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RESUMO
O déficit hidrico no solo é considerado uma condicdo de estresse abiodtico grave, que
restringe em grande escala a produtividade agricola mundial. Com isso, identificar
caracteristicas de forma precoce que sejam associadas a aclimatagdo a seca em
milho-pipoca contribui para a selecdo de gendétipos tolerantes ao déficit hidricos e/ou
eficientes no uso da agua. O espectro de infravermelho proximo (NIR) tem sido
utilizado para a identificagdo de compostos organicos e inorganicos, abrindo
oportunidades para a discriminagao de regimes hidricos e para a sele¢cao de plantas.
O presente trabalho teve como base as seguintes indagagbes: i) a variabilidade
genética detectada em caracteres agrondmicos de rendimento de grdos (RG),
capacidade de expansao (CE) e volume de pipoca expandida por hectare (VP) pode
ser associada as estimativas de espectro do NIR e, assim, ser possivel a selegcao
indireta via espectroscopia? ii) haveria a possibilidade de se detectar diferengas entre
as condigbes hidricas distintas aplicadas ao solo via NIR? iii) seria possivel identificar
os estadios fenologicos do milho-pipoca via NIR, cultivado em condi¢gdes hidricas
contrastantes, uma vez que as transformacdes morfofisioldgicas ocorrem nas plantas
durante o seu desenvolvimento? Para investigar esses questionamentos, foram
utilizadas treze linhagens S; de milho-pipoca com capacidade de expansao superior a
25 mL g', para as quais avaliou-se o impacto do estresse hidrico em relacdo as
caracteristicas RG, CE e VP, correlacionando-as com os indices espectrais do
infravermelho préximo (NIR), com espectro de 908 a 1680nm. As linhagens foram
cultivadas sob as condigbes hidricas (CH) de irrigagéo plena (WW) — caracterizada
pela manutencéo da capacidade de campo até o final do ciclo — e de estresse hidrico
(WS), que se configurou pela suspensdo da irrigacdo no estadio da pré-antese
masculina, perdurando até a colheita. Em cada condi¢cdo hidrica, o delineamento
experimental utilizado foi blocos completos casualizados (DBC), com trés repeticbes
para cada parcela. Para a obtencao espectral foram realizadas cinco mensuracdes do
espectro de NIR em duas partes do colmo das plantas de milho-pipoca, a saber:
préximo da raiz, acima da linha do solo, e proximo da espiga principal, mais
especificamente na regido mediana da planta. As mensuragdes ocorreram apos a
imposicao do déficit hidrico em relagao a antese masculina, sendo elas a -19, -6, antes
da antese masculina 3, 11 e 23 apds a antese masculina. Na colheita, estimaram-se
as caracteristicas agronémicas RG, CE e VP. Como resultados, essas caracteristicas
apresentaram diferencas estatisticas na analise individual para ambiente e na analise

conjunta para a interacdo gendtipo*condicao hidrica. Nao foi possivel associar os



espectros de NIR as caracteristicas RG, CE e VP, devido a auséncia de

correlacdo com base nos valores de R? decorrentes da analise de SNV, 12 derivada e
SNV + 12 derivada, afim de ajustar o espectro a linha de base. Por sua vez, a CH, o
estadio fenoldgico em relagdo a antese masculina e o somatério CH + estadio
fenoldgico possibilitaram associagdes, tornando-se opgdes para a discriminagdo da
adaptacao de gendtipos ao déficit hidrico. Com isso, foi possivel diferenciar, via NIR,
as condicdes hidricas aplicadas e associar o estadio fenolégico no qual a planta se
apresentava. A linhagem L217 expressou maiores estimativas de RG e VP, entretanto,
menor valor de CE em condicdo de seca. Ja as linhagens L220, L510 e L684
apresentaram maiores estimativas de CE em WS, sendo, pois, genitores de interesse
para serem utilizados em programas de melhoramento com o intuito de aumentar a
capacidade de expansdo do milho-pipoca. Apesar de ndo se conseguir resultados
satisfatérios na correlacdo dos espectros para com as caracteristicas RG, CE e VP,
julgam-se oportunos novos estudos que permitam uma melhor padronizagcdo na
obtencdo dos dados e que contemplem a utilizagdo de um maior numero de gendtipos,
de modo que seja possivel vislumbrar a discriminagdo espectral via NIR de

caracteristicas de rendimento e de qualidade dos gréos.

Palavras-chave: NIR, capacidade de expanséo, estresse hidrico, estadio fenoldgico.



ABSTRACT

Soil water deficit is considered a condition of severe abiotic stress, which greatly
restricts world agricultural productivity. Thus, identifying early traits that are associated
with drought acclimatization in popcorn contributes to the selection of genotypes
tolerant to water deficit and/or efficient in water use. The near infrared (NIR) spectrum
has been used for the identification of organic and inorganic compounds, opening
opportunities for the deficiency of water regimes and for the selection of plants. The
present work was based on the following questions: i) the genetic variability detected in
agronomic traits of grain yield (RG capacity), expansion (EC) and volume of popped
popcorn per hectare (VP) can be associated with expectations of spectrum of the NIR
and, thus, be possible the indirect selection via spectroscopy? ii) would it be possible to
detect the difference between different water conditions applied to the soil via NIR? iii)
would it be possible to identify the phenological stages of popcorn via NIR, cultivated in
contrasting water conditions, since morphophysiological transformations occur in plants
during their development? For these questions, thirteen S7 popcorn lines with an
expansion capacity greater than 25 mL g-1 were used to evaluate the impact of water
stress in relation to the characteristics RG, CE and VP, correlating them with the near
infrared (NIR) spectral indices, with a spectrum from 908 to 1680nm. The lines were
cultivated under water conditions (CH) of full irrigation (WW) — characterized by the
maintenance of field capacity until the end of the cycle — and water stress (WS), which
are configured by the suspension of irrigation in the pre-season stage. -male anthesis,
lasting until harvest. In each water condition, the experimental design used was
randomized complete blocks (DBC), with three replications for each plot. To obtain
spectra, five measurements of the NIR spectrum were carried out in two parts of the
stem of popcorn plants, namely: close to the root, above the ground line, and close to
the main ear, more specifically in the middle region of the plant. . Measurements took
place after the imposition of water deficit in relation to male anthesis, being -19, -6,
before male anthesis 3, 11 and 23 after male anthesis. At harvest, the agronomic
characteristics RG, EC and VP were estimated. As a result, these characteristics
differed statistically in the individual analysis for the environment and in the joint
analysis for the genotype*water condition interaction. It was not possible to associate
the NIR spectra with the RG, EC and VP characteristics, due to the absence of

naturally based on the R2 values resulting from the analysis of SNV, 1st derivative and
SNV + 1st derivative, in order to adjust the spectrum to the baseline. In turn, the HC,
the phenological stage in relation to male anthesis and the sum of HC + phenological

stage allowed associations, becoming options for including the adaptation of genotypes

Xii



to water deficit. With this, it was possible to differentiate, via NIR, the water conditions
applied and to associate the phenological stage in which the plant presented itself.
Lineage L217 expresses higher estimates of RG and VP, however, lower EC value in
drought condition. On the other hand, the lines L220, L510 and L684 presented the
highest expected CE in WS, being, therefore, parents of interest to be used in breeding
programs with the aim of increasing the expansion capacity of popcorn. Despite not
obtaining forced results in the variation of the spectra for the RG, EC and VP
characteristics, new studies were considered fair, which provoked a better
standardization in obtaining the data and which contemplate the use of a greater
number of genotypes, so that that it is possible to envisage the spectral detection via

NIR of grain yield and quality characteristics.

