (red) and Group X (light red).

2.4. Discussion

The significance for genetic effects (Table 2) indicated the existence of genetic variability and
the possibility of yield gains through targeted selection criteria [52,53]. Genetic variance (G3) was
positive and non-zero values demonstrate greater genetic variation and chances of production gains
with selection [54] and relative coefficient of variation values (CVr) greater than 1.0 indicated a benefit
in selection [55]. Heritability values (h3) were >0.50, which is considered high, mainly because it
indicates how much of the genotypic variation is of genetic origin [31]. Therefore, it is clear that the
variance is a particular case of covariance of a variable with itself. Covariance plays a fundamental role
in selection as the association and similarity between parents and children is of interest to the breeder
and guarantees progress in selection and can be measured by covariance. The narrow sense heritability
for forage and seed yield was previously also identified as high [25]. However, in this study the
correlation values were lower. These values indicated a high probability of success in the selection of
hybrids with increased potential forage yields. Selective accuracy (fg,) is the correlation between the
true genotypic value of the genotypes and the estimated/predicted value [56]. High values of T4, (close
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to 1) indicate the experimental design was adequate and the results obtained were reliable (Table 2).
The quality of the genotypic assessment should be based on f,4g because they provide more accurate
inferences of the genetic value of the hybrids evaluated [53]. It is important to note that selective
accuracy (fgg) is not associated with the genetic merit of the genotypes studied [57]. The set of
information generated through the estimation of genetic parameters within the population assists the
breeder in selection decisions [30]. Estimating genetic parameters via REML and prediction of genotypic
values via BLUP offers a more robust and efficient statistical methodology in genetic improvement
[26,29,34]. Thus, the data obtained here demonstrate high potential to produce genetic gains in the
forage production traits studied in future breeding selections.

Breeding programs need to prioritize crossing genotypes with high average values for desirable
traits [58]. The formation of several groups (Table 4) demonstrated genetic divergence between the
genotypes studied. This means there will be numerous alternatives for crosses among the groups
identified [59]. These authors emphasized that the analysis of genetic divergence simplifies and
facilitates the use of germplasm in future crosses. Similar to other studies of genetic divergence, the
Tocher method used here also showed a trend towards the formation of a larger group and genotypes
isolated in other groups [60-62]. Multivariate analyses, such as Tocher (Table 4) and UPMG (Figure 2),
are powerful tools to assist in the characterization [63] and discrimination of genotypes [64,65] and
should be extensively used in genetic diversity studies [66—-68]. Understanding genetic diversity is one
of the fundamental steps within genetic improvement programs, with the multivariate analysis
approach being the most commonly used [69]. Generally, when there is a large amount of data, such as
morphological, physiological, biochemical and molecular data, multivariate analyses are used with
emphasis on the selection and preservation of genotypes with potential for use within the breeding
program [69,70]. The use of dendrograms (Figure 2) to graphically describe the clustering method
requires the cophenetic correlation coefficient to exceed 0.70 [63]. Crosses between elite genotypes with
complementary characteristics is desirable to obtain hybrids with enough genetic variability to
outperform the parents [71]. Crosses between hybrids assigned to the same group are not interesting,
mainly because of low variability and the non-exploitation of the existing potential diversity (Table 4;
Figure 2). Similarly, the formation of groups with many genotypes can be a limiting factor in the choice
of parents for breeding programs because of the proximity between the genotypes within the group
[72]. Thus, a combination of desirable characteristics and low genetic similarity is required to increase
the probability of exploitation of heterosis [8].

This study has shown intraspecific hybrids of P. notatum had high magnitudes of heritability in
the broad and average sense of genotype, plus high selective accuracy and genetic variation for all
forage characteristics evaluated. This indicated there is potential to select superior hybrids using the
REML/BLUP method in future plant breeding forages programs. The genetic material studied included
hybrids with high genetic variability for forage production. In the next stage of the breeding program,
the selected hybrids (Table 3; Figure 2) can be included in new crosses with female parents that have
high genetic value. These parents will be selected from different groups to maximize genetic variability
and heterosis. In addition, these parents must be included in diallel crosses mainly, aiming to select the
best parents capable of generating new productive populations, mainly aiming at the general combining
ability, which refers to the ability of a parent to produce progenies with a given performance when
crossed with a number of other parents, or even in relation to specific combination ability, which refers
to the performance of a specific combination. This will allow the results to be confirmed by BLUP and
multivariate analysis (Tocher and UPGMA) because these analyses are predictive in nature. Based on
diallel crosses, parameters such as heterosis, heterobeltiosis and combining ability (general and specific)
can be estimated. The advances obtained with the study of a promising species such as P. notatum will
future favor the availability of commercial cultivars for the purpose of use in intensive livestock
production systems and in the recovery of degraded areas. In addition, it will also contribute to the
conservation of natural grassland areas in South America.

2.5. Conclusion
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REML-estimated genetic parameters in combination with optimization via multivariate
analysis can identify superior genetic material which allows the selection of superior P. notatum forage
hybrids for pastoral systems.

Multivariate analyses are indispensable tools in plant breeding. They create divergent groups
for a characteristic of interest, each of which contains a range of homogeneous genotypes and enables
selection of the best parents from each group.

The new averages identified for characteristics of interest via BLUP indicated intraspecific
hybrids 336, 332, 437, 132 and male parent ‘30N’ can be used in new crosses to increase the dry matter
production of P. notatum.
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ABSTRACT
The Paspalum genus has potential for further genetic improvement because of its adaptability

to different ecosystems and production of high yields for grazing livestock. We estimate the
genetic parameters of 195 intraspecific P. notatum hybrids using Restricted Maximum
Likelihood (REML), followed by selection based on Best Linear Unbiased Prediction (BLUP)
through multivariate analysis. The intraspecific hybrids studied showed considerable genetic
variability in the evaluated forage traits, displaying their potential for progression in subsequent
stages of the genetic improvement program. Notably, plant height emerged as an important trait
for indirect selection to enhance forage production. The use of the REML/BLUP procedure
proves to be a robust tool for data analysis, particularly for perennial species. Furthermore,
multivariate analysis based on BLUPs should be used in the selection process within breeding
programs. Based on the BLUP values, hybrids D3, D16, C17, C2 and B17 were identified as
superior for forage production, and they hold promise for future breeding programs for future

breeding initiatives aimed at direct selection to improve yield.



77

3.1. INTRODUCTION

In South America, the Paspalum genus includes many species with high potential forage
production and nutritional quality (Sartor et al. 2011). This diversity stems from the existence
of different modes of reproduction and ploidy levels within the genus (Ortiz et al. 2013). Within
the southern region of Brazil, these species form an integral part of the natural grasslands in the
Pampa biome, recognized for their exceptional foraging potential (Steiner et al. 2017).
Moreover, these species exhibit substantial scope for genetic enhancement, as highlighted by
previous studies (Motta et al. 2017), owing to their favorable forage traits suitable for animal
production and an adaptability to different ecosystems (Novo et al. 2016). Additionally, the
utilization of native forage species in pastoral agriculture systems not only contributes to the
stability and conservation of natural resources but also reduces the costs and risks associated
with livestock production, ultimately fostering long-term sustainability (Gasparetto et al. 2021).

Paspalum notatum Flligge, a native perennial grass species in South America, holds
significant prominence within the genus (Chen et al. 2022). Its distribution primarily
encompasses tropical and subtropical regions (Silveira et al. 2014), where is has greater
economic importance (Fachinetto et al. 2021), particularly in terms of forage utilization and
ground cover (Blount & Acufia 2009, Wawu et al. 2021). This grass species is renowned for its
high forage yields (Steiner et al. 2017, Machado et al. 2019), making it a valuable resource.
Recently, Motta et al. (2021) demonstrated that when intercropped with legumes, the dry matter
production of P. notatum mixture was comparable to that of a monoculture fertilized with 240
kg N hat, further emphasizing its potential for enhanced productivity.

Considering the substantial economic importance and remarkable forage potential of
this species, the genetic improvement programs for forage species, including this particular one,
they should include several critical steps. These steps encompass the selection of parental plants

to generate genetic variability and the identification of desirable recombinants with specific
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traits (Resende & Resende 2013, Asfaw et al. 2021). Therefore, it becomes essential to
comprehend the genetic variability, heritability, and genetic correlation among the target traits,
enabling the selection of superior genotypes (Majidi et al. 2009, Fogaga et al. 2012). In the
context of pastoral forages, where economically important traits such as forage production are
genetically complex with quantitative inheritance and influenced by genotype x environment
interactions (Amini et al. 2013, Saeidnia et al. 2020), the genetic improvement of native forage
species. Presents a sustainable alternative for optimizing livestock production (Silveira et al.
2022a).

The adoption of more efficient and robust statistical methodologies holds immense
importance in guiding the process of genetic improvement, especially in perennial species
(Capistrano et al. 2021). Accurate estimation of genetic parameters, which yield reliable
predictions and information on genetic values, is crucial for the success of plant breeding
programs (Resende 2016). Therefore, the combined use of Restricted Maximum Likelihood
(REML) and Best Linear Unbiased Prediction (BLUP) emerges as the most effective approach
for estimating genetic parameters and predicting genotypic values (Piepho et al. 2008, Faville
et al. 2018). In the analysis of perennial plants, the REML/BLUP methodology is considered
standard practice due to its accuracy (Silveira et al. 2022b), even in the context of unbalanced
experimental designs (Piepho et al. 2008, Abu-Ellail et al. 2018). Recently, the REML/BLUP
procedure was employed to determine genetic parameters and predict genotypic gain in forage
traits of P. notatum (Marcén et al. 2021, Silveira et al. 2022b).

The objective of this study was to estimate the genetic parameters of a population
consisting of intraspecific hybrids of P. notatum using REML and subsequently conduct

selection based on BLUP through multivariate analysis.
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3.2. MATERIAL AND METHODS

Experimental site

The experiment was conducted in the municipality of Eldorado do Sul, Rio Grande do
Sul, Brazil (latitude 30°29'26" S, longitude 51°06'42"” W, altitude 62 m above sea level). The
local climate is classified as (Cfa) according to the Kdppen classification (Moreno 1961),
characterized as subtropical with no distinct dry season, and the average air temperature of the
hottest month exceeds 22 °C. The long-term (1970-2009) average minimum and maximum
annual air temperatures in the region were 14.0 °C and 24.2 °C, respectively (Table 1), resulting
in an average annual air temperature of 19.6 °C. The average annual rainfall in the area is 1400
mm. Detailed information on the average monthly minimum and maximum air temperature, as
well as rainfall during the experimental period, is provided in Table I.

The soil at the experimental site was classified as an Ultisol according to the USDA Soil
taxonomy (Santos et al. 2018b). Prior to establishment the experiment, soil samples were
collected from a depth of 0-0.2 m. Test results revealed the following parameters: clay content
of 15%, pH (H-0) of 5.4, pH measured using the SMP method of 6.3, phosphorus(P) level of
15.6 mg dm, potassium (K) level of 151.4 mg dm, and organic matter content of 2.7%.
Fertilizer requirements were determined based on the recommendations of the Soil Chemistry
and Fertility Commission (CQFS 2004). Urea, containing 46% nitrogen (N), was applied at a
rate equivalent to 160 kg N ha™™.

Plant material and experimental design

The plant material for this study consisted of three female tetraploid sexual genotypes,
namely C4-4X (Quarin et al. 2001), Q4188 and Q4205 (Quarin et al. 2003), obtained from the
Botanical Institute of Northeast Argentina (IBONE), Corrientes, Argentina. These genotypes
were crossed with two male parent apomictic ecotypes, ‘Bagual’ and ‘André da Rocha’, which

are elite tetraploid germplasm native to the state of Rio Grande do Sul (Table I1). The crosses
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were performed using the methodology described by Burton (1948) and later adapted by Weiler
et al. (2018) to produce hybrid progeny. The reproductive mode was determined following the
approach of Weiler et al. (2017). A total of 195 genotypes of P. notatum were evaluated, which
included 189 hybrids, the female parents (C44X, Q4188 and Q4205), male parents (‘André da
Rocha’ and ‘Bagual’), and the commercially available cultivar 'Pensacola’, which served as a
control.