Keywords: NIR, expansion capacity, water stress, phenological stage.
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1- INTRODUGAO

O mercado atual de sementes oferece cultivares de milho-pipoca com elevado
potencial de rendimento de graos, entretanto, isso ocorre para condi¢gdes 6timas de
agua no solo. Contudo, estresses abidticos, como o déficit hidrico, tem dificultado o
desenvolvimento pleno de diferentes espécies (ARAUS et al., 2011; ADEBAYO et al.,
2014; AHMED et al., 2015; AFSHAR et al., 2016; HUSSAIN et al., 2018; KAMPHORST
et al., 2018a; NASHIRIM et al., 2020; LIMA et al., 2021; LEITE et al.,, 2022). Os
eventos de seca vém aumentando devido as mudancas climaticas, decorrente da
concentracdo de gases de efeito estufa, alterando os indices pluviométricos e
aumentando a temperatura global. Esses efeitos vém interferindo negativamente no
cultivo das espécies agricolas, principalmente em regides tropicais e subtropicais (ZIA
et al.,, 2013, ADEBAYO et al.,, 2014; NASHIRIM et al., 2020), incluindo o Brasil
(DURAES et al., 2004; LEITE et al., 2022). Essas condicdes revelam um cenario
alarmante no que diz respeito a segurancga alimentar (KNUTTI et al., 2016; LUNDUKA
et al., 2019). O milho-pipca (Zea mays Var. Everta) ndo € uma excegao, sendo
amplamente afetado pelo déficit hidrico no solo (KAMPHORST et al., 2018a; LIMA et
al., 2019; SANTOS et al., 2021; VIANA et al., 2022).

O milho-pipoca € uma cultura altamente rentavel e utilizada com exclusividade
para o consumo humano, vinculada a momentos de lazer, podendo ser consumida in
natura ou na forma de produtos industrializados (AMARAL JUNIOR et al., 2013). Por
ser de baixo custo e saborosa, torna-se um produto de grande aceitagdo popular e de
elevada rentabilidade para o produtor do grdo e, também, para quem vende a pipoca.
Essa cultura apresenta caracteristicas morfofisioldgicas peculiares, dentre elas,

destacam-se: maior suscetibilidade a pragas, a doengas, menor tamanho de planta,
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menor pendao e graos reduzidos. Tais caracteristicas tornam a cultura ainda mais
suscetivel as condi¢cdes de déficit hidrico no solo, o que impacta os caracteres de
maior importancia econOmica da espécie, a saber: rendimento de graos (RG) e
capacidade de expansao (CE) (KAMPHORST et al., 2018a; LEITE et al., 2022).

Rendimento de graos (RG) é uma caracteristica-alvo usada para avaliar o grau
de tolerancia ao déficit hidrico no solo. Ja a capacidade de expansao (CE) consiste em
uma caracteristica que relaciona o volume de pipoca estourada com a massa de graos
utilizada, sendo expressa em mL g'. Essas caracteristicas comumente apresentam
correlacdo negativa, sendo que RG se expressa por efeitos génicos de dominancia e
CE por efeitos génicos aditivos (PEREIRA e AMARAL JUNIOR, 2001; POSSATO
JUNIOR et al., 2021). Sob o ponto de vista do melhoramento aplicado, o que se
espera € a utilizacdo de caracteristicas que estejam correlacionadas positivamente e
em elevada magnitude a RG e a CE, mas que sejam de facil mensuragéo e de alta
herdabilidade, constituindo, assim, em opdes para auxiliar na sele¢éo indireta de forma
precoce de genodtipos superiores por métodos ndo convencionais de estimagao
(MONNEVEUX et al., 2008; LIU et al., 2021).

As caracteristicas morfofisiolégicas e bioquimicas das plantas vém sendo
estudadas como possibilidades de utilizagcao para a selecéo indireta em condicbes de
déficit hidrico no solo, uma vez que os eventos de redugao hidrica no solo causam
uma série de alteragdes morfolégicas nas plantas, comodiminui¢cao na altura da planta,
reducdo de biomassa, danos no sistema radicular e reprodutivo, diminuicdo da
superficie foliar e a redugdo da biomassa, estando vinculadas ao fechamento
estomatico e a senescéncia precoce (LIU et al., 2021). O sistema reprodutivo, por sua
vez, esta relacionado com a ma formagdo dos grdos de pdlen e com a falta de
nutrientes para o enchimento de graos, bem como com a senescéncia foliar precoce,
dentre outras. Devido a falta d’agua no solo (KAUR et al., 2021; LIU e QIN, 2021;
PIPATSITEE et al., 2022).

Em nivel fisiolégico, percebem-se alteragdes, como a diminuicdo da pressao de
turgor, diminuigao da eficiéncia fotossintética, a reducédo da condutancia estomatica, o
fechamento estomatico, o que acarreta em baixa assimilagao de CO, (KAUR et al.,
2021; LIU e QIN, 2021). Quanto as alteragdes bioquimicas e moleculares, citam-se as
vias que envolvem hormonios, como o acido abscisico e antocianina, as vias de Ca*, a
geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (H,O,) o que leva ao aumento ou
diminuigcdo de vias para biossintese e degradacdo de proteinas (CHEN et al., 2019;
KAUR et al., 2021; LIU e QIN, 2021; SELEIMAN et al., 2021). Nesse cenario, o
melhoramento de milho-pipoca, além de estimar as caracteristicas agronémicas, como

RG e CE, também pode avaliar caracteristicas morfofisiolégicas e bioquimicas, na
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expectativa de que estas possam contribuir como ferramentas para a selecao indireta
de RG e, ou CE (KAMPHORST et al., 2019, 2020a; LIMA et al., 2019).

Nesse aspecto, na espécie Zea mays, tradicionalmente, os caracteres
morfoldgicos utilizados s&o: menor intervalo entre os florescimentos masculino e
feminino (CAMARA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2010), maior prolificidade (nimero de
espigas por planta) (CAMARA et al., 2007), menor niimero de ramificagdes do pendao
(CAMARA et al., 2007; LEITE et al.,, 2021), bem como senescéncia retardada das
folhas e do colmo (stay-green) (CAMARA et al., 2007; COSTA et al., 2008).

Os gendtipos stay green, os quais apresentam uma senescéncia retardada em
relagdo a média dos gendtipos-padréo, caracterizam-se como aqueles mais produtivos
e considerados adaptados & condicdo de seca (BOLANOS et al., 1993; TOLLENAAR
et al., 2004; JOSHI et al., 2006; COSTA et al., 2008; ARAUS et al., 2010; CAIRNS et
al.,, 2012; ADEBAYO et al., 2014). No periodo pos-florescimento, a senescéncia foliar
tardia contribui para o melhor enchimento dos gréos, devido ao maior envio de
fotoassimilados aos gréos no final do estadio de enchimento (ZAIDI et al., 2004).

Métodos que usam as propriedades espectrais das folhas (spectral vegetation
indices) vém sendo utilizados para avaliar a senescéncia foliar, tanto em folha — por
meio de portable chlorophyll meter index (SPAD) — quanto em dossel, por meio de
equipamentos que quantificam o valor do normalized difference vegetation index
(NDVI) (ARAUS et al, 2012). Todavia, a aplicagédo eficaz das metodologias de
fenotipagem reside, em parte, na capacidade de aplica-las nos estadios criticos,
associados com a producgao de graos (CAIRNS et al., 2012; ADEBAYO et al., 2014).

Uma das metodologias que vem sendo utilizada nos programas de
melhoramento para selecdo de gendtipos superiores € a espectroscopia do
infravermelho (MEES et al., 2018; CATTANEO et al., 2019; FERREIRA DE OLIVEIRA
et al., 2020; JIANG et al., 2020), que abrange os comprimentos de onda de 780 a
1.000.000 nm, sendo subdividido em trés regides: infravermelho préximo — NIR (780 —
2.500 nm), infravermelho médio — MIR (2.500 a 5.000 nm) e o infravermelho distante —
FAR (5.000- 100.000 nm) (SKOG et al.,, 2009). A utilizacdo dos espectros de
infravermelho proximo (NIR) e de metodologias baseadas no movimento vibracional
molecular tém-se apresentado bastante promissores nos programas de melhoramento,
como por exemplo na identificacdo de estresse bidtico e abiotico (CATTANEO et.,
2019). Essa identificacdo se da principalmente pela capacidade preditiva das ligagbes
C-H, O-H, N-H e C=0, sendo predominantes em agua e compostos organicos, como
carboidratos, 6leos, alcoois, acidos nucléicos e compostos fendlicos. Dessa forma, a
quantificagdo desses compostos no material de estudo deve respeitar a lei de

Lambert-Beer-Bouguer, na qual a quantidade de luz absorvida ou refratada é
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proporcional a concentracdo de compostos, apresentando-se como uma ferramenta
ndo-destrutiva fundamental para a analise dos compostos in vivo (ESTEVE et al.,
2012; MISHRA et al., 2020).

A utilizagdo de métodos nao destrutivos para a avaliagdo e a selegdo de
caracteristicas agronémicas, como a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR), é
uma opgao de elevado potencial para ser utilizada em programas de melhoramento
(JIANG et al., 2020). Tal técnica esta associada a discriminacao de gendtipos de forma
precoce, permitindo ou ndo o desenvolvimento da planta e a formagao de sementes, o
que pode levar ao avanco das populagdes, proporcionando a selegdo de linhagens
superiores para a obtencao de hibridos comerciais com caracteristicas agronémicas
de interesse (JIANG et al., 2020).

Diante do exposto, algumas questdes importantes foram tragas a baila, como:
em milho-pipoca pode ser possivel identificar a variabilidade genética dos caracteres
agrondmicos (RG, CE e VP) em co-associagdes com estimativas de espectros do NIR
para a selecdo indireta? Ainda: o NIR possui aptiddo para discriminar condicdes
hidricas contrastantes no solo? Esta ultima arguicdo advém do fato de que se acredita
que plantas submetidas ao déficit hidrico no solo (WS) apresentem diferengas na
composig¢ao quimica em relagéo a condigdo bem irrigada (WW), visto que durante todo
0 ciclo existem sucessivas alteragdes morfofisioléficas. E, por fim: seria possivel
identificar o momento em que ocorre a antese masculina das plantas por meio dos
espectros do NIR?

Na tentativa de responder essas questdes foram utilizadas treze linhagens S;
com estimativa de CE superior a 25 mL g (LEITE et al., 2022) para serem avaliadas
em campo em relagdo a duas condigbes hidricas distintas e, assim, investigar o
impacto do estresse hidrico sobre caracteres agronémicos, bem como utilizar a
espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) como perspectiva para a selegao

indireta de gendtipos mais produtivos em condi¢céo de seca.
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2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivos gerais

- Inferir sobre as respostas diferenciais de caracteristidas morfoagronémicas,
decorrentes do estresse hidrico aplicado a treze linhagens de milho-pipoca
pré-selecionadas do Banco de Germoplasma da UENF em comparacao
com condi¢ao bem irrigada; e

- Determinar o espectro de infravermelho proximo (NIR) ao longo do ciclo da

cultura, nas diferentes condicdes hidricas.

2.2 — Objetivos especificos

a) Avaliar as correlagbes entre as caracteristicas agrondmicas e o espectro de
NIR;

b) Classificar as linhagens com base nas condigbes hidricas aplicadas via
espectroscopia NIR;

c) ldentificar os estadios fenoldgicos com base nos indices espectrais; e

d) Correlacionar a condigdo hidrica e o estadio fenolégico da planta

simultaneamente.
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Aspectos gerais do milho-pipoca e sua importancia econdmica

O milho-pipoca é um tipo especial de milho, caracterizado por ter graos
pequenos, duros, com capacidade de estourar quando submetidos a temperatura em
torno de 180 °C (SAWAZAKI, 2001; AMARAL JUNIOR et al., 2013). O que o diferencia
do milho comum é que apenas alguns grdos estouram enquanto no milho-pipoca a
maioria estoura. Isso mostra que por meio de selecdo massal realizada ao longo dos
séculos de cultivo desta cultura, houve diferenciagdo do milho-pipoca em relacdo ao
milho comum, para um gr&do menor, com maior concentragdo de amido no endosperma
e pericarpo mais resistente, suportando, assim, a alta pressdo (SAWAZAKI, 2001;
AMARAL JUNIOR et al., 2013). Além dessa caracteristica, a cultura de milho-pipoca
apresenta outras peculiaridades, como menor tamanho de planta, de pendao e dos
graos, e maior susceptibilidade a pragas e doengas.

A capacidade de expanséao (CE) consiste em um indice que relaciona o volume
de pipoca estourada com a massa de graos utilizada, sendo expressa em mL g'. O
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) considera como valor
minimo 30 mL g' de estimativa de CE para a comercializagao de milho-pipoca. Entre
as caracteristicas que reduzem a CE, destacam-se a quantidade e a distribuicdo do
amido farinaceo no endosperma, o tamanho e o formato dos grdos e o tamanho da
ponta do grao (SAWAZAKI, 2001). Alguns fatores, como a umidade presente nos
graos e o tipo de secagem, assim como danos sofridos no pericarpo € no endosperma
podem interferir de forma a comprometer essa propriedade do milho-pipoca (PENA et
al., 2022). Outra caracteristica que apresenta grande importancia para a cultura do

milho-pipoca é o rendimento de graos (RG), que apresenta maior interesse para os
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produtores. Esta é afetada por trés componentes principais, sendo eles: nimero de
espigas por planta, nimero de graos por espiga e massa de 100 graos (BORTOLINI et
al., 2001).

Os produtores apresentam interesse no milho-pipoca devido ao seu elevado
valor agregado, quando comparado ao milho comum (FREITAS JUNIOR et al., 2009;
AMARAL JUNIOR et al.,, 2013). Além disso, trata-se de um alimento com altas
propriedades nutricionais, contendo principalmente antioxidantes, fibras, vitaminas,
proteinas, agucares e gorduras (STEVE et al., 2013). A pipoca pode ser consumida in
natura e também na forma industrializada, estando diretamente relacionada a
momentos recreativos (AMARAL JUNIOR et al., 2013; LIMA et al., 2016).

O milho-pipoca vem se destacando no agronegécio brasileiro devido a busca
pela diversificagdo de culturas na segunda safra, a fim de aproveitar melhor esse
periodo (BERTOLUCCI, 2022). Ratifica-se aqui que um dos principais incentivos para
se investir no milho-pipoca esta intimamente relacionado ao seu alto valor agregado,
que pode superar em trés vezes o valor do milho comum. Segundo informac¢des da
Secretaria de Agricultura, Pecuaria, Irrigagdo, Pesca e Aquicultura (SEAGRI) da Bahia,
a partir de publicacbes no CEASA de Belo Horizonte, Minas Gerais, em 2021 a saca
de 60 Kg do milho comum foi cotada a R$ 69,50, enquanto os produtores de milho-
pipoca receberam R$ 265,00 pela saca de mesma quantidade (BRASIL, 2022). Em
territério nacional, a produgédo de milho-pipoca atingiu cerca de 260 mil toneladas, das
quais 220 mil foram consumidas internamente, movimentando um mercado de US$
628 milhdes. Vale ressaltar que no estado do Mato Grosso o plantio do milho-pipoca é
realizado no periodo de seca na regido Centro-Oeste do pais, reforgando ainda mais a
necessidade de selegao de gendtipos eficientes e, ou tolerantes ao déficit hidrico no

solo.

3.2 — O impacto do déficit hidrico na cultura do milho-pipoca

O déficit hidrico no solo é considerado uma condicdo de estresse abidtico
grave, que restringe em grande escala a producdo da agricultura mundial. A condi¢ao
de restricdo hidrica acontece quando a disponibilidade de agua no solo diminui ou
ocorre a ma distribuicdo de chuva ao longo do ciclo de desenvolvimento das culturas
agricolas (MIR et al., 2012). Essa condicdo vem se agravando com as mudangas
climaticas globais previstas, sendo um entrave na producdo de diversas culturas,
podendo acarretar grandes perdas na produtividade (MIR et al., 2012; ZIA et al., 2013;
ADEBAYO et al., 2014; NASHIRIM et al., 2020; ZAHIR et al., 2022).

Na cultura do milho, o déficit hidrico no solo reduz drasticamente o rendimento
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de graos (RG), podendo até mesmo inviabilizar a produ¢cado em lavouras atingidas em
fases iniciais por seca de forte intensidade e duracdo (CAIRNS et al.,, 2012). Em
estudo dirigido por Cairns et al. (2012), a deficiéncia hidrica no solo diminuiu
significativamente o rendimento de grdos em linhagens (80%) e hibridos (76%) de
milho comum. A perda de rendimento e seus componentes, para ambos os tipos de
genadtipos avaliados, foi associada em grande parte a diminuicdo do niumero de graos
produzidos por unidade de area (CAIRNS et al., 2012).