Seeds were germinated on Germitest paper-lined Petri dishes in a germination chamber
under controlled temperature and day length condition: 8 h of light at 30 °C and 16 h of darkness
at 20 °C. Germinated seedlings were transplanted into honeycomb trays until they had five fully
expanded leaves. Seedlings were then transplanted into pots filled with Carolina Soil™, a
commercial substrate composed of peat, vermiculite, organic residue and limestone. When the
plants had four or more tillers, the tillers were separated into four different pots to obtain four
clones, which served as replicates in the field.

The field experiment followed a randomized complete block design with four replicates
and was established at the UFRGS (Federal University of Rio Grande do Sul) Experiment
Station. The clones were transplanted into the field with a spacing of 1.0 m within and between
rows on 11/26/2010. Sprinkler irrigation was applied after sowing to facilitate seedling
establishment.

Procedures and traits

Throughout the 2-year evaluation period, a total of five cuts were performed on the
following dates: 1st cut on 02/22/2011, 2nd cut on 04/06/2011, 3rd cut on 11/17/2011, 4th cut
on 01/09/2012, and 5th cut on 03/16/2012. Various traits were quantified, including plant height
(PH, cm), tiller population density (TPD, tiller population density™), leaves dry mass (LDM, g

plant?), stem dry mass (SDM, g plant™), inflorescence dry mass (IDM, g plant?), total dry mass
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(TDM, g plant™), and growth habit (GH). Non-destructive observations were made before each
cutting event.

Plant height was measured from the soil surface to the curvature of the leaves, while
TPD was determined by counting all tillers with expanded leaves. Growth habit (GH) was
classified on a scale of 1 to 5, where 1 represented a prostrate habit and 5 represented an erect
habit. Plants were cut when they reached an average height of 20 cm, leaving a residual height
of 5 cm. After cutting, the harvested material was sorted into morphological components: leaves
(leaf blades), stems (including stems and sheaths), and inflorescences. The samples were then
dried in an oven at 60 °C until constant weight was achieved. The leaf-to-stem ratio (LSR) was
subsequently calculated based on the LDM and SDM values.
Statistical analysis

The estimation of variance components and prediction of breeding values were performed
using the Restricted Maximum Likelihood (REML) and Best Unbiased Linear Prediction
(BLUP) methodology. Furthermore, the genetic correlation (r) between forage characters was
estimated by utilizing genotypic values (hybrid means estimated by BLUP). The correlation
matrix was generated using the "corrplot" statistical package (Wei et al 2017) within the R
environment (R Core Team 2019).

The statistical analysis was performed using a complete randomized block model, which
considered data from an individual location, multiples harvests, and one observation per plot.
The model used in this study can be represented as:

y = Xr+Zg+Wp+Ti+e

Where: y is the data vector; r is the vector of the effects of the measurement-repetition
combinations (assumed to be fixed) added to the overall mean; g is the vector of the genotypic
effects (assumed to be random); p is the vector of permanent environment effects (plots in this

case) (random); i is the vector of the effects of the genotypes x measurements interaction, and
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e is the vector of errors or residuals (random). The capital letters represent the incidence
matrices for the aforementioned effects.

The mixed model equations are equivalent to:

X'X X'Z X'W X'T m X'y
ZX zz+1™ Z'W zT ||g|_|zy
WX Wz  ww+r"2  wT ||B| |WY
TX TZ ™W  TT+r"3lLil LTy
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The coefficient of determination of the permanent effects of the plot is given by

2
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The iterative estimators of the variance components in REML were obtained using the

Expectation-Maximization (EM) algorithm (Dempster et al., 1977).
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Where: C = matrix of coefficients of the mixed model equations; tr = matrix trace
operator; r(X) = rank of matrix X; N = total number of data; q = number of individuals; s =

number of genotype x harvests. The variance components associated with the model effects
~2
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Of

genotypic effects; Cﬁ = determination coefficient of plot effects.
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The gain calculated via selection between genotypes was given by
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oGm

Gain (%) =100 x ( )

Where GAs is the genotypic mean of the selected and OGm is the general genotypic
mean.

The genetic divergence among the cultivars was estimated using the genetic distances
matrix of Mahalanobis (Resende 2007). Predicted values were obtained from the variance and
covariance matrix of these genetic values, calculated as follows: D3,=°Gs, where D7, represents
the Mahalanobis distance between genotypes i and i', G is the matrix of genotypic variance and
covariance, 9 is the vector [dy, do, ... dj], with dj = Yij - Yij, and Yij represents the mean of the i-
th genotype in relation to the j-th variable.

Grouping of genotypes was performed using the hierarchical method unweighted pair
group method with arithmetic mean (UPGMA) and Tocher’s Optimization method (Rao 1952).
The importance of forage characteristics was evaluated using the methodology of Singh (1981),
which assesses the total observed dissimilarity for each characteristic, estimated through the
participation of the components of the generalized Mahalanobis distance (D?).

Principal component analysis (PCA) was conducted to eliminate characteristics with less
importance based on the criterion of Jolliffe’s criterion (1972, 1973). This method identifies
variables with greater weight in the last components of lesser importance. The criteria for
discarding the main components was set at 80%. These methodologies were employed to assess
similarities between the variables with lower participation according to Singh’s method (1981)
and the variables discarded by the PCA analysis.

All analyzes were conducted using the SELEGEN-REML/BLUP genetic-statistical
computational application developed by Resende (2016) and the GENES software package

(Cruz 2016) for obtaining multivariate analyzes.
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3.3. RESULTS

Deviation analysis indicated that all traits exhibited a significant genotypic effect, as
determined by the likelihood ratio test (LRT) at a 1% probability level (Table I11). This finding
confirmed the existence of genetic variability among the hybrids evaluated. The genotype x
environment (GXE) interactions were also found to be significant (p<0.01) for all traits studied,
except for LSR. This suggests that hybrid selection strategies can be employed across both
years to achieve genetic gains.

The experimental variation coefficient (CVe) ranged from 16.9% for PH to 295% for
LSR, indicating substantial variation in trait measurements within the experimental setup. The
coefficients of genetic variation (CVg) ranged from 13.2% for GH to 78.8% for LSR. Notably,
only the PH trait displayed a higher genetic variation coefficient (CVg; 22.1%) compared to the
experimental variation coefficient (CVe; 16.9%), indicating a dominant role of genetic effects
in determining this trait. Consequently, the PH characteristic exhibited a favorable scenario for
generating genetic gains among the evaluated hybrids.

The relative expressions of environmental (oZ), genotype x harvest variance (oZ,),
permanent environment variance (o), and genotypic (g7) variance are depicted in Figure
1. The estimates of genotypic variances, compared to those of environmental, genotype x
measurements, and permanent environment variances, provided evidence of genetic variability
for the PH trait.

Regarding genotype x harvest variance (g;,), the traits LDM (39.1%), TDM (36.6%),
SDM (32.6%), and IDM (32.3%) exhibited the highest percentage variance. This indicates that
these traits were significantly influenced by interaction with the environment. For permanent
environment variance (a;m), the traits PH (15.9%), SDM (12.9%), IDM (12.0%), and TDM
(11.1%) showed the highest values, indicating substantial variation attributable to permanent

environmental factors. Finally, the genetic variance for PH was estimated at 47.7%, making it
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the trait with the highest genetic variance. This was followed by SDM (26.8%), GH (25.4%),
TDM (24.6%), and LDM (21.8%). These results highlight the contribution of genetic factors to
the variation observed in these traits.

Once the variance components were obtained (Figure 1), several parameters were
estimated. The heritability in the broad sense (H?) was calculated, and it ranged from 0.06 (LSR)
to 0.48 (PH) (Figure 2). These values supported the findings from the variance components
analysis, indicating that environmental variance had a greater influence on the hybrids
compared to genetic variance (Figure 1). The repeatability at the plot level (p) varied from 0.14
(LSR) to 0.64 (PH) (Figure 2). The coefficient of determination of plot effects (Cgerm) ranged

from 0.05 (GH) to 0.16 (PH) (Figure 2), providing insights into the contribution of permanent

environmental effects to the overall variation. The coefficient for determining the effects of the
genotype X measurement interaction (Cém) ranged from 0.01 (LSR) to 0.39 (LDM), indicating

the extent to which the interaction between genotypes and measurements influenced the trait

variation. The genotypic correlation through measurements (r,,,.q ) ranged from 0.29 (TPD) to
0.85 (LSR), reflecting the level of consistency in the performance of genotypes across different
measurements. Finally, the mean genotype heritability (hﬁlg) ranged from 0.32 (LSR) to 0.80

(PH) (Figure 1). This parameter represents the proportion of phenotypic variation attributed to
the genetic effects of individual genotypes, indicating their potential for transmitting desirable
traits to the next generation.

The genetic correlation coefficients between forage traits are presented in Figure 3. Total
dry matter production (TDM) exhibited strong positive correlations with LDM (r = 0.95,
p<0.01), TPD (r = 0.91, p<0.01), SDM (r = 0.87, p<0.01), and IDM (r = 0.80, p<0.01). It also
showed a moderate correlation with PH (r = 0.67, p<0.05). The correlation between TDM and
LSR was negative (r = -0.24), but it was not statistically significant (Figure 3). Leaf dry matter

(LDM) exhibited strong positive correlations with the TPD trait (r = 0.86, p<0.01) and moderate
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correlations with SDM (r = 0.68, p<0.05), PH (r = 0.68, p<0.05), and IDM (r = 0.60, p<0.05).
Plant height (PH), which showed significant genetic control (Figure 1) and high heritability
(Figure 2), had moderate correlations with LDM (r = 0.68, p<0.05), TDM (r = 0.67, p<0.05),
and TPD (r=0.54, p<0.05) (Figure 3).

Estimates of the relative contribution of traits to genetic divergence ranged from 5.51
(TPD) to 21.13 (GD) (Figure 4). The traits GH (21.1%), SDM (16.6%), IDM (14.5%), and
TDM (13.1%) exhibited the highest discrimination power among the genotypes evaluated
(Figure 4). These four traits together contributed to 65.4% of the total genetic diversity,
indicating that they are sufficient to quantify the genetic variability among P. notatum hybrids.
On the other hand, PH, LDM, LSR, and TPD made smaller contributions, accounting for 34.6%
of the total genetic diversity (Figure 4).

The first three principal components (PC1-PC3) explained 89.5% of the total variation
across all evaluated traits (Table V). The remaining principal components (PC4-PC8) had
eigenvalues (Aj) <0.7 (Table 1V), indicating that variables with greater weight in these
components of lesser importance can be discarded. Based on this analysis, it is recommended
to exclude IDM, PH, TPD, SDM, and TDM be discarded from future genetic diversity studies,
as they contribute little to discrimination between the studied hybrids (Table V).

For the genetic distance matrix based on the BLUP values, two clustering methods were
employed: the Tocher optimization method (Table V) and the hierarchical UPGMA method
(Figure 5). The Tocher optimization method resulted in the identification of five groups (Table
V), while the UPGMA hierarchical clustering method identified six groups (Figure 5).
However, genotypes D3 (Group V) and D23 (Group 1V) remained in separate groups regardless
of the clustering method used. These two genotypes exhibited the highest and third-highest
average TDM among all 195 hybrids evaluated. Group I, formed by Tocher's optimization

method (Table V), had the second-highest average TDM. Groups V, Il and IV, as identified by



88

the Tocher optimization method, demonstrated the highest values for the commercially and
agronomically important forage traits: TDM, LDM and PH (Table V). The cophenetic
correlation coefficient, which measures the representativeness of the data within the
dendrogram dissimilarity matrix, was 0.77. This coefficient indicates a satisfactory fit in the
graphical representation of the dendrogram (Figure 5). Furthermore, the distortion and stress
were calculated as 7.47% and 27.3%, respectively.