RG ¢é uma caracteristica agrondbmica complexa, dependente de diversos
fatores, incluindo o crescimento vigoroso, a disponibilidade de agua e de nutrientes em
quantidades adequadas, bem como de radiagao solar, sendo, pois, uma caracteristica
quantitativa, de dificil mensuracdo (HALLAUER et al., 2010). Para Cairns et al. (2012)
a aplicagao eficaz das metodologias de fenotipagem reside, em parte, na capacidade
de aplica-las nos estadios criticos, associados com a produgcdo de graos. Nesse
sentido, elucidar os processos-chave do desenvolvimento em etapas cruciais para a
producao de graos em condi¢des de déficit hidrico, fornecera orientagcdes importantes
sobre as caracteristicas mais adequadas para a selecdo, bem como, permitira
determinar os estadios fenoldgicos apropriados para a quantificacdo dessas
caracteristicas. Além disso, quando a limitacdo ocorre na fase de enchimento de
gréos, também se constata a redugéo na capacidade de expanséo (CE) (LIMA et al.,
2019; KAMPHORST et al., 2020a).

A CE é uma caracteristica agrondmica com propriedades aditivas, ou seja, o
ambiente é menos impactada na expressdao da expansao; além disso, sao
caracteristicas inversamente correlacionadas, o que requer acuidade na utilizagao de
ferramentas biométricas — como a sele¢ado simultdnea —, bem como de programas de
melhoramento que privilegiem ganhos para a aditividade e dominancia (PEREIRA e
AMARAL JUNIOR, 2001; POSSATO JUNIOR et al., 2021). A capacidade de expansao
€ uma caracteristica primordial na selecdo de gendtipos superiores, uma vez que para
que se registre uma nova cultivar no MAPA, €& necessario que esta apresente
estimativa de CE superior a 30 mL g'. Isso torna os estudos dos efeitos do déficit
hidrico ainda mais fundamentais, pois trata-se de uma caracteristica fortemente
afetada pela redugdo da agua no solo (KAMPHORST et al., 2018a, 2018a; LEITE et
al., 2022)

Em decorréncia dos eventos de déficit hidrico no solo, prejuizos tém sido cada
vez mais frequentes, estando eles relacionados a intensidade, a duracdo do periodo
de escassez hidrica e ao estadio fenoldgico da planta (AWANGE et al., 2016; VAN
LOON et al., 2016). Para os casos mais graves, o déficit hidrico no solo coincide com

os estadios de florescimento e de enchimentos de graos, o que provoca redugdo em
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RG (TEIXEIRA et al.,, 2010). Esse fenbmeno esta relacionado com alteracdes
fisioldgicas, moleculares e bioquimicas que acometem plantas submetidas ao déficit
hidrico (TARDIEU et al., 2011; FAROOQ et al., 2014; ALl et al., 2017; PIPATSITEE et
al., 2022). Entre as modificacbes desencadeadas por fatores fisioldgicos, destaca-se o
aumento da sintese de acido abscisico (ABA), devido a diminuigdo da enzima nitrato
redutase nas raizes e nas folhas, culminando no fechamento estomatico, na reducao
do crescimento foliar e na aceleragao da senescéncia (TAIZ et al., 2017).

Sabendo-se de tais impactos, técnicas de fenotipagem em grande escala e em
condi¢gdes de campo, tém sido buscadas serem utilizadas para a investigagdo das
consequéncias da redugado da agua no solo nas plantas (CAIRNS et al., 2012; ARAUS
et al., 2018; KAMPHOST et al., 2018), principalmente por meio do uso de técnicas
nao-destrutivas (JIANG et al., 2020).

3.3 — Caracteristicas utilizadas para a identificagao de genoétipos superiores em

condicao de déficit hidrico no solo

Embora RG seja a caracteristica-alvo usada para avaliar o grau de tolerancia
ao déficit hidrico no solo em plantas submetidas ao estresse hidrico, a sele¢do direta
via RG tem sido considerada pouco eficiente, pois a herdabilidade desse carater &
reduzida, devido a elevada influéncia do ambiente (BOLANOS; EDMEADES, 1993;
SANTOS et al., 2003a; CAMARA et al., 2007). Em relagdo ao milho-pipoca, uma
atencao especial é requerida, pois ndo basta a superiorizacdo de RG, mas também a
da CE, por serem as caracteristicas de maior importadncia para a valorizacdo do
produto final e, portanto, ha que se buscar ganhos simultdneos (DAROS et al., 2004;
KAMPHORST et al., 2019, 2020a; LIMA et al., 2019). Sendo assim, caracteristicas
fortemente correlacionadas a RG, que apresentam maior herdabilidade e que sejam
mais faceis de mensuragdo constituem uma boa opg¢ao para auxiliar na selegdo de
individuos superiores (MONNEVEUX et al., 2008; LIU et al., 2021).

Consideram-se como principais caracteres agrondmicos secundarios e
associados a RG o menor intervalo entre o florescimento masculino e o feminino
(SANTOS et al., 2003b; CAMARA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2010), a senescéncia
retardada das folhas e colmo (stay-green) (ZAIDI et al., 2004; CAMARA et al., 2007;
COSTA et al., 2008), a maior prolificidade (LI et al., 2003; CAMARA et al., 2007), bem
como o menor numero de ramificagbes do pendao (DURAES et al., 2004; CAMARA et
al., 2007). Com reconhecida atuagdo no mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico no
solo, citam-se ainda o menor enrolamento foliar — relacionado a manutencdo da

presséo de turgor — e o maior angulo de inclinagdo da folha em relagao a superficie do
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solo, o que implica em menor interceptacdo da radiagcao solar no horario de maior
temperatura do dia (DURAES et al., 2004; LIU e QIN, 2021). Especificamente em
milho-pipoca e em condigao de déficit hidrico no solo, a caracteristica nUmero de graos
por fileira mostrou-se importante para identificar gendtipos mais produtivos e com
maior CE (KAMPHORST et al., 2020a).

No periodo pés-florescimento, a senescéncia foliar tardia contribui para o
melhor enchimento dos gréos, devido ao maior envio de fotoassimilados aos graos no
final do estadio de enchimento (ZAIDI et al., 2004). Os métodos que usam as
propriedades espectrais das folhas vém sendo utilizados para avaliar a senescéncia
foliar (ARAUS et al., 2012). A analise dos espectros de NIR tem se mostrado uma
opcgao potencial para a identificagdo da senescéncia de diversas culturas, bem como
para a quantificagdo de solidos soluveis (MEES et al.,, 2018; MISHRA et al., 2020;
VILLESSECHE et al., 2022).

3.4 - Propriedades espectrais e o uso da espectroscopia em fitotecnia e

melhoramento de plantas

A espectroscopia pode ser definida como o estudo entre a interagao da matéria
com a radiacido eletromagnética, compreendendo as ondas de radio, micro-ondas,
raios infravermelhos, luz visivel, raios ultravioletas, raios X e raios gama. Os raios
infravermelhos nao sao visiveis ao olho humano, sdo obtidos por equipamentos que
utilizam interagbes por absorcdo, fluorescéncia ou espalhamento e permitem a
identificacao de ligagdes quimicas (PUTZIG et al., 1994).

O NIR compreende uma faixa do espectro do infravermelho-préximo, variando
de 780 a 2.500 nm, que € amplamente utilizada para determinar a qualidade de
produtos agricolas, por ser utilizada de forma ndo destrutiva na mensuragcdo dos
componentes quimicos presentes em amostras (JAMSHIDI et al., 2012; SCHAARE et
al., 2000). Programas de melhoramento tém utilizado a analise NIR como ferramenta
para a triagem rapida de algumas das principais caracteristicas da madeira (YEH et
al.,, 2005). Na industria agucareira, esse método vem sendo utilizados para a
identificagdo do conteudo de °BRIX na selecédo de variedades de cana-de-agucar com
maior teor de agucar e maior quantidade de fibras (SANSEECHAN et al., 2018;
PHUPHAPHUD et al., 2020). Dessa forma, as utilizacdbes dos espectros de
infravermelho tém-se mostrado promissores como técnicas nao destrutivas para a
identificacdo de compostos organicos e agua (ESTEVE AGELET et al., 2012; MISHRA

et al.,, 2020). De maneira geral, estes estudos visam correlacionar espectros a



28

quantificagdo de moléculas organicas, como por exemplo, o teor de Oleos,
carboidratos, proteinas e matéria seca, para auxiliar na efetiva selecao de plantas mais
produtivas e de moléculas inorganicas como a agua (JIANG, 2020; MISHRA et al.,
2020).

Diante do exposto, a utilizagcdo do espectro de NIR pode atender a demanda do
melhoramento vegetal na identificacdo de plantas sob condi¢cbes limitantes de agua
(CATTANEO et al., 2019; JIANG et al., 2020; MISHRA et al., 2021). Além disso, tal
técnica pode auxiliar na identificagdo dos estadios fenoldgicos em relagcdo a antese
masculina das plantas de milho-pipoca e correlacionar os espectros com os caracteres
agronémicos principais, como rendimento de graos, capacidade de expansao e volume

de pipoca expandida por hectare.
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4- REVISAO EM BANCOS DE PROPRIEDADE INTELECTUAL

Com o avancgo dos estudos relacionados ao melhoramento genético vegetal, as
autoridades brasileiras competentes, presentes no Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), implantaram um sistema de legislacdo denominado Registro
Nacional de Cultivares (RNC), instaurado por meio da Portaria n® 527, mediante a
necessidade de disponibilizar rapidamente para os agricultores os mais recentes
avancgos da pesquisa genética vegetal. O RNC fiscaliza, analisa e registra as cultivares
dos setores publicos e privados, regida pela Lei de Sementes n° 10.711/03, que
habilita a comercializagcdo de sementes e mudas em todo territoério nacional.

Com o intuito de averiguar as cultivares registradas da espécie em estudo, foi
realizada em outubro do corrente ano, uma varredura no sitio eletrbnico do
MAPA/RNC, utilizando como parametros de busca o nome cientifico “Zea mays L. var.
everta (Sturtev.) L. H. Bailey” e o nome comum da cultivar “milho-pipoca”. Por meio
desta pesquisa, constatou-se a ocorréncia de 163 registros.

A maioria das cultivares de milho-pipoca registradas até o momento advém de
empresas privadas, como a Pipolino Industria Comércio LTDA, com 20 registros (ME
453, SH3111, SH4020, SH4044, SH4862, SH612M, VWP211, VYP 211, VYP 212,
VYP 213, VYP 220, VYP 313, VYP 314, VYP 315, VYP 316, VYP 317, VYP 321, VYP
330, VYP 410, e VYP 420); a Yoki Alimentos S/A, com 19 registros (AP 22217 HT, AP
2501, AP 2503, AP 2504, AP 4501, AP 4502, AP 4503, AP 4505, AP 6001, AP 6002,
AP 8201, AP 8202, AP 8203, P 226 HT, P 622, P 625, P 628, P 630, e P 802); a
General Mills Brasil Alimentos LTDA, com 13 registros (AP2204, AP4001, AP4507,
AP4509, AP4512, AP4514W, AP6004, AP6005, AP6008, AP8204, AP8205 R400MR, e
XAP4511); a Agristar do Brasil LTDA, com 13 registros (BAS 5802, BAS 5803, BAS
600, BAS 6101, BAS 6102, BAS 6103, BAS 8282, M Pop 120, M Pop 162, Pipoca
Americano RS20, TROP 7010, TROP 7772, e TROP 8112); a Comercial Cianorte
LTDA, com seis registros (MMF 100, MMF 200, MMF 300, W 2021, W 2022, e W
2006); a Felipe Bresolin LTDA, com treze registros (AP8208, AP8101, AG9432, 2705A,
AP8206, AP8207, 3201A, AG8619, AG05960, AP6011, AP6012, AG13993, e 2107A);
a SG Nutri Sementes, Graos e Nutrientes Comércio e Servico LTDA, com quatro
registros (QUIMARPOP 161, QUIMARPOP 164, QUIMARPOP 105, e QUIMARPOP
176), a Lodea Consultoria e Comércio de Sementes LTDA ME, com também quatro
registros (N 1241 T, N 15 262, N 34 1262, e N 54830); a Sementes Boa Esperanga
LTDA, ainda com quatro registros (SBEP 1, SBEP 312, SBEP 3, e SBEP 4); a Basso

Comércio de Sementes, Importacdo, Exportagdo LTDA, com trés registros (BP 2031,
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BP 262, e BP 3002), assim como a Seedco do Brasil Agricultura LTDA (POP TOP; SD
MAX, e POP TOP Il); o Departamento de Sementes, Mudas e Matrizes DSMM/CATI,
com dois registros (Catipoca Amarela e Catipoca Branca); a Atlantica Logistica e
Armazenagem LTDA-ME, com também dois registros (Conquistador e PAVO REAL);
bem com a Feltrin Sementes LTDA (Estalo e Pipoca Americano); e, por fim, com
apenas um registro a empresa Marcelo Ananias (W 1016), a Elemar Reinoldo Haas
(ZT 23), a ATS Agricultura, Tecnologia e Servicos LTDA (POP TEN), e a TSV
Sementes de vegetais LTDA (TSV 1776).

Foram identificados apenas dois Centros Publicos de Pesquisa no Brasil que
possuem cultivares registradas no MAPA, a saber: o IAC (Instituto Agronémico de
Campinas), que possui 13 registros (IAC 112, IAC 12, IAC 125, IAC 138 1 2 3, IAC 138
8 30, IAC 14 2 3 1, IAC 268; IAC 367, IAC 8383, IAC 9614, IAC 98, IAC HS SAM, e
IAC Pipoca Sam); e a UENF (Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro), com 23 registros (UENF 14, UENF DIVIBRIDO, UENF Explosdo, UENF HS
01, UENF HS 02, UENF HS 03, UENF HS 04, UENF HS 05, UENF N 01, UENF N 02,
UENF N 03, UENF P 01, UENF P 02, UENF P 03, UENF SSR 01, UENF SSR
02,UENF SSR 03, UENF SSR 04, UENF SSR 05, UENF SSR 06, UENF UEM 01,
UENF UVV 01, e UENF WSO01).

O RNC possui apenas um registro de cultivar de milho-pipoca com tolerancia
ao déficit hidrico no solo (UENF WS01), o que foi realizado pela UENF. Isto torna
ainda mais importantes estudos que visem a obtencao de cultivares de milho-pipoca
adaptadas a limitacdo hidrica e que possam ser utilizadas para a pratica de uma

agricultura mais sustentavel quanto ao uso da agua.
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5- MATERIAIS E METODOS

5.1 - Genétipos

Treze linhagens S; de milho-pipoca, pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), foram pré-selecionadas (Tabela 1) a partir de um painel de 50 linhagens, as
quais foram avaliadas em condicdo de déficit hidrico no solo e expressaram
estimativas de CE superiores a 25 mL g'(LEITE et al., 2022).

Tabela 1 — Descricdo das linhagens de milho-pipoca e informagbes quanto a
genealogia, procedéncia, adaptagao climatica e ciclo.

] Procedénci Adaptacéao
Genotipo Genealogia o
a Climatica
L217 IAC 125 IAC Tropical
L220 IAC 126 IAC Tropical
L221 IAC 125 IAC Tropical
L222 IAC 125 IAC Tropical
L292 URUG 298 CIMMYT Temperada
UFV M-2 Barao
L3238 UFV Tropical
de Vigosa
UFV M-2 Barao
L332 UFV Tropical
de Vigosa
L480 SE 013 UEM Tropical
L507 PA 170 Roxo CIMMYT Temperada
PA 170
L510 S; Temperada
Roxo

L684 S, UENF 14 Tropical
L6838 S; UENF 14 Tropical
L691 UENF 14 UENF 14 Tropical

IAC — Instituto Agrondmico de Campinas; CIMMYT — Centro Internacional de Melhoramento de
Milho e Trigo; UENF — Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; UFV —
Universidade Federal de Vigosa. As classificagbes quanto ao ciclo foram obtidas em
experimentos realizados em safras anteriores pelo Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da UENF.