Based on estimates of genetic gains predicted via BLUP, a selection process was
conducted to classify the best twenty genotypes, representing approximately 10% of the total
genotypes evaluated (Table VI). For the LDM trait, the genetic gain (Gain; Table VI) ranged
from 37.6 (C15) to 77.2 g plant? (D3). The D3 hybrid exhibited a 124% increase in the new
average (ISG; Table VI). The top 20 hybrids, on average, showed a 60.4% increase in LDM
compared to the average of the total studied population of 195 genotypes. Regarding the LSR
trait, the genetic gain ranged from 11.4 (C4) to 26.8 g plant™ (A24), with the A24 hybrid more
than tripling the new average (ISG; Table VI). The TDM trait ranged from 59.7 (C15) to 105.3
g plant™® (D3), and the D3 hybrid more than doubled the new average (1ISG 119.7%; Table V1).
Genetic gain for the TPD trait ranged from 32.6 (B26) to 102.2 tillers plant™ (D23), with the
D23 hybrid raising the new mean by 119.9% (ISG; Table VI). Finally, the genetic gain for plant
height (PH) ranged from 5.91 (C23) to 8.04 cm plant™ (D17), with the hybrid D17 increasing
the average by 53.5% (ISG; Table VI). The D3 hybrid ranked first for the LDM and TDM traits,
second for TPD and sixth for PH (Table VI). The remaining characters were comparatively less

important, and the results are provided for completeness in Table V1.

3.4. DISCUSSION

All variables, except for the leaf/stem ratio (LSR) trait, showed significant genetic effects

and genotype-by-environment (GXE) interaction, indicating the presence of genetic variability
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among the hybrids (Table 111). Notably, the plant height (PH) trait displayed a greater genetic
influence compared to other traits (Figure 1), indicating its potential for inclusion in forage
breeding programs. This underscores the genetic potential of the P. notatum population studied.

The coefficient of experimental variation (CV.) is commonly used to assess experimental
precision (Albuquerque et al. 2022). In this study, the estimated CVe values for the evaluated
traits (Table Il) exceeded the observed range in previous studies with P. notatum (Machado et
al. 2021, Silveira et al. 2022Db). Literature suggested that an increase in CV. indicates greater
phenotypic variation (Paw et al. 2020, Wang et al. 2022). Since expected gain are directly
correlated with the existence and magnitude of genetic variation (Bush et al. 2013), the
evaluated hybrids demonstrated significant variability (Table I11). When selecting genotypes
for breeding purposes, it is crucial to maximize genetic gain without reducing genetic variability
(Santos et al. 2022). Here, the quantification of genetic (CVg) and relative (CV:) coefficients of
variation can aid in designing future strategies and ensuring a successful selection within a
breeding program (Paw et al. 2020, Riva et al. 2020).

The presence of CVq values exceeding CVe values indicates promising genetic gains for
the PH trait, with a CV, >1, and for the TDM trait, with a CV, close to 1 (Table I1I). A CV,
values above 1 signifies greater certainty in the selection process (Silveira et al. 2022a). The
population’s variability consists of both hereditary characteristics represented by CV,4 and non-
hereditary characteristics represented by CVe (Hamidou et al. 2018). These CVq findings,
expressed as a percentage of the overall mean for each trait, are crucial for understanding the
genetic structure of the population, as they demonstrated the amount of variability present and
allows for estimates of genetic gains.

The results of this study revealed a high level of genetic control, as indicated by the by
genotypic variance (agz) in Figure 1 and the mean genotype heritability (hﬁlg) in Figure 2, in

the P. notatum hybrids. This suggests the potential for achieving genetic gains through
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selection, particularly for the plant height (PH) and total dry matter (TDM) traits. Comparing
the obtained results with the heritability scale established by Resende (2015), it can be expected
that the hybrids would exhibit good genetic gains, given the substantial genetic control observed
for the PH trait. However, for the other traits, there was a strong a strong influence of
environmental factors, as depicted in Figure 1 and Figure 2, indicating that in addition to genetic
factors, environmental conditions strongly influenced the performance of the hybrids (Santos
et al. 2018a, Santos et al. 2022). The repeatability parameter (p) exceeded 40% only for the PH
trait (Figure 2). According to Almeida et al. (2019), a repeatability value >40% suggest the
possibility of identifying superior genotypes, considering the significant variance among
treatments based on the average genotypic value.

In the context of forage production, the complexity arises from its dependence on multiple
factors and their interactions. Therefore, understanding these interactions becomes crucial for
the genetic improvement of any species (Bonilla et al. 2022). In this regard, it is essential to
comprehend the traits closely associated with forage production for the selection of superior
genotypes. Correlation coefficients play a significant role in indicating the relationship and
nature of the association between the traits of interest for the breeding program (Thondaiman
& Rajamani 2014). The results obtained for CV, (Table 11), o (Figure 1) and hfng (Figure 2)
revealed a strong genetic control for the PH trait, suggesting the possibility of indirect selection
to enhance forage production. Comparing the results obtained with the correlation scale
established by Silveira et al. (2021), genetic correlations indicated moderate to strong positive
associations between the PH trait and leaf dry matter (LDM)), total dry matter (TDM) and tillers
population density (TPD) forage characteristics (Figure 3). As expected, direct selection based
on TDM exhibited very strong associations with the LDM and TPD (Figure 3). The genetic
correlation results (Figure 3) were highly consistent with those reported by Machado et al.

(2021). It is worth noting that high positive genetic correlations can arise due to pleiotropy or
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genetic linkage, causing transient correlations, particularly in populations resulting from
crosses between divergent parents (Falconer & Mackay 1996). These findings demonstrated
the potential for indirect selection through the PH trait to increase TDM, given its strong genetic
control within the studied population compared to the other traits (Figure 1).

Two methods were employed to assess the relative contribution of observed traits to
genetic divergence. Singh's method (1981) identified four traits (GH, SDM, IDM and TDM,;
Figure 4) that made a significant contribution to discrimination among the evaluated hybrids.
Subsequent principal component analysis (PCA) indicated that three traits (TDM, GH and LSR;
Table 111) would suffice to capture the greatest genetic dissimilarity among the hybrids. The
disparity between the two methodologies underscores the importance of employing both
approaches in studies focusing on characterization and genetic diversity (Steiner et al. 2022).
Singh's method (1981) quantifies the “weight” of a variable in the composition of the
Mahalanobis generalized distance matrix. Accordingly, this method considers highly variable
traits as crucial and permits the exclusion of traits that contribute minimally to dissimilarity.
This reduces the workload, time, and additional costs associated with data collection (Valadares
et al. 2018). Singh's (1981) method has been previously used in P. notatum evaluations
(Machado et al. 2021, Steiner et al. 2022) to identify forage production and morphological traits
responsible for greater discrimination among the studied genotypes. Conversely, PCA analysis
eliminates variables that carry greater “weight” in the less important components (Jolliffe 1972,
1973). Jolliffe's pioneering work (1972, 1973) focused on character discards. The author
examined four discard methods using simulated (Jolliffe 1972) and real (Jolliffe 1973) data and
concluded that the procedure was satisfactory when the number of discarded traits equaled the
number of principal components with eigenvalues <0.7. Based on this criterion, components

PC3-PC8 (Table I11) were discarded in this study.
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The utilization of phenotypic traits to assess genetic variability is the oldest, direct, and
most practical method employed in breeding programs (Wang et al. 2022). When combined
with multivariate analyzes, these traits have become routine approaches in genetic improvement
programs, particularly for the selection of divergent parents (Leite et al. 2018). Principal
component analysis and cluster analysis are considered the primary multivariate statistical tools
utilized to evaluate genetic dissimilarity based on phenotypic traits (Denwar et al. 2019,
Boutsika et al. 2021). In order to quantify the dissimilarity among the studied hybrids, a cluster
analysis was conducted, as the formation of groups is crucial for parent identification, especially
in recommending superior genotypes. Parent selection can rely on the magnitude of
dissimilarity among hybrids for the traits of interest. In this evaluation, two types of grouping
were performed. Cluster analysis using the Tocher optimization method (Table 1V) revealed a
high concentration of hybrids in Group I, encompassing 81.0% of the genotypes studied. Group
Il contained 15.4%, Group 111 2.56%; while Groups IV and V contained a single genotype each,
representing 0.51% of the total number of genotypes evaluated. The UPGMA hierarchical
grouping method exhibited high concentration in Group | (75.4% of the genotypes), followed
by Group V (16.4%), Group 11 (6.15%), Group 111 (1.02%), and Groups IV and VI with 0.51%
(Figure 5). Interestingly, a greater number of groups was expected given the large number of
genotypes evaluated. The data from the Mahalanobis genetic matrix (D2) demonstrated a
satisfactory fit in the dendrogram (Figure 5). Silveira et al. (2022b) suggested that a cophenetic
correlation index above 0.70 indicates satisfactory results. The high concentrations of
genotypes assigned to the same group indicates a high level of similarity among those genotypes
(Silveira et al. 2021, Steiner et al. 2022). The concurrent use of different grouping methods
should be considered standard practice to enhance genotype discrimination (Sant'Anna et al.
2021, Silveira et al. 2022b). By employing different multivariate methods, the accuracy of the

results is improved (Azevedo et al. 2015), which is advantageous within a breeding program.
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The identification of the best parents for future crosses is crucial for the success of a
breeding program (Marostega et al. 2021). For selection of new genotypes, Best Linear
Unbiased Prediction (BLUP) is a method known for shrinking estimators towards the mean,
reducing their variance while increasing their predictive accuracy (Robinson 1991). The
genotypes values obtained using the u + g + gem criterion are higher due to the incorporation
of the average interaction (Capistriano et al. 2021), which is why we chose to use this criterion.
Resende & Barbosa (2006) described the genotypic value, which combines the genotypic effect
and the general mean, as the best parameter to explain the superiority of a particular cross. In
our study, the top twenty most productive genotypes were selected for the eight forage traits
under investigation (Table IV). To enhance forage production, we recommend selecting hybrids
D3, C17, B26, D16, and B29 for increase LDM; A24, A22, B39, B15, and A37 for
improvements in LSR; D3, D16, C17, C2, and B17 for enhanced forage yield (TDM). Hybrids
D23, D3, B17, F15 and ecotype Bagual offer opportunities for increased TPD, while hybrids
D17, C24, C22, C15, and C17 could contribute to an improved PH. These genotypes will be
prioritized for future stages of the breeding program, as they rank among the top ten for the
most important forage traits (Table V). Among these superior hybrids, the D3 hybrid shows the
most promise as it performed well across multiple key forage traits.

The presence of genetic variability in forage production indicates a high potential for
genetic improvement of important forage traits by selecting from ranked hybrids in future
crosses. The average genotype heritability was found to be higher for the PH character.
Considering this and the associated genetic correlations, it is suggested that indirect selection
via PH could lead to increased forage yield. Multivariate analysis methods have demonstrated
their effectiveness in identifying superior genotypes, and based on the results obtained, it is
recommended to use two or more multivariate techniques in studies of genetic diversity and/or

for the selection of superior genotypes. The use of REML/BLUP is a powerful tool in perennial
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forage plant improvement programs, as it allows for the estimation of genetic parameters and
the identification of superior genotypes through predicted genetic values. Based on the BLUP
values, the hybrids D3, D16, C17, C2 and B17 were identified as superior for forage production,
and they could be incorporated into breeding programs for future crosses aimed at direct
selection for this trait.
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Table 1. Comparison of average monthly minimum (min) and maximum (max) temperature

(°C) and rainfall (mm) during the experimental period (December 2010- March 2012) with the

40-yr average (1970-2009).

Temperature (°C, min-max) Rainfall (mm)
Month
2010 2011 2012 40-yr avg. 2010 2011 2012 40-yr avg.

Jan - 20.7-30.8 17.6-30.4 19.3-30.2 - 130 43 106
Feb - 19.7-29.0 19.5-31.6 19.0-29.4 - 259 137 106
Mar - 17.2-27.4 14.8-28.9 18.0-28.2 - 101 112 102
Apr - 13.3-25.3 - 14.5-25.2 - 172 - 110
May - 9.4-20.9 - 11.2-21.8 - 30 - 108
Jun - 7.0-18.0 - 8.7-18.6 - 116 - 154
Jul - 6.8-17.0 - 8.5-18.7 - 246 - 144
Aug - 8.1-17.3 - 9.7-20.2 - 221 - 164
Sep - 9.1-22.1 - 11.2-21.4 - 85 - 142
Oct - 12.9-24.5 - 13.8-24 - 133 - 129
Nov - 13.4-27.5 - 15.4-26.6 - 40 - 109
Dec 16.5-28.8 15.8-28.6 - 17.5-29.0 - 56 - 111

Table 2. Female and male tetraploid parents and hybrids of Paspalum notatum evaluated.

Male
Female parent Family NC°hybrids! Hybrids ID
parent
André Al10; All; Al2; Al3; Al4; Al5; Al6; Al7,
ndré
Al18; A2; A20; A21; A22; A23; A24; A25; A26; A27,;
Q4188 da 29
A28; A29; A31; A32; A33; A35; A36; A37; A38; A7,
Rocha
A8
B1; B10; B11; B12; B13; B14; B15; B16;
B17; B18; B19; B2; B20; B21; B22; B23; B25; B26;
Q4188 Bagual 44 B27; B28; B29; B3; B30; B31; B32; B33; B34; B35;

B36; B37; B38; B39; B4; B40; B41; B42; B43; B44;
B5; B52; B6; B7; B8; B9
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C1; C10; C11; C12; C13; C14,; C15; C16;

André
C17; C18; C19; C2; C20; C21; C22; C23; C24; C25;
Q4205 da C 35
Roch C26; C27; C28; C29; C3; C30; C31; C32; C34; C35;
ocha
C36; C4; C5; C6; C7; C8; C9
D1; D10; D11; D12; D13; D14; D16; D17;
D18; D19
Q4205 Bagual D 26
D2; D20; D21; D22; D23; D24; D25; D26;
D27; D3; D4, D5; D6; D7; D8; D9
André E1l;E10; E11; E12; E13; E14; E15; E16; E17;
C44X da E 23 E18; E19; E2; E20; E21; E22; E24; E3; E4; E5; E6;
Rocha E7; E8; E9
F1; F10; F11; F12; F13; F14; F15; F16; F17;
C44X  Bagual F 32 F18; F2; F20; F21; F22; F23; F24; F25; F26; F27; F28;

F29; F3; F30; F31; F32; F33; F4; F5; F6; F7; F8; F9

Note:1189 hybrids in total.

Table 3. Analysis of deviance of forages traits in 195 Paspalum notatum intraspecific hybrids.

LDM SDM IDM
Effect LSR
(g plant™) (g plant™) (g plant™)
Complete model 13451.06 10190.82 11777.18 7452.48
Genotypes 13470.69 10221.85 11784.44 7468.91
Environmental 13484.72 10243.25 11779.84 7479.73
Interaction (GXE) 13766.25 10435.22 11777.29 7619.72
LRTy 19.63* 31.03* 7.26* 16.43*
LRTm 33.66* 52.43* 2.66™ 27.25*
LRT oxe 315.19* 244 .4* 0.11™ 167.24*
Gran mean 62.17 18.94 10.52 7.70
CVe (%) 50.98 68.40 295.19 87.06
CVq (%) 43.57 67.20 78.80 61.58
CV, 0.85 0.98 0.27 0.71
TDM TPD PH GH
Effect
(g plant?) (tillers plant™) (cm) (1to 5)

Complete model 14577.59 15059.57 5632.99 -42.2
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Genotypes 14602.93 15068.41 5786.11 -3.93
Environmental 14627.24 15066.73 5716.46 -36.06
Interaction (GXE) 14884.95 15178.32 5686.07 53.6

LRT, 25.34* 8.84* 153.12* 38.27*
LRTm 49.65* 7.16* 83.47* 6.14™
LRT oxe 307.36* 118.75* 53.08* 95.8*
Gran mean 88.03 85.29 15.03 2.60

CVe (%) 50.38 72.32 16.86 18.07
CVy (%) 47.43 33.99 22.10 13.22
CV; 0.94 0.47 131 0.73

*Significativo a 1% de probabilidade pelo teste Qui-quadrado. LRT (X2): teste de razdo de

verossimilhanga. CVe: coeficiente de variacdo experimental; CVy: coeficiente de variagdo

genético; CV;: coeficiente de variagdo relativo. LDM: Leaves dry mass; SDM: stem dry mass;

LSR: leaf:steam ratio; IDM: inflorescence dry mass; TDM: total dry mass; TPD: tiller

population density; PH: plant height; GH: Growth habit.

Table 4. Principle components (PC), estimates of variances (eigenvalue 1j), percentage of

variance explained by components (importance %) and accumulated variance (% accumulated)

of accessions of Paspalum notatum.

PC Py Importance (%) % accumulated Highlights Recomendation*
PC1 4.85 60.67 60.67 TDM

PC2 1.37 17.15 77.82 GH

PC3 0.94 11.69 89.51 LSR

PC4 0.51 6.41 95.92 IDM Discard
PC5 0.17 2.10 98.03 PH Discard
PC6 0.12 1.45 99.47 TDM Discard
PC7 0.04 0.52 99.99 SDM Discard
PC8  0.00 0.00 100.00 TDM Discard
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*According to the criterion of Jolliffe (1972). LDM: Leaves dry mass; SDM: stem dry mass;
LSR: leaf:stem ratio; IDM: inflorescence dry mass; TDM: total dry mass; TPD: tiller population
density; PH: plant height; GH: Growth habit.

Table 5. Group composition based on Mahalanobis genetic (D?) distance matrix using original

Tocher optimization methods in Paspalum notatum.

Groups Hibrids

E11; F8; E16; F14; F11; E4; B9; E1; E24; E12; B36; C44X; E6; F13; E19; E5; C30; E17;
E15; B3; B41; A23; B21; F10; Pensacola; F23; F7; E14; E10; F3; E3; F26; B23; E22; A35;
F9; F31; F33; F20; E7; E8; E13; B5; E20; D21; D27; B44; B34; F16; A26; A27; A38; Al7;
B1; C21; F1; A12; C36; A2; F6; A28; E18; A7; B31; A36; D14; B25; B18; E2; B42; Al5;

I A32; B12; B20; E9; C29; A10; C7; D26; C13; Al4; C10; C16; A8; D13; F5; C31; F27;
Q4188; B10; F32; B33; B7; F18; B8; B27; D12; B30; D4; B40; C3; C34; B52; C26; D10;
B38; F17; D19; B16; E21; F21; A33; C27; B32; B22; D9; D2; C20; A29; B14; D24, D8; C1,
D5; F22; A18; D18; C19; C4; F25; A25; F2; B4; C25; B19; C14; C11; Q4205; C5; A16; C28;
B2; D11; Al11; B13; A21; D22; A31; C12; B11; D20; C35; A37; F30; D6; D7; A20; F28
Bagual; F15; F24; F29; B43; AR; F12; B35; F4; A13; C6; C32; B37; B17; C9; C2; C18; D16;
C23; C8; C24, D25; C15; C17; D17; C22; B26; D1, B28; B29

Il B15; B39; A22; A24; B6

v D23

\ D3
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Table 6. Estimates predicted genetic gain (BLUP) for forage traits in P. notatum hybrids based

on average performance of years of experiment.

LDM SDM
(g plant™®) (g plant™)
Order Hybrids g u+g Gain  Xpew U+g+gem  ISG  Hybrids g u+g Gain  Xpew U+g+gem  ISG

1 D3 7721 13937 77.21 13937 208.63 124.19 Bagual 31.16 50.09 31.16 50.09 69.02 164.54
2 C17 4956 111.73 63.38 12555 156.18  79.72 F15 2940 4834 30.28 49.22  66.20 155.26
3 B26 47.12 109.29 57.96 120.13 151.56 75.80 C2 25.61 4455 28.72 47.66 60.11 135.25
4 D16 4589 108.06 54.95 117.11 149.22 73.82 F29 2539 4433 27.89 46.83 59.75 134.08
5 B29 4472 10689 52.90 11507 14700 7193 C32 2221 4115 2675 4569 54.64 117.30
6 C24 4195 104.11 51.07 11324 14174 6747 B43 21.90 40.84 25.95 4488 54.14 115.67
7 C18 40.44 102.61 4956 111.72 138.88 65.05 F24 20.78 39.71 2521 4414 52.34 109.73
8 B17 4021 102.38 4839 11055 13845 64.68 F28 19.86 38.79 2454 4347 50.85 104.86
9 D17 38.02 100.19 47.24 109.40 134.30 61.17 F12 19.64 3858 23.99 42093 50.51 103.72
10 B28 3510 97.26 46.02 108.19 128.74 56.45 D3 19.15 38.09 2351 4245 49.72 101.13
11 D25  34.02 96.19 4493 107.10 126.70 54.72 C6 19.06 38.00 23.11 4204 4958 100.67
12 C9 3291 95.08 4393 106.10 12460 52.94 AR 18.37 3731 2271 41.65 48.46 97.01
13 B2 3275 9492 43.07 10524 12429 52.68 D17 18.23 37.17 2237 41.30 48.24 96.29
14 c2 3154 9370 4225 10441 12199 50.73 Al13  17.92 36.86 22.05 40.99 4775 94.66
15 B43 3151 93.68 4153 103.70 12195 50.69 C15 1792 36.86 2177 40.71 47.75 94.66
16 B37 31.35 9352 40.89 103.06 121.64 50.43 D25 1722 36.15 2149 4043 46.61 90.93
17 A18 2555 87.72 39.99 102.16 11064 4110 D16 16.88 3582 21.22 40.15 46.07 89.15
18 Al6 2463 86.79 39.14 101.30 108.88 39.61 B17 16.67 3561 20.97 39.90 45.74 88.05
19 B6 2384 86.01 3833 10050 107.39  38.35 F4 16.45 3539 20.73 3966 4538  86.88
20 C15 22,63 8480 3755 99.71 10510 3641 C23 1561 3454 2047 3941 4402 8242

LSk (gpant?)

Order Hybrids g u+g Gain  Xpew U+g+gem  ISG  Hybrids g u+g Gain Xnew U+g+gem  ISG

1 A24 26.79 3732 26.79 37.32 39.76 25457 Bagual 11.18 18.88 11.18 18.88 28.60 145.33
2 A22 2472 3524 2575 3628 3750 23485 F15 1051 1820 10.85 1854  27.33  136.55
3 B39  17.71 2823 23.07 33.60 29.85 168.25 F24 9.04 16,73 1024 1794 2458 117.42
4 B15 16.30 26.82 21.38 31.90 28.31 15483 B43 897 1666 992 17.62 24.45 116.53
5 A37 13.87 2440 19.88 30.40 25.66 131.82 AR 8.05 1574 955 17.24 22.73 104.58
6 D22 1341 2394 1880 29.32 2516 12745 C2 792 1561 928 1697 2250 102.92
7 All 1311 23.63 17.99 2851 24.83 124.54 F29 723 1492 898 16.68 21.20 93.91
8 B6 13.08 2361 1737 27.90 2480 12431 D23 718 1488 876 1645 2112  93.37
9 A3l 1231 2283 16.81 2734 2396 11695 C8 716 1486 858 1628 21.08  93.10
10 B13 1051 21.04 16.18 26.71 22.00 99.89 B35 650 1420 837 16.07 19.85 84.51
11 F25 10.38 2090 15.65 26.18  21.85 98.63 F12 6.43 1413 820 15.89 19.71 8358
12 A25 8.14 1866 15.03 25.55 19.40 77.30 F4 6.05 1374 802 1571 19.00 78.58
13 F27 6.93 1746 1440 2493 18.09 65.89 F30 567 1337 784 1553 18.29 73.70
14 E2 691 1743 1387 24.39 18.06 65.63 B17 543 1312 7.67 15.36 17.84 70.51
15 C3 6.25 16.78 1336 2389 17.35 50.39  C32 531 13.00 751 1520 17.62  69.00
16 Al4 6.16 16.69 1291 23.44 17.25 58.54 D25 530 1299 737 15.07 17.59 68.83
17 A36 6.06 1658 1251 23.03 17.13 57.55 C12 481 1250 722 1491 16.68 62.49
18 Q4205 565 1618 1213 22.65 16.69 53.73 F22 448 1217 7.07 1476 16.07 58.20
19 E8 448 1501 1172 2225 15.42 42.59 C6 447 1217 6.93 14.63 16.05 58.11
20 C4 436 1488 1136 21.88 15.28 41.41 Al3 443 1213 6.81 1450 15.98 57.58