5.2- Desenho experimental e tratos culturais
O experimento foi realizado no Colégio Estadual Agricola Anténio Sarlo, em
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro (RJ), no ano de 2021, em periodo de baixa

precipitacdo pluviométrica, que corresponderam aos meses de abril a agosto
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(outonof/inverno). O local dispde de uma estagcdo meteoroldégica automatica
pertencente ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), que permite um
acompanhamento climatico detalhado. As informacdes sobre estimativas de médias de
temperatura, de umidade relativa do ar e de radiagdo solar maxima encontram-se na

Figura 1.
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Figura 1 — Condigbes ambientais (umidade relativa, radiagado fotossinteticamente ativa
e temperatura média) observadas durante o cultivo do milho-pipoca em 2021, com
linha pontilhada demarcando o florescimento masculino.

O delineamento experimental utilizado foi blocos inteiramente casualizados
com trés repeticdes, em duas condigbes hidricas (CH) contrastantes, a saber, bem
irrigada (WW, do inglés well-watered) e com déficit hidrico (WS, do inglés water-
stressed). A condicdo WW recebeu irrigacdo para manutencdo da capacidade de
campo (-10 MPa), a qual foi monitorada por meio de tensiémetros Decagon MPS-6
(Decagon, USA). Por outro lado, na condicdo WS houve a suspensao da irrigacdo em
WS no estadio fenoldgico de pré-antese masculina, que ocorreu no 26° dia (= 68 DAS)
e no 23° dia (= 67 DAS), respectivamente, nos ambientes WS e WW. Independente da
CH, a irrigagédo ocorreu por meio da instalagcdo de um gotejador por planta, do tipo
katif, com vazao aproximada de 2,30 mm h". Durante o periodo de conducido dos

experimentos, o potencial hidrico do solo foi monitorado por tensidmetros Decagon
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MPS-6. O ambiente WS possuia trés pontos de coleta de dados, enquanto o ambiente
WW, um ponto de coleta. Os tensibmetros foram instalados entre plantas, em
profundidade de 0,20 m. O solo do ambiente WW foi mantido em capacidade de
campo (-0,01 MPa) durante todo ciclo da cultura, ao passo que no ambiente WS o solo
atingiu o ponto de murcha permanente (-1,5 MPa) aos 42 dias apés o florescimento

masculino (estadio de enchimento de graos) (Figura 2).
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Figura 2 — Potencial hidrico do solo durante o cultivo de milho-pipoca em condi¢cdes
hidricas contrastantes (WS e WW), linha pontilhada demarca o florescimento
masculino.

A area experimental foi parcialmente gradeada e sulcada, em que cada parcela
foi constituida por uma linha de 4,40 m, espagada em 0,20 m entre plantas € 0,80 m
entre linhas, totalizando 23 plantas por linha. Os genétipos foram semeados com trés
sementes por cova, juntamente com a adubagdo de base dos experimentos, sendo
esta realizada com 30 Kg ha' de N (na forma de uréia), 60 Kg ha' de P,0Os
(superfosfato triplo) e 60 Kg ha de K,O (cloreto de potassio). A adubacao de cobertura
ocorreu aos 30 dias apds semeadura, e disponibilizando-se 100 Kg ha' de N (na forma
de uréia).

Na condicdo WW o experimento recebeu doses de irrigagdo semanais durante
todo o ciclo da cultura, favorecendo o seu desenvolvimento. Ja na condicao de WS,

com o intuito de garantir o estresse hidrico, a irrigagéo foi suspensa 15 dias antes do
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florescimento masculino, perdurando até a fase de enchimento de grédos. O
florescimento médio masculino ocorreu no dia 26 (z 68 DAS) e 23 (= 67 DAS), no
ambiente WS e WW, respectivamente. A data da antese masculina foi determinada
com base em experimentos anteriores realizados com milho-pipoca em condi¢do de
déficit hidrico no solo (KAMPHORST et al., 2020a; SANTOS et al., 2021). A irrigacao
foi aplicada nos diferentes regimes hidricos, utilizando um sistema de gotejamento
(vazao de 2,30 mm h). Um gotejador katif por planta foi instalado, com espacamento
de 0,20 m entre plantas e 0,80 m entre linhas. A Tabela 2 contém as especificagbes da
irrigagao aplicada (em mm) durante todo o periodo de cultivo, tanto no regime irrigado
(WW) quanto na area com estresse hidrico (WS), apresentadas em dias apds a
semeadura (DAS). Na area considerada WS, a irrigagao foi suspensa a partir dos 49
DAS até a colheita. Contudo, aos 54, 66, 79, 93, 107 e 120 DAS houve precipitacado
pluviométrica, totalizando 170,20 mm (Tabela 2). Os eventos de chuva foram
registrados na estagdo climatolégica localizada proxima ao experimento e a
quantidade total de agua aplicada nos genétipos de maturagao foi de 78,90 mm para o
ambiente WS, enquanto as plantas do ambiente WW receberam uma quantidade total
de 132,93 mm.

Tabela 2 — Precipitagao e irrigacdo (mm) aplicada nos gendtipos precoces e tardios na
condicdo WW e WS, considerando-se os dias apos a semeradura (DAS).
Quantidade de agua (mm)

Ambiente com

Dias apos a  Precipitagdo Ambiente Irrigado (WW) Limitacéo hidrica
semeadura (mm) (WS)
Aplicado Total Aplicado Total
1 0,20 11,10 11,30 12,10 12.26
8 11,00 15,00 26,00 16,00 27 03
19 20,60 16,40 37,00 17,40 3800
31 9,00 17,10 26,10 18,10 27,13
43 0,00 14,70 14,70 15,30 15.30
54 44,80 5,30 50,10 - 10020
66 66,60 3,30 69,90 - 66,60
79 1,20 17,80 19,00 - 1.20
93 2,40 15,00 17,40 - 240
107 2,00 17,20 19,20 - 2.00
120 12,40 0,00 12,40 - -
Total 170,20 132,90 303,10 78,90 236,72

5.3 - Caracteres agronémicos
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A colheita foi realizada na maturidade fisiolégica dos graos, ou seja, em
momento no qual as sementes apresentam umidade em torno de 30% e com a
presenca da camada negra no pedicelo (MARCIA et al., 2003). Apartir de ent&o, foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: rendimento de grdos (RG), capacidade de
expansao (CE) e volume de pipoca expandida por hectare (VP). Tais caracteristicas
foram mensuradas com base em todas as plantas de area util da parcela. RG foi
obtido em gramas por parcela, corrigido para 13% de umidade e expresso em Kg ha".
A CE foi obtida por meio da massa de 30 g de graos, expandida em micro-ondas, em
saco de papel especial para pipocamento, na poténcia de 1.000 W, por um periodo de
tempo de 1min e 45s, nas trés repeticdes de cada gendtipo. O volume de pipoca
expandido foi quantificado em proveta graduada em mL e a CE foi determinada pelo
quociente do volume obtido de pipoca pela massa do gréao (30 g), sendo expressa em

mL g'. O VP foi obtido pela multiplicagédo de RG por CE e expresso em m® ha™.

5.4 — Andlises estatisticas

As anadlises de varidncia individuais foram realizadas para cada condicao
hidrica (WW e WS) e a analise conjunta dos experimentos foi realizada para estimar a
significancia do efeito da interagdo entre gendtipos versus cada CH. Na andlise de
variancia individual utilizou-se o seguinte modelo estatistico:

Y,=u+G,+ B +¢,

em que:
Y, € a observagao do i-ésimo gendtipo, do j-ésimo bloco;
M é a constante geral;
G é o efeito de i-ésimo tratamento;
B; é o efeito do j-ésimo bloco; e

&; € 0 erro experimental.

Na analise de varidncia conjunta utilizou-se o seguinte modelo estatistico:

Yy=u+G,+B/A, + A, + GA; + &,
em que:

Y, é a observagao do i-ésimo gendtipo no j-ésimo CH no k-ésimo bloco;
u é a constante geral;

G é o efeito aleatério do i-ésimo gendtipo;

B/A; é o efeito do k-ésimo bloco dentro da CH j;

A; é o efeito fixo do j-ésimo ambiente com NID;
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GA; é o efeito aleatdrio da interagdo entre o i-ésimo gendtipo com o j-ésimo CH;

£; € 0 erro aleatério experimental médio associado a observagao Y, com NID
(0, 0?).