TDM TPD

(g planth)

(tillers plant™)
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Order Hybrids g u+g Gain  Xpew U+g+gem  ISG  Hybrids g u+g Gain Xpew U+g+gem  ISG
1 D3 105.34 193.37 105.34 19337 27182 11967 D23 102.22 18750 102.22 18750 312.17 119.85
2 D16  70.10 158.12 87.72 17575 21033  79.63 D3 4147 126,76 71.84 157.13 17733  48.62
3 C17 69.57 157.60 81.67 169.70 209.40 79.03 B17 40.40 12569 61.36 146.65 17496  47.37
4 C2 67.53 15556 78.13 166.16 20584 76.71 Bagual 33.10 118.38 54.30 139.58 158.75 38.81
5 B17  65.82 153.84 75.67 163.70 202.86 74.77 F15 3190 117.19 49.82 13510 156.09  37.40
6 D17 62.56 150.59 7349 16151 197.18 71.07 F29 3143 116.72 46.75 132.04 155.05 36.85
7 B43 62.21 150.24 71.88 159.90 196.57 70.67 D16 30.62 11590 4445 129.73 15325 35.90
8 Bagual 61.23 149.25 7054 15857 19485 69.55 F24 29.59 114.88 4259 127.88 15097  34.70
9 C24 60.62 148.65 69.44 157.47 193.80 68.87 B43 29.59 11488 41.15 12643 150.97 34.70
10 D25 59.44 14747 68.44 156.47 191.73 67.52 D17 28.99 11428 39.93 125.22 149.64 34.00
11 C18  59.03 147.06 67.59 15561 191.02 67.06 C18  27.11 11240 3877 12405 14547 3179
12 F15 57.33 14536 66.73 154.76 188.06 65.13 D25 26.86 11215 37.77 123.06 14490 31.49
13 F29 53.95 141.98 65.75 153.78 182.15 61.28 B37 26.39 11168 36.90 122.18 143.86 30.94
14 B26 5290 14093 64.83 152.86 180.33 60.10 C24  26.13 11142 36.13 12142 14329 30.64
15 B37 50.23 138.26 63.86 151.89 17566 57.06 AR 26.00 11129 3545 120.74 143.01 30.49
16 F24 48.91 136.93 62.92 150.95 173.35 55.56 C6 2579 111.08 34.85 120.14 14253 30.24
17 C32 4751 13554 6202 15004 17093 53.98 C32 2438 109.67 34.23 11952 13940 28.59
18 C9 46.78 13481 61.17 14920 169.64 53.14 C2 2412 10941 33.67 11896 138.83 28.29
19 C6 46.59 134.62 60.40 14843 169.31 52.93 C17 24.08 109.37 33.17 11845 138.74 28.24
20 C15 4598 134.01 59.68 147.71 168.25 5224 B26 2156 106.85 3259 117.87 133.14 25.28

PH GH
(cm) (1to5)

Order Hybrids g u+g Gain  Xpew U+g+gem  ISG  Hybrids g u+g Gain Xnew U+g+gem  ISG
1 D17 8.04 23.07 8.04 23.07 23.80 53.50 C22 0.60 3.20 0.60 3.20 3.45 22.97
2 C24 7.88 2291 796 2299 2362 52.39 D7 060 320 060 3.20 3.45 22.97
3 C22 781 2285 791 2294 2355 5198 C19 052 312 057 317 3.35 20.16
4 C15 753 225 781 2285 23.24 50.08 C14 0.52 3.12 0.56 3.16 3.35 20.16
5 c17 729 2233 771 2274 2298 4852 D18 052 312 055 315 3.35 20.16
6 D3 718 2221 762 2265 2286 4775 D25 052 312 055 315 3.35 20.16
7 D25 711 2214 755 2258 22.78 47.31 C34 0.45 3.05 0.53 3.14 3.25 17.37
8 D1 7.03 2206 748 2252 2269  46.75 D1 045 305 052 312 3.25 17.37
9 C5 556 2059 727 2230 21.09 3697 D10 045 305 052 312 3.25 17.37
10 D16 546 2049 7.09 2212 20.98 36.30 D17 0.45 3.05 0.51 3.11 3.25 17.37
11 C18 542 2045 694 2197 2094 3607 D20 045 305 050 311 3.25 17.37
12 C35 527 2031 680 2183 2078  35.08 B28 045 305 050 3.10 3.25 17.37
13 D20 506 20.09 666 2170 2054  33.63 C5 045 305 050 310 3.25 17.37
14 D6 482 1985 653 2156 2029 3208 D19 045 305 049  3.09 3.25 17.37
15 B28 469 19.72 641 2144 20.14 31.18 C15 0.45 3.05 0.49 3.09 3.25 17.37
16 B29 459 1962 630 2133 20.03 30.52 C8 045 305 049 3.09 3.25 17.37
17 D7 449 1952 619 2122 19.92 29.85 C4 045 305 049  3.09 3.25 17.37
18 c8 442 1945 6.09 2112 19.85 2941  A29 045 305 048  3.08 3.25 17.37
19 Cl4 439 1943 6.00 21.03 19.82 29.23 A25 0.38 2.98 0.48 3.08 3.14 14.56

20 C23 422 1925 591 2095  19.63 28.09 B13 038 298 047 3.07 3.14 14.56

g: genotypic effects; u + g: predicted genotypic values, free from any interaction with years; G:

gain; Xnew: new average; u + g + gem: average genotypic value in the years studied and
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capitalizes on an average interaction with all environments evaluated; 1SG (%): individual

selection gain in relation to the overall average of the genotypes in percentage.
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Figure 1. Decomposition of variance components for mixed model of forage characters. ¢2:
environmental variance; o;n,: variance of genotypes x measurements interaction; e,
permanent ambient variance; o/ : genotypic variance. LDM: Leaves dry mass; SDM: stem dry

mass; LSR: leaf: stem ratio; IDM: inflorescence dry mass; TDM: total dry mass; TPD: tiller
population density; PH: plant height; GH: Growth habit.
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Figure 3. Genotypic correlation between eight forages traits of 195 Paspalum notatum
intraspecific hybrids. LDM: Leaves dry mass; SDM: stem dry mass; LSR: leaf: steam



114

ratio; IDM: inflorescence dry mass; TDM: total dry mass; TPD: tiller population
density; PH: plant height; GH: Growth habit.
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Figure 4. Relative contribution of forage traits to the genetic diversity in 195 Paspalum notatum
intraspecific hybrids, based on the Mahalanobis (D?) genetic distance. LDM: Leaves dry mass;
SDM: stem dry mass; LSR: leaf: steam ratio; IDM: inflorescence dry mass; TDM: total dry

mass; TPD: tiller population density; PH: plant height; GH: Growth habit.
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Figure 5. Dendrogram of genetic dissimilarity among hybrids of P. notatum, obtained by the

UPGMA method, based on the Mahalanobis (D?) genetic distance matrix.
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Repeatability and genotypic stability in intraspecific hybrids of Paspalum

notatum Fligge

ABSTRACT: The objective of this study was to verify the repeatability of the expression
of forage characters in intraspecific hybrids of Paspalum notatum Fliigge to aid early
selection. Across five harvests, plant height, tiller population density, leaf dry matter, stem
dry matter, inflorescence dry matter, total dry matter and growth habit were quantified
for five parents, 189 hybrids and a commercially available cultivar as a control (n=195).
Analysis of variance, principal components analysis and structural analysis methods were
used to determine the repeatability coefficients. The repeatability coefficients (p) for all
evaluated characteristics generated by the different methods were between 0.05 (ANOVA
II) and 0.95 (PCACov). For most of the characteristics studied, repeatability coefficients
and determination coefficients were considered high. The repeatability coefficient
estimates obtained for the eight characteristics evaluated with the ANOVA I and II
methods were almost always lower than those obtained by PCA and structural analysis
methods. Based on the covariance matrix, the principal component method generated
estimates which were higher than those produced by ANOVA or structural analysis.
Assuming a minimum 80% reliability to verify the relative superiority of the hybrids
across all assessed traits, the five harvests proved adequate for selecting the optimal plant
materials to advance to the next phase of the breeding program. However, reliable early
selection for leaf dry matter, leaf:stem ratio and total dry matter required a minimum of
two harvests. The genetic parameters (h? and CVg) showed a favorable scenario for direct

selection to increase forage production.
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Keywords: analysis of variance, breeding, early selection, heritability, principal

components, structural analysis

4.1. Introduction

Grasslands provide critical ecosystem services for humanity (Sollenberger et al.,
2019). In Brazil, pastures occupy 156 million hectares across six previously defined
biomes (MapBiomas Project, 2021). These pastures support a national herd of ~224
million cattle (IBGE, 2019) and places Brazil as the world's second-largest beef producer,
after the United States (Jank et al., 2014). Pastoral farming systems in Brazil are heavily
reliant on native forage species for productive stability and conservation of natural
resources. Their use can reduce costs and risks associated with livestock production,
which increases long-term system sustainability (Gasparetto et al., 2021).

The genus Paspalum comprises several native species with important forage
characteristics for animal production. They exhibit adaptability to the range of different
ecosystems where they are present as a pasture component (Novo et al. 2016), which
means there is high potential for genetic improvement (Motta et al. 2017). The center of
genetic diversity is located in South America’s tropical region (Chase, 1929; Valls, 1987).
The genus is native to the southern grasslands, and is most abundant in Brazil (Rio Grande
do Sul), Uruguay and Argentina, and has previously been recognized for its high yield and
forage quality (Steiner et al., 2022). In Argentina, the region with the greatest diversity of
species is Mesopotamia (Morrone and Zuloaga, 2012).

A major objective of forage plant breeding programs in southern Brazil is to obtain
hybrids adapted to diverse edaphoclimatic conditions, which have superior biomass
production compared with cultivars already on the market (Saraiva et al.,, 2021). There is

considerable commercial and academic interest in improvement of different Paspalum
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species to increase the productivity of native pastures and extend their use as improved
cultivated pastures (Steiner et al., 2022).

The significant time and resource requirements involved in obtaining consistent
data within breeding programs, considering the extensive number of genotypes and
characters studied (Jank et al.,, 2014), necessitates the determination of the minimum
number of measurements for the selection of superior genotypes (Rodrigues et al., 2020).
This is a major issue faced by forage breeding programs, which need to determine the
number of measurements necessary to accurately estimate the differences between
genotypes (Toebe et al., 2020). This is generally determined through repeatability
analysis, which aims to predict the genotypic value of a genotype over time with
predefined determination coefficients (Chaves et al.,, 2018). The repeatability analysis
reduces time, costs and labor within the experimental period to optimize the process of
launching new cultivars to market (Torres et al., 2015; Rodrigues et al., 2020).

The objective was to estimate the repeatability coefficients of forage characteristics

in intraspecific hybrids of P. notatum Flligge using different methods.

4.2. Material and methods
4.2.1. Experimental site

The experimental site was located at latitude 30°29'26" S, longitude 51°06'42" W,
and an altitude of 62 m a.s.l in Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil. The local climate
is classified as (Cfa) according to the Képpen classification (Moreno, 1961): subtropical
with no defined dry season and the average air temperature of the hottest month
(February) exceeds 22 °C. The 40-year (1970-2010) average minimum and maximum
annual air temperatures in the region are 14.0 °C and 24.2 °C, respectively, and the annual

average air temperature is 19.6 °C. The 40-year average annual rainfall is 1398 mm. Total
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monthly rainfall (mm) and mean air temperature (°C) during the experimental period are
reported in Figure 1.

The soil is classified as an Ultisol (USDA Soil taxonomy; Santos et al., 2018). Prior to
experiment establishment soil samples (0-0.2 m) were collected. The soil analysis
showed: clay = 15%; pH (H20) = 5.4; SMP pH = 6.3; P (mg dm-3) = 15.6; K (mg dm-3) =
151.4; organic matter = 2.7%. The protocol for basal and maintenance fertilization for
perennial grasses followed the recommendation of the “Comissdo de Quimica e
Fertilidade do Solo RS/SC” (CQFS RS/SC, 2004). A total of 160 kg N /ha, in the form of urea
(46% N), was distributed across five split applications of 32 kg N/ha at the beginning of

each regrowth period.

4.2.2. Plant material and experimental design

Three tetraploid female sexual genotypes C44X (Quarin et al., 2001), Q4188, Q4205
(Quarin et al., 2003) were sourced from the Botanical Institute of Northeast Argentina
(IBONE), Corrientes, Argentina. They were crossed with two elite male tetraploid
germplasm lines (ecotypes Bagual and André da Rocha) native to the state of Rio Grande
do Sul (Table 1). The crosses were performed using the methodology described by Burton
(1948) and later adapted by Weiler et al. (2018) to create hybrid progeny. The
reproduction mode was determined based on Weiler at al. (2017). A total of 195
genotypes of P. notatum Fliigge were evaluated, including 189 hybrids, the three female
(C44X, Q4188 and Q4205) and two male (André da Rocha and Bagual) and the
commercially available cultivar 'Pensacola’.

Seeds were initially germinated in Germitest paper lined in petri dishes, under
controlled temperature and day length (8 h of light at 30 °C and 16 h of darkness at 20 °C)

in a germination chamber. Seedlings were transplanted into seedling trays until they had
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five fully expanded leaves. Seedlings were then transplanted into pots filled with Carolina
Soil™, a commercial substrate composed of peat, vermiculite, organic residue and
limestone. When the plants had four or more tillers, the tillers were separated and re-
potted into four different pots to obtain four clones to be used as replicates in the field
experiment.

The field experiment followed a randomized complete block design with four
replicates and was established at the UFRGS (Federal University of Rio Grande do Sul)
Experiment Station on 12/26/2010. Clones were transplanted into the field spacing of 1.0
m within and between rows. Immediately after transplanting the plants were watered by

sprinkler irrigation to facilitate seedling establishment.

4.2.3. Procedures and traits

The plants were cut to aresidual height of 5 cm when they reached an average height
of 20 cm. Five harvests were made between sowing and 2012 (1st harvest on
02/22/2011; 2nd harvest on 04/06/2011; 3rd harvest on 11/17/2011; 4th harvest on
01/09/2012 and 5th harvest on 03/16/2012). Measurements included plant height (PH,
cm), tiller population density (TPD, tiller plant1), leaf dry matter (LDM, g plant1), stem
dry matter (SDM, g plant), inflorescence dry matter (IDM, g plant1), total dry matter
(TDM, g plant1) and growth habit (GH).

Non-destructive observations were made before cutting on each date. Plant height
was measured from the soil surface to the curvature of the leaves, then the TPD was
quantified by counting all tillers that had expanded leaves. Growth habit (GH) was

determined by visual observation scale where 1 = prostrate and 5 = erect habit.
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Samples were separated into morphological components: leaves (leaf blades), stems
(stems and sheaths), and inflorescences, then dried in an oven at 60 °C until constant

weight. Subsequently, the leaf:stem ratio (LSR) was calculated from LDM and SDM.

4.2.4. Statistical analysis

Data were subjected to analysis of variance according to the following model:

Yijk = u+ Gi + Bk + Aj + GAyj + Ejjk

where Yijk is the observed value of genotype i in block k and within environment j; p
is the mean for the characteristic; Gi is the fixed effect of genotype i (i =1, 2, 3, ... 195); B«
is the k block (replicate) fixed effect (k =1, 2, 3 and 4); A; is the random effect of
environment j; GAj is the random effect of the interaction of genotype i with environment
J; and Ejjx is the experimental error. Therefore, Gi ~(0, ’Gg); Aj ~N(0, 63); Bk~N(0, 6}); GAj

~N(0, 55.) e Eiik~N(0, 6¢). The heritability (h?) was calculated from:

~2

h? = 0_9
62

f

Where 6; is the genotypic variance and 6f2is the phenotypic variance. Three analysis
methods were applied to the data to quantify the consistency of the estimates and obtain
more precise conclusions about the observed forage characteristics. Firstly, two analysis
of variance (ANOVA) models (ANOVA I and ANOVA II) were used to estimate the
repeatability coefficients. Principal component analysis (PCA) then quantified the matrix
of variance and covariance (PCACov) and the intraclass correlation matrix (PCACor).
Finally, structural analysis (SA) quantified the variance and covariance matrix (SACov)
and correlation matrix (SACor). The ANOVA was obtained through two models:

ANOVA |

Yij= p+ gi + €4,



123

Where Yjj is the observation referring to the i-th genotype in the j-th harvest; p:
overall average; gi: random effect of the i-th genotype under the influence of the
permanent environment (i = 1, 2, .., p = 195 genotypes); and, ¢ij: effect of the temporary
environment associated with the j-th measurement on the i-th genotype (j = 1, 2, .., ni).
The repeatability coefficient (r) was obtained by:

Cov(Yie, Vi) 6_gz_ 5gz

VOOV (Yy) 0F G2 +62

ANOVA II

Yij= p+ git+ aj + ey,

Where Yj is the observation referring to the i-th genotype in the j-th harvest; p:
overall average; gi: random effect of the i-th genotype under the influence of the
environment (i = 1, 2, .., p); aj: quantifies the fixed effect of the temporary environment on
the j-th measurement (j = 1,2, .., ni), and &ij: quantifies experimental error established by
temporary effects of the environment on the j-th measurement of the i-th genotype. The
repeatability coefficient is calculated by the same equation described above for ANOVA 1.

Two PCA models were then applied. The first evaluated the matrix of phenotypic

variances and covariances (PCACov) by:
~ _ M=}
r=0p) =557
Where 4, is the largest eigenvalue, associated with the eigenvector, whose elements
have the same sign and close magnitude; 6= 6; + 62 and n= number of harvests. The
method of principal components through the correlation matrix (PCACor), consisted of
obtaining a correlation matrix between the genotypes in each pair of harvests. In this
matrix, the eigenvalues were determined (A) and the eigenvectors (a) normalized. The

eigenvector whose elements have the same sign and close magnitudes quantified the

tendency of the genotypes to maintain their relative positions over time. Therefore, the
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estimator of the repeatability coefficient is the proportion of the eigenvalue associated

with this eigenvector, expressed by:

A
r=—=%
2jrk

Being j = 1, 2, .., n in which n= number of harvests; and A, eigenvalue associated
with the eigenvector, whose elements have the same sign and similar magnitude. A, is
influenced by the number of genotype measurements (Rutledge, 1974). Therefore, r

becomes more suitable for calculating the repeatability coefficient, which is obtained by:

r:/h—l
n-1

Where 4, =1+ (41— 1)p in which A; is the eigenvalue of r associated with the
eigenvector whose elements have the same sign and magnitude; n = number of harvests;
p = genotypes (195). Both methods (PCACov and PCACor) were pioneered by
Abeywardena (1972).

Similar to the PCA method, SA can be obtained by covariance matrix (SACov), where

ris calculated, using the eigenvector (a) and the covariance matrix:

a'fa — 62
=<
6y (n—1)

The structural analysis based on the correlation matrix (SACor) is determined by:

a'ta—1

r = 7’]—1

Where a'= .1/\/5] represents the eigenvector with parametric elements

[L

7
associated with the highest eigenvalue of r. The repeatability estimator is the arithmetic
mean of the phenotypic correlations between genotypes, considering each part of

evaluations and expressed by:

2

r=5 X Y<irij
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The estimator is equivalent to that obtained by the analysis of variance. The
genotypic stabilization of forage characters was evaluated by ANOVA Il and PCA methods
based on the intraclass correlation matrix for successive measures until all evaluations
were performed. Therefore, n-1 analyzes were performed on two consecutive
measurements; the n-2 analyzes were performed in three consecutive evaluations until
all five measurement dates had been evaluated. All data were analyzed with GENES (Cruz,

2016) statistical software.

4.3. Results

The analysis of variance of the forage variables was statistically significant for all
effects tested (genotype, harvest and their interaction), except PH which showed
significant differences for main effects (genotype and harvest) only (Table 2).
Experimental (CVe; 38.3 (GH) to 128.4% (TPD)) and genetic (CVg 18.1 (GH) to 77.9%
(SDM)) coefficients of variation were high for all characters evaluated (Table 2).
Heritability estimates ranged from 0.33 (LSR) to 0.95 (PH). Characters of interest within
the forage plant genetic improvement program, associated with forage quality and
production, such as LDM (0.85) and TDM (0.81) also had high heritability values.

The presence of significant Genotype*Harvest interactions for all forage
characters, except PH, reinforced the need to estimate the repeatability coefficients for
the characters because responses vary over time (Table 3). For TDM, the repeatability
coefficients (p) ranged from 0.19 (ANOVA II) to 0.88 (PCACov). With the exception of the
ANOVA II method (54%), the coefficient of determination (R*) exceeded 80%, which
indicated reliability in identifying P. notatum genotypes with superior TDM (Table 3). The
pattern of the PCACov and ANOVA I, which produced the highest and lowest repeatability

coefficients, respectively, was repeated for the other characteristics evaluated in the
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study. The p values obtained for TDM and LDM traits were closely correlated, which
indicated that the genotypes evaluated in this experiment performed well for important
agronomic traits required for future genetic improvement. The LSR p were poor and
ranged from 0.03 (ANOVA II) to 0.49 (PCACov), with associated R* from 12 to 83%,
respectively. Analysis showed PCACov, PCACor and SACov methods almost consistently
gave the highest coefficients of repeatability for all characteristics evaluated, while
ANOVA I, ANOVA IT and SACor had the lowest values of the repeatability coefficients.

The estimated minimum number of harvests needed to select the best hybrids
identified by the five analysis methods for TDM, with a precision of 0.85, ranged from 1
(PCACov) to 24 (ANOVA II; Table 4). When the precision level was increased to 0.95
minimum harvest numbers for TDM increased for all methods and ranged from 3
(PCACov) to 79 (ANOVAII). For LDM, an agronomically important trait which provides an
indirect measure of forage quality, the estimated number of harvests required for a
precision of 0.85 ranged from 1 (PCACov) to 16 (ANOVA II). Increasing the required
precision level to 0.95 meant the minimum number of harvests increased to 3 and 54,
respectively. Across all traits evaluated, the estimated minimum number of harvests
identified by all five analysis methods was the highest for LSR and varied substantially
across methods within a specific precision level. For example, the minimum number of
harvests ranged from 6 (PCACov) to 198 (ANOVA II) with precision of 0.85 and from 20
(PCACov) to 663 (ANOVA II) with a precision of 0.95.

Estimated minimum harvest numbers were higher for ANOVA II and [ methods,
when compared with PCACov, PCACor and SA. The principal components method
generated the lowest estimates, especially when based on the variance and covariance
matrix (PCACov). Structural analysis (SA) produced values very close to PCACor for most

of the characteristics studied.
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In general, forage characteristics evaluated by PCACor, had higher genotypic
stability values than those produced by the ANOVA Il model (Table 5). For LDM, SDM, LSR,
IDM and TDM variables the highest repeatability coefficients were obtained when
harvests 1 and 2 were correlated, regardless of the method used. The highest repeatability
coefficients for TPD (p = 0.84; R* = 91.5%) and GH (p = 0.67; R* = 80.2%) traits were
observed for the correlation of harvests 3 and 4, and for PH using harvests 4 and 5 (p =
0.94; R* = 96.7%). High repeatability coefficients were observed for most of the characters
studied. The exception was the LSR trait, which indicated this trait was not stable among

the genotypes evaluated.