Quando diagnosticadas diferengas estatisticas para a fonte de variagdo
gendtipo, as médias foram agrupadas pelo teste Scott-Knott no nivel de 5% de
probabilidade, com o uso do software Rstudio e os graficos foram gerados utilizando-
se o pacote ggpplot2 (WICKHAM, 2016).

5.5- Espectro de NIR

5.5.1 — Aquisicao das amostras bioldgicas

Oriundos de duas CHs distintas, os colmos das plantas de milho-pipoca de
cada parcela foram seccionados em duas posi¢coes, armazenados em caixa de isopor
com gelo e levados para o laboratorio para a realizagcdo das leituras do espectro do
NIR. Estas foram realizadas em duas posi¢cdes, uma préxima ao solo e outra a espiga
principal, em cinco momentos distintos em relagcao a antese masculina (AM), a saber:
antes desse evento, referindo-se a valores negativos (-19 e -6); e na antese masculina,
referenciado como o “marco-0”, e apds a antese, com referéncia a valores positivos (3,
11 e 23). Considerou-se um total de dez amostras bioldgicas, mensuradas em treze
genotipos, incluindo repetigdes das diferentes posigdes, em duas CHs diferentes (WW
e WS), e em cinco distintas datas de mensuracao.

As amostras biolégicas foram denominadas de WW -19 e WS -19, que
correspondem a detecg¢ao do espectro dos colmos em 19 dias antes AM, em condicao
WW e WS, respectivamente; WW -6 e WS -6, que correspondem a deteccdo do
espectro dos colmos seis dias antes da AM em condicdo WW e WS, nessa ordem,;
WW 3 e WS 3, que correspondem a deteccdo do espectro dos colmos aos trés dias
apés a AM em condicbes WW e WS, respectivamente; WW 11 e WS 11, que
correspondem a deteccdo do espectro dos colmos aos 11 dias apdés a AM em
condicbes WW e WS, respectivamente; e WW 23 e WS 23, que correspondem a
deteccao do espectro dos colmos aos 23 dias apos a AM em condigbes de WW e WS,

respectivamente.

5.5.2 — Deteccao dos espectros de infravermelho préximo (NIR)
Para a detecgdo do espectro de infravermelho proximo (NIR) das amostras

bioldgicas, realizou a leitura espectral de 908,10 a 1674,19 nm, com uma resolugéo de
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6,14 nm, por meio do equipamento portatili MicroNIR 160nSite-W. A obtencdo dos
dados foi realizada pelo software mobile SpectralSoft, versao 50.1 (Bluetooth Low
Energy, BLE). Os dados foram exportados em formato csv, sendo realizado tratamento

quimiométrico via Python.

5.5.3 — Pré-processamento de dados

Os dados espectrais coletados e obtidos em relagéo a todo ciclo de avaliagdes
foram pré-tratados, em seguida, por meio de standard normal variate (SNV),
suavizagao com 12 derivada e, por ultimo, SNV + 12 derivada afim de ajustar a linha de

base.

5.5.4 — Construgao da curva de calibragao

Os dados pré-tratados passaram por um conjunto de calibracdo e foram
selecionados pelo algoritmo Kennard-Stone (CHAGAS et al., 2011). O conjunto de
calibragéo selecionado conteve 70% das amostras espectrais para a construgéo do
modelo. E 30% das amostras espectrais compuseram o conjunto de previsdo e nao
participaram da constru¢do do modelo, tendo sido utilizados para validagdo externa
(BARROS et al., 2021). O numero de variaveis latentes foi determinado pela validagéao
cruzada, definindo o numero 6timo de fatores como aqueles representados pelas
variaveis instrumentais. Para cada amostra espectral obtida foi calculado o numero
ideal de variaveis latentes, representando o menor erro de validacdo cruzada e,
consequentemente, a maior capacidade preditiva do modelo.

A linearidade do modelo foi avaliada pelo coeficiente de determinagao para

calibragéo (R®c) e previsao (R?p), por meio da expressao:

em que:
€ o valor de referéncia;
€ o valor da grandeza calculado pelo modelo; e

€ a média dos valores de referéncia.

Além da linearidade dos dados, utilizaram-se os erros de predicdo e de
calibragdo como métricas de exatidao para averiguar o desempenho do modelo. A raiz
quadrada do erro de predicdo — Root Mean Square Error of Prediction (RMSEP) — e a
raiz quadrada do erro médio de calibracdo — Root Mean Square Error of Calibration
(RMSEC) — foram representadas pelas equacoes:

e
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em que:

€ o numero de graus de liberdade referente ao conjunto de calibracao; e

sd0 0s numeros de amostras de predigao utilizadas no célculo das grandezas
(WOLD et al., 2001).

Para avaliar os modelos de quantificagdo quanto a exatiddo, a métrica de raiz
quadrada do erro médio (RMSE) foi calculada tanto para o conjunto de calibracao
(RMSEC) quanto para o de previsdao. A linearidade do modelo foi avaliada pelo

coeficiente de determinacgao para calibragao (R%*c) e previsao (R?p).

5.5.5 — Aplicagdo do método dos minimos quadrados parciais (PLS)

A analise estatistica multivariada foi realizada em dois diferentes segmentos de
dados. Primeiramente, utilizaram-se todas as leituras em conjunto para compor a
construcao e validagdo do modelo. Em um segundo momento, dividiram-se os dados
em dois grandes blocos, no intento de predizer as grandezas em estudo de forma mais
assertiva, obtendo um modelo bem irrigado WW e outro modelo com estresse hidrico
WS.

O PSL consistiu em modelar cada parametro separadamente utilizando o
método k-fold (k=5), adequado para conjuntos amostrais pequenos, em que para n
amostras sao gerados n conjuntos, sendo que uma amostra diferente é deixada para
teste e as outras sao utilizadas para treinamento; entdo, sdo gerados valores preditos
de teste para cada amostra e calculado o coeficiente de determinacao (R?) entre os

valores preditos e de referéncia para estimar a correlagcao.

5.5.6 — Classificador via analise discriminante linear (LDA)

Os dados ja processados em SNV + Derivada foram utilizados no classificador
de analise discriminante linear de Fisher (LDA), cuja qual € uma técnica utilizada na
estatistica para aprendizado da maquina, a fim de encontrar combinacgdes lineares das
caracteristicas. Os dados foram divididos em 70% das amostras espectrais destinados
a construcdo do modelo (classe de treinamento) e 30% para avaliar a capacidade
preditiva do mesmo. Para a escolha das amostras espectrais do NIR compararam-se
dois sets de forma aleatéria com a unica restricdo de que todas as trés leituras
estivessem no mesmo set (calibragdo ou predicdo), garantindo que o modelo nao
ficasse enviesado. Obteve-se também a acuracia dos dados com base nas amostras
classificadas ponderada pelo numero total de amostras espectrais, conforme a

seguinte equacao:
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em que:
VP: consiste nos dados que sao verdadeiros positivos;

VN: consiste nos dados que nao verdadeiros negativos;

FP: consiste nos dados que sao falsos positivos; e

FN: consiste nos dados que sao falsos negativos.

Além da acuracia, estimou-se a sensibilidade, que consiste na capacidade da
analise apresentar individuos que sejam verdadeiramente positivos, ou seja, capaz de
identificar corretamente o espectro para cada CH. Ja a especificidade consiste na
capacidade de a analise identificar verdadeiros negativos, ou seja, detectar
corretamente os estadios fenolégicos em relacao ao espectro correspondente. As

equacgbes matematicas utilizadas foram:

em que:
VP: consiste nos dados que sao verdadeiros positivos;
VN: consiste nos dados que nao verdadeiros negativos;
FP: consiste nos dados que sao falsos positivos; e
FN: consiste nos dados que sao falsos negativos.
Além disso, foi composta uma matriz de confusao para predizer de forma exata

a correlagao entre os espectros, as CHs e o estadio fenoldgico.
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 — Expressdao fenotipica de linhagens de milho-pipoca nas diferentes
condigoes hidricas

Tanto na condiggo WW quanto em WS verificou-se a existéncia de
variabilidade genética entre os gendtipos avaliados para os caracteres agrondmicos
estudados (RG, CE e VP) (Tabela 3), comprovada estatisticamente pela signficancia
pelo teste F (p < 0,01). Uma excecgao foi observada; esta foi o caso de CE, em WW. A
média geral de RG na condicao WW foi de 1.249,88 Kg ha' e, em WS, de 830,47 Kg
ha; isto representou uma reducédo de 33,56% para esta caracteristica. Para CE, em
condicao WW, a média foi de 22,16 mL g' e, em WS, de 19,94 mL g, o que implicou
em uma reducao de 10,02%. A caracteristica VP apresentou reducao de 41,34%, vez
que a média geral em condicdo WW atingiu 28,11 m?® ha' e, em WS, 16,49 m® ha".
Nas analises individuais por CH, os valores de CVe tiveram amplitude de 9,92% (para
CE em WS) a 31,94% (para VP em WS). Na analise conjunta, independente da fonte
de variagao, isto é, genotipos (G), CHs, bem como da interagdo G*CH, os caracteres

RG, CE e VP apresentaram significancia estatistica (Tabela 3).