4.4. Discussion

The basic premise for selection is the presence and knowledge of genetic variability
within the population (Nielson et al., 2014; Figueiredo et al,, 2019; Sant’Anna et al., 2021;
Steiner et al., 2022). The findings of the present study indicated genetic variability existed
among the hybrids evaluated, which allows genetic gain via direct selection in all traits
quantified (Table 2).

The experimental (CVe) and genetic (CVg) variation coefficients were higher than
those found by other authors who have previously evaluated forage characteristics
(Machado et al., 2021; Silveira et al., 2022) or seed production traits (Lopes et al., 2017;
Lopes et al., 2019) of P. notatum hybrids. The current experiment found CVe was always
greater than CVg (Table 2), which showed the environmental effect dominated results
rather than genetic effects. This result is contradictory to previous studies because with
greater experimental precision the greatest expressions of genotypic variability were not
expressed (Shimoya et al., 2002). The tendency of a greater CVe compared with CVg was

not observed by Lopes et al. (2019). Precision (CVe) and repeatability (p) are influenced
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by management decisions, experimental design and/or biotic and abiotic factors (Johnson
& Frey, 1967; Vela-Cardenas & Frey, 1972; Neyhart et al., 2022). Furthermore, early
selection in perennial plants can be affected by numerous factors, such as slow
establishment, which would lead to high coefficients of experimental variation.
Additionally, the seedlings were very young when transplanted, which may have led to an
increase in the coefficients of variation. Conversely, high CVe values can mean greater
phenotypic variation (Wang et al.,, 2022). At the same time, CVg provides information
about the magnitude of the variability present within the population. This allows
comparison of the levels of genetic variability present among different genotypes,
environments and traits (Ferrdo et al., 2008). The current experiment has confirmed that
genetic variability studies within breeding programs must quantify both CVe and CVyg
during analysis (Cortes et al., 2019). Populations which exhibit high CVg indicate potential
for improvement via genetic gains in the breeding program (Zanata et al., 2010). The main
advantage of utilizing the coefficient of variation in trait analysis is to enable the
quantification and weighting of the proportion of variation within a population, which
exists due to genetic and environmental factors (Kampa et al., 2020). This parameter,
along with the heritability (h?), provides the basis for decision-making to increase forage
production within the current P. notatum Fliigge breeding program.

Heritability (h?) values quantify how much of the total observed variation was
caused by genotypic factors (Ferreira et al., 2020). Resende (2015) classified h? into three
classes; low (h?< 0.15), moderate (0.15 < h? < 0.50) and high (h? > 0.50). Accordingly, the
heritability parameter generated in the analysis of this experiment (Table 2) were high
for most of forage traits evaluated. The exception was LSR, which is greatly influenced by
environmental conditions over time. Higher heritability values allow the identification of

superior hybrids within the population studied. Selection of these hybrids in the next
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stage of the breeding program could improve forage gains obtained in subsequently
selected progeny (Majidi et al., 2009).

The high number of genotypes and characters studied within breeding programs
(Jank et al., 2014), requires significant time and resources to obtain consistent data, and
needs an estimate of the minimum number of measurements for selection of superior
genotypes (Rodrigues et al., 2020). Therefore, several studies have been conducted in
order to estimate the repeatability (p) of characteristics of interest in forage plants
including Urochloa spp. (Basso et al., 2009; Souza Sobrinho et al., 2010; Teixeira et al,,
2011; Martuscello et al., 2013; Matias et al.,, 2016; Coélho et al., 2018; Figueiredo et al,,
2019), Megathyrsus maximus (Martuscello et al., 2007; Braz et al., 2015; Martuscello et al.,
2015; Coélho et al., 2018; Ferreira et al., 2019), Medicago sativa L. (Botrel et al., 2000;
Ferreira et al.,, 2010), Pennisetum purpureum Schum. (Shimoya et al., 2002; Rodrigues et
al., 2020) and Lolium multiflorum Lamarck (Rios et al., 2019). Until now this information
has not been available Paspalum species. The p value indicates a consistent ranking of
genotypic performance in a specific location over time (Neyhart et al., 2022). In our study,
p values were medium to high for most characteristics (Table 3), based on the criteria of
Resende (2002). In most cases, the highest estimates were obtained through the PCACov
analysis method, followed by PCACor. These results are supported by previously
published work, which has also shown estimates of p by ANOVA are generally lower than
the estimates obtained by other methods (Cargnelutti Filho et al., 2004; Martuscello et al.,
2007; Martuscello et al., 2015). Our work showed that the PCACov method estimates of p
tended to be higher than those obtained by the other methods, which is supported by the
results of Martuscello et al. (2015). The difference among p estimates from the analysis
methods indicated evaluation by more than one analysis method is required to obtain a

reliable parameter. Evaluation of the analysis procedure as a whole means the real value
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can probably be found within the range of estimates calculated (Martuscello et al., 2007).
In this context, identification of the most appropriate analysis method should be used as
a strategy to improve parameter estimates for future decision making (Martuscello et al.,
2015).

The study of genotypic stabilization contributes to increasing the reliability of the
selection process for a trait by identifying groups of repeated measurements with a higher
level of association. This is based on the assumption that gene expression can be
influenced not only by the stage of development but also by various climatic conditions
and management changes that plants experience throughout the year (Braz et al., 2015).
For most traits studied here, genotypic stabilization between two harvests showed the
highest correlation (Table 5). The evaluation between successive harvests may not
represent genotypic stabilization, but the occurrence of two very similar harvests
(Ferreira et al., 2019). This probably reflects they have been exposed to similar
environmental conditions, rather than non-adjacent harvests, which likely experience
less similar environmental conditions due to seasonal changes. It is necessary to include
longer evaluation periods, with more harvests to determine genotypic stabilization. Thus,
the evaluation of stabilized genotypes to obtain p estimates is extremely important for
selecting material within breeding programmes (Martuscello et al., 2015).

Finally, our study reports for the first time, estimates of the repeatability coefficient
for forage production traits in hybrids of P. notatum Fliigge. Our results showed values
differed among the methodologies applied (Table 3). In general, the repeatability
coefficient estimates were of medium to high magnitude for most traits evaluated and
indicated reliability in identifying superior hybrids of P. notatum Fliigge. For all methods
evaluated it was shown that increasing the accuracy from 0.85 to 0.95 would require a

large increase in the number of harvests, but add little in terms of precision especially
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when there are many hybrids to be evaluated within the improvement program. In
addition, the h* and CV; genetic parameters indicated a favorable situation for genetic

gains with selection within the studied population.

4.5. Conclusion

For reliable early selection based on LDM, LSR and TDM traits of P. notatum Fliigge,
two to four harvests are recommended. Broad heritability for most of the characters
studied suggested this would provide a favorable situation for direct selection for
increased forage production.

The principal component analysis, based on the covariance matrix, had the highest
repeatability estimates compared with the other methods. For early selection this method

is recommended for identification of superior hybrids of P. notatum Fliigge.
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Figure 1. Total monthly rainfall (mm; bars) and mean monthly air temperature (°C; lines)
during the experimental period. Black lines and bars are the 40-yr mean (1970-

2010).
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Table 1. Female (? 4x; n=3), male (&' 4x; n=2) parents and hybrids (n=189) of Paspalum notatum Fliigge evaluated. The commercially

available cultivar ‘Pensacola’ was included as a control. (Total lines evaluated n=195).

d4x  94x Family N¢hybrids® Hybrids

Q4188 André da Rocha A 29 A10; A11; A12; A13; A14; A15; A16; A17; A18; A2; A20; A21; A22; A23; A24; A25;
A26; A27; A28; A29; A31; A32; A33; A35; A36; A37; A38; A7; A8

Q4188 Bagual B 44 B1; B10; B11; B12; B13; B14; B15; B16; B17; B18; B19; B2; B20; B21; B22; B23; B25;
B26; B27; B28; B29; B3; B30; B31; B32; B33; B34; B35; B36; B37; B38; B39; B4; B40;
B41; B42; B43; B44; B5; B52; B6; B7; B8; B9

Q4205 André da Rocha C 35 C1;C10; C11;C12; C13; C14; C15;C16;C17;C18; C19; C2; C20; C21; C22; C23; C24;
C25; C26; C27; C28; C29; C3; C30; C31; C32; C34; C35; C36; C4; C5; C6; C7;C8; C9

Q4205 Bagual D 26 D1;D10; D11; D12; D13; D14; D16; D17; D18; D19
D2; D20; D21; D22; D23; D24; D25; D26; D27; D3; D4; D5; D6; D7; D8; D9

C44X  André da Rocha E 23 E1; E10; E11; E12; E13; E14; E15; E16; E17; E18; E19; E2; E20; E21; E22; E24; E3;
E4; E5; E6; E7; E8; E9

C44X  Bagual F 32 F1; F10; F11; F12; F13; F14; F15; F16; F17; F18; F2; F20; F21; F22; F23; F24; F25;

F26; F27; F28; F29; F3; F30; F31; F32; F33; F4; F5; F6; F7; F8; F9
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Table 2. Summary of analysis of variance for forage traits in 195 genotypes of

Paspalum notatum Fligge for leaf dry matter (LDM); stem dry matter (SDM);

leaf:stem ratio (LSR); inflorescence dry matter (IDM); total dry matter (TDM); tiller

population density per plant (TPD); plant height (PH) and growth habit (GH).

Medium square

SV

GL LDM SDM LSR IDM
Blocks 3 11580.56 1158.24 1150.13 201.93
Genotype 194 5066.38** 951.85**  1431.43** 159.59**
Harvest 4 214768.30** 49129.64** 59181.89** 10134.09**
Interaction 776 739.84** 328.80** 953.36** 73.07**
Error 2922 347.33 75.54 522.90 19.57
Maximum - 228.70 151.20 520.00 82.90
Minimum - 0.10 0.03 0.10 0.02
Mean - 25.46 10.57 13.04 5.13
CVg (%) - 61.86 77.91 40.22 74.76
CVe (%) - 78.38 121.32 188.14 159.01
h? - 0.85 0.65 0.33 0.54

Medium square

Y%

GL TDM TPD PH GH
Blocks 3 24253.66 122018.51 208.98 17.10
Genotype 194 11155.69** 67292.50** 329.70** 5.07**
Harvest 4 578112.61** 6038487.70** 15160.67** 36.82**
Interaction 776 2126.06* 30099.07* 16.75ns 1.31%*
Error 2922 744.79 13467.87 22.83 0.84
Maximum - 440.10 6223.00 56.00 5
Minimum - 0.10 1.00 3.00 1
Mean - 36.15 96.82 14.66 3
CVg (%) - 62.93 47.71 28.92 18.13
CVe (%) - 80.83 128.40 34.93 38.31
h? - 0.81 0.55 0.95 0.74

Notes: significance levels are: * = P<0.01; ** =0.05 and s = not significant. CVg: genetic coefficient of
variation; CVe: experimental coefficient of variation; hZ: heritability.
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Table 3. Estimates of the repeatability coefficient () and their respective
determination coefficients (R?) derived from different analysis methods for leaf dry
matter (LDM); stem dry matter (SDM); leaf:stem ratio (LSR); inflorescence dry
matter (IDM); total dry matter (TDM); tiller population density per plant (TPD);
plant height (PH) and growth habit (GH) measured in 195 genotypes of Paspalum

notatum Fligge.