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia dos ambientes avaliados, bem como da
analise conjunta e médias gerais de caracteres agronémicos de linhagens de milho-

pipoca em condi¢des bem-irrigada (WW) e de déficit hidrico (WS).
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L RG CE VP
Fonte de variagao GL Quadrado Médio
Genotipo 12 562.263,03"  30,26™ 375,81
§ Repetigao 2 36.662,14 6,41 65,73
| Residuo 24 99.130,92 17,00 78,68
5 CVe (%) 25,19 18,60 31,56
Média 1.249,88 22,16 28,11
Gendtipo 12 467.355,44" 29,21 232,61
g Repeticao 2 4.740,69 5,10 2,48
I Residuo 24 31.877,02 3,91 26,70
E:; CVe (%) 21,50 9,92 31,94
Média 830,47 19,94 16,49
8 Genotipo 12 464.460,45" 25,01 214,38"
5‘ CH 1 3.430.230,66" 96,59 2.632,04"
§ Gendtipo x CH 12  5.651.58,01" 34,46" 394,03
9 Residuo 48 65.503,97 10,95 52,68
Té CVe (%) 24,60 15,36 32,55
< Média 1.040,17 21,05 22,30

GL: grau de liberdade; RG: rendimento de graos (Kg ha'); CE: capacidade de expansédo (mL g
); VP: volume de pipoca expandida por hectare (m® ha'); CH: condigdo hidrica; WS: déficit
hidrico, WW: irrigagdo plena; CVe (%): coeficiente de variacdo experimental; ns: néo
significativo; **: significativo em 0,01% e *: significativo em 0,05%.

Observou-se que ha variabilidade genética para os caracteres de maior
importancia econémica para a cultura do milho-pipoca, isto é RG, CE e VP, e que a
suspenséao da irrigagcdo em fase de pré-antese foi suficiente para diferenciar as CHs.
De fato, a suspensédo da irrigagdo a partir da fase de pré-antese é uma pratica muito
adotada para a avaliagdo genotipica em condi¢cdo de seca em milho (ARAUS et al.,
2010; ROMANO et al., 2011; CAIRNS et al., 2012; ZIA et al., 2013; ADEBAYO et al.,
2014; KAMPHORST et al., 2019, 2020a). Por meio dessa agao, permitem-se que as
plantas expressem em tempo habil possiveis adaptagdes a condicdo de limitacdo
hidrica, o que pode ser dimensionado no rendimento final (ROMANO et al., 2011;
CAIRNS et al.,, 2012). Nesse estagio fenoldgico, aplicar o estresse hidrico pode
comprometer a viabilidade polinica, a formagao do zigoto e o enchimento de graos, os
quais sdo processos bioldgicos altamente sensiveis a limitagcdo de agua no solo
(ZINSELMEIER et al., 1995), o que pode reduzir RG e seus componentes.

Nessa pesquisa o caractere RG foi mais afetado pela limitagdo hidrica no solo.
Para Kamphorst et al. (2021), que avaliaram linhagens e hibridos de milho-pipoca em
condicao de seca em épocas distintas, ao déficit hidrico no solo aplicado entre a pré-

antese e o enchimento de graos reduziu em menor efeito as co-variaveis de
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rendimento; entretanto, o somatério desses efeitos também reduziu drasticamente a
variavel principal, no caso, RG. Em suas investigagdes, Kamphorst et al. (2021),
perceberam que em uma época de cultivo a componente de rendimento mais afetada
foi numero de graos por fileira, ao passo que em outra safra, foi a massa de cem
graos. Segundo os autores, esse efeito foi influenciado por ocasido em que se instalou
o ponto de murcha permanente no solo, em que a redugcdo do numero de grdos por
fileira se deu por estresse hidrico logo apds o florescimento; e a reducdo na massa
dos grdos, em momento proximo ao estadio R3. No presente estudo, o ponto de
murcha permanente ocorreu 42 dias ap6és o florescimento masculino, o que tende a
reduzir as estimativas das caracteristicas RG e CE.

A CE, quando comparada a RG e VP, foi uma caracteristica pouco afetada pela
limitagdo hidrica do solo. Kamphorst et al. (2020a), avaliando linhagens de milho-
pipoca em duas safras, registraram redugdes de 29,31% e 9,66% na comparagao
entre a condicdo WS e WW; e Lima et al. (2019), avaliando linhagens e hibridos de
milho-pipoca, mostraram uma redugao de 9,08%. O processo de expansao esta
associado a presenca da umidade contida nos granulos de amido do grédo, que quando
aquecidos (=180 °C), exercem pressao sobre o pericarpo, cujo rompimento expde o
endosperma (SILVA et al., 1993). Neste sentido, a falta de agua durante a formacao
do gréo pode afetar as propriedade fisico-quimicas, interferindo na capacidade de o
grao expandir.

Em decorréncia do efeito significativo gendtipo*condicao hidrica, espera-se uma
resposta diferencial das linhagens de milho-pipoca. No processo de selegdo de
plantas, essas interagbes interferem na recomendacgao de cultivares para ambientes
especificos, bem como para os ganhos de selecdo (HALLAUER et al., 2010). Uma
alternativa para a obtencdo de ganhos genéticos é a identificacao de variaveis para
serem utilizadas na selegao indireta, as quais sejam determinantes na expressao de
caracteristicas principais. Torna-se interessante que estas variaveis nao apresentem
G*CH significativa, mas que se associem de forma significativa e positiva com as
caracteristicas principais (KAMPHORST et al., 2019). Nesse sentido, Kamphorst et al.
(2021) descreveram que em decorréncia da auséncia de significancia para as
interagdes G*safra, G*CH e G*safra*CH, as caracteristicas numero de graos por fileira
e massa de 100 graos sao de interesse para a selec¢ao indireta em milho-pipoca, tanto
em condicdo WW quanto em WS. De fato, os caracteres citados foram apontados
como de importdncia em pesquisas com milho-pipoca em condi¢bes hidricas
adequadas (AMARAL JUNIOR et al., 2016; LIMA et al., 2016) e em pesquisas com a
cultura sob seca (KAMPHORST et al., 2019, 2020a).
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6.2 — Potencial agrondmico de linhagens de milho-pipoca nas condi¢oes hidricas
avaliadas

As médias de RG variaram de 624,00 Kg ha' a 2.020,17 Kg ha' em WW, e de
265,00 Kg ha' a 1.223,83 Kg ha' em WS (Figura 3). Em WW o grupo de linhagens
com maiores estimativas de RG foi composto por L222, L328, L332 e L507; e em WS
foi constituido por L217 e L691. As linhagens que expressaram as menores
estimativas de RG em WW foram L220, L292 e L691. Em WS foram L220, L292, L332,
L507, L510 e L684.

As médias de CE variaram entre 18,67 mL g' e 27,70 mL g' em WW,; e entre
16,03 a 22,67 mL g' em WS (Figura 3). Em condicdo WS as linhagens L220, L510,
L684 e L691 foram as que apresentaram médias superiores. As médias de VP
variaram de 10,93 m*ha a 46,80 m*ha' e de 6,10 m®*ha' a 27,82 m®ha', em WW e
WS, respectivamente. Em condigdo WW, as linhagens L221, L222, L328, L