LDM LSR IDM

Methods*
5 R2 b R p R p R2

ANOVA 0.54 8540 0.27 65.46 0.09 3340 0.19 54.22
ANOVAII 0.26 63.73 0.11 39.16 0.03 1254 0.05 21.89
PCACov 0.85 96.71 0.90 97.78 0.49 8297 0.93 98,58
PCACor 0.76 9394 0.53 84.87 0.23 59.67 044 79.75
SACov 0.75 9390 0.51 84.08 0.15 4780 040 77.22
SACor 0.54 8540 0.27 65.46 0.09 3340 0.19 54.22

TDM PH GH
Methods* p R? p RZ P R? p R?
ANOVA 1 046 8094 0.20 55.27 0.79 9492 0.37 74.23
ANOVA I 0.19 5446 0.02 948 0.33 7137 032 70.64
PCACov 0.88 97.30 0.95 98.87 0.81 9558 046 81.01
PCACor 0.74 93.56 0.67 9094 0.82 9585 043 79.16
SACov 0.74 93.54 0.66 90.82 0.82 9581 036 73.39
SACor 046 8094 0.20 55.27 0.79 9492 0.37 74.23

Notes: *Analysis of variance (ANOVA); principal components analysis based on the residual variance
and covariance matrix (PCACov); principal components analysis based on the correlation matrix
(PCACor); structural analysis based on the covariance matrix (SACov) and structural analysis based
on the correlation matrix (SACor).
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Table 4. Minimum number of measurements required by different analysis methods to identify superior hybrids for leaf dry matter (LDM);
stem dry matter (SDM); leaf:stem ratio (LSR); inflorescence dry matter (IDM); total dry matter (TDM); tiller population density per plant

(TPD); plant height (PH) and growth habit (GH) in 195 hybrids of Paspalum notatum Fliigge.

LDM SDM
R? ANOVAI ANOVA 1l PCACov PCACor SA R? ANOVAI ANOVA I PCACov PCACor SA
0.80 3 11 1 1 1 0.80 11 31 0 4 4
0.85 5 16 1 2 2 0.85 15 44 1 5
0.90 8 26 2 3 3 0.90 24 70 1 8 9
0.95 16 54 3 6 6 0.95 50 148 2 17 18
0.99 85 282 17 32 32 0.99 261 769 11 88 94
LSR IDM
R? ANOVAI ANOVA I PCACov PCACor SA R? ANOVAI ANOVA I PCACov PCACor SA
0.80 40 140 4 14 22 0.80 17 71 0 5 6
0.85 57 198 6 19 31 0.85 24 101 0 7 8
0.90 90 314 9 30 49 0.90 38 161 1 11 13
0.95 189 663 20 64 104 0.95 80 339 1 24 28
0.99 987 3453 102 335 541 0.99 418 1766 7 126 146
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TDM TPD
R? ANOVAI ANOVA Il PCACov PCACor SA R® ANOVAI ANOVA I PCACov PCACor SA
0.80 5 17 1 1 1 0.80 16 191 0 2 2
0.85 7 24 1 2 2 0.85 23 270 0 3 3
0.90 11 38 1 3 3 0.90 36 430 1 4 5
0.95 22 79 3 7 7 0.95 77 907 1 9 10
0.99 117 414 14 34 34 0.99 401 4725 6 49 50
PH GH
R? ANOVAI ANOVA I PCACov PCACor SA R? ANOVAI ANOVA I PCACov PCACor SA
0.80 1 8 1 1 1 0.80 7 8 5 5 7
0.85 2 11 1 1 1 0.85 10 12 7 7 10
0.90 2 18 2 2 2 0.90 16 19 11 12 16
0.95 5 38 4 4 4 0.95 33 39 22 25 34
0.99 26 199 23 21 22 0.99 172 206 116 130 179

Notes: *Analysis of variance (ANOVA); principal components analysis based on the residual variance and covariance matrix (PCACov); principal components

analysis based on the correlation matrix (PCACor); structural analysis based on the covariance matrix (SACov) and structural analysis based on the correlation
matrix (SACor).
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Table 5. Coefficient of repeatability (p) and determination coefficients (R2) for
comparisons of harvest times generated by ANOVA II and PCACor analysis methods to
evaluate genotypic stability of leaf dry matter (LDM); stem dry matter (SDM); leaf:stem
ratio (LSR); inflorescence dry matter (IDM); total dry matter (TDM); tiller population
density per plant (TPD); plant height (PH) and growth habit (GH) in 195 hybrids of

Paspalum notatum Flugge.

LDM SDM
ANOVA II PCACor ANOVA II PCACor
N p R? p R? p R? p R?
2 092 9586 092 9587 | 083 90.76 0.84 9157
2 057 7258 077 8732|024 3813 039 56.20
3-4 2 083 9091 089 9413 | 0.17 2937 030 46.72
4-5 2 061 7575 087 9315|035 5196 077 86.73
1-3 3 060 8159 081 9256 | 050 7530 0.55 7845

3

3

4

4

5

Harvests
1-2
2-3

2-4 0.70 87.71 080 92.24 | 0.31 57.35 038 64.42
3-5 0.69 87.10 086 94.79 | 0.21 44.21 051 75.72
1-4 0.67 8894 0.78 9359 | 041 7324 046 76.99
2-5 0.59 8519 0.78 93,53 | 0.25 57.31 0.52 81.46
1-5 0.54 8540 0.76 9394 | 0.27 6546 0.53 84.87
LSR IDM
ANOVA I PCACor ANOVA I PCACor

Harvests
1-2
2-3

N p R? p R? p R? p R?
2 037 5396 039 5561|065 7867 076 86.10
2 000 079 001 150 |0.12 2143 020 33.02
3-4 2 028 4368 030 4599 | 011 19.01 0.16 2822
4-5 2 003 577 003 632 |025 3948 0.63 77.33
1-3 3 000 013 020 4289 | 037 63.84 042 68.72

3

3

4

4

5

2-4 0.14 3273 0.15 3490 | 0.23 47.22 025 49.61
3-5 0.13 30.88 0.15 34.67 | 0.14 32.62 036 6299
1-4 0.09 2734 0.14 39.73 | 030 63.16 035 67.86
2-5 0.12 3473 0.22 5245 | 0.20 50.05 042 7446

1-5 0.09 3340 0.23 59.67 | 0.19 54.22 044 79.75




TDM TPD
ANOVAII PCACor ANOVA I PCACor

Harvests N p R? p R? p R? p R?

1-2 2 093 96.24 093 096.28 | 0.77 86.85 0.88 93.65
2-3 2 069 8192 075 8552 | 0.72 84.00 0.76 86.56
3-4 2 082 90.12 083 9066 | 0.84 9148 0.85 91.67
4-5 2 052 6816 092 9568 | 0.26 40.84 0.71 82.96
1-3 3 074 8931 079 9196 | 0.64 84.37 0.77 90.74
2-4 3 074 8944 076 9036 | 0.72 88.71 0.74 89.76
3-5 3 053 7716 084 9392 | 0.26 51.60 0.75 90.04
1-4 4 073 9144 0.76 9252 | 0.63 87.29 0.71 90.86
2-5 4 048 7864 0.77 9299 | 0.23 54.63 0.70 90.16
1-5 5 046 8094 0.74 9356 | 0.20 55.27 0.67 90.94

PH GH
ANOVAII PCACor ANOVAII PCACor

Harvests N p R? p R? p R? p R?

1-2 2 080 89.04 087 9291 | 0.60 74.67 0.61 75.86
2-3 2 077 8692 077 87.08 | 063 77.10 0.63 77.17
3-4 2 088 9368 088 9368 | 067 80.26 067 80.29
4-5 2 094 96.66 094 96.83 | 0.02 3.18 0.02 3.20
1-3 3 075 90.09 079 9185 | 059 81.27 0.60 81.95
2-4 3 079 9185 079 9187 | 0.61 82.64 0.61 82.70
3-5 3 092 9719 092 9730 | 0.25 4952 0.34 60.24
1-4 4 0.75 9235 0.78 9341 | 0.56 83.76 0.57 84.40
2-5 4 085 9574 085 9583 | 0.33 6594 041 73.53
1-5 5 079 9492 082 9585 | 0.37 74.23 0.43 79.16

148
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa se propds a investigar a variabilidade genética de
diferentes populacbes em Paspalum para caracteres de producdo de forragem,
rendimento de sementes e qualidade fisica, fisiologica e sanitaria de sementes, com
0 objetivo de implementar técnicas biométricas baseadas em dados fenotipicos. As
conclusbes deste estudo confirmaram nossas hipoteses e demonstraram a
importancia dessas abordagens no melhoramento de plantas, especificamente em
programas de melhoramento de espécies do género Paspalum.

Cabe ressaltar que a presenca de variabilidade genética na producédo de
forragem e a alta herdabilidade genotipica média para o carater altura da planta
sugerem que a selecéo direta com base nesse caractere poderia aumentar a producao
de forragem. Recomenda-se a realizacdo de duas a quatro colheitas para selecao
confiavel em hibridos de P. notatum com base em caracteres como massa seca de
folhas e producdao total de matéria seca. A analise de componentes principais mostrou
ser o método mais apropriado para sele¢éo precoce de hibridos superiores através da
analise de repetibilidade.

A selecado precoce de ecétipos superiores em P. lepton pode ser mais eficaz
com base na massa seca das folhas para aprimorar a produtividade da espécie.
Recomendamos a realizacdo de dois a dez cortes para sele¢do confiavel com base
em caracteres forrageiros. No entanto, caracteres como a producdo de matéria seca
demonstraram alta repetibilidade, indicando que dois cortes séo suficientes para uma
selecdo precoce com no minimo 80% de certeza. Os ecotipos L3.17 e L3.01
mostraram desempenho forrageiro promissor. O numero de sementes por
inflorescéncia e o0 nimero de sementes por racemos apresentam correlacdes
moderadas com o rendimento de sementes puras, destacando a importancia dessas
caracteristicas na selecdo de ecotipos superiores. A incidéncia de Claviceps paspali
afeta negativamente a qualidade fisiolégica de sementes. Caracteristicas
relacionadas ao rendimento de sementes tém menor repetibilidade em comparacao
com as associadas a qualidade fisiolégica, destacando a importancia dessas
informacdes em programas de melhoramento genético. Por fim, os ecétipos L3.18 e
L3.22 apresentaram desempenho superior em termos de rendimento de sementes,
enquanto os ecotipos L5.19, L3.02, L3.04, L2.07, L2.17, L2.16, L2.06, L2.10, L8.04,
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L3.08, L1.16, L4.09, L1.06 e L6.05 demonstraram desempenho superior em relacao a
qualidade fisiologica das sementes.

Através da analise multivariada, estimativas de parametros genéticos, analises
de correlagdo genética, candnica e andlises de trilha, identificamos caracteres e
ecotipos promissores que podem ser incorporados em futuros cruzamentos e hibridos
superiores que podem seguir nas proximas etapas do programa de melhoramento
genético. A selecdo com base em caracteres como producéo de forragem, rendimento
e qualidade de sementes demonstrou ser eficaz, e a selegcédo precoce com base em
caracteristicas especificas foi recomendada em diferentes cenarios. Além disso, a
analise de componentes principais com base na matriz de correlacdo se destacou
como uma ferramenta Gtil na identificacdo de ecétipos superiores para selecédo
precoce.

Esses resultados indicam que a variabilidade genética em Paspalum € uma
realidade para a maioria dos caracteres estudados, e que as técnicas biométricas
desempenham um papel crucial no aumento dos ganhos genéticos. Portanto, este
estudo contribui significativamente para o programa de melhoramento de Paspalum
conduzido na UFRGS, fornecendo insights valiosos para a selecdo de gendétipos
superiores em relacdo ao rendimento de forragem, rendimento e qualidade de
sementes. O uso de técnicas biométricas e andlises multivariadas se mostrou

essencial para alcancar esses objetivos.
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APENDICES

Tabela 3. Croqui experimental para o experimento | (producédo de forragem) e
experimento Il (producdo de sementes) em oitenta e quatro ecotipos de P. lepton.

Forragem Sementes

Bloco 1 Bloco 3 Bloco 1 Bloco 3
L7. L7. L4. L1. L7. L7. L4. L1.
20 15 1 9 20 15 1 9
L6. L6. L6. L1. L6. L6. L6. L1.
1 5 5 10 1 5 5 10
L6. L2. L6. LA4. L6. L2. L6. LA4.
8 1 22 21 8 1 22 21
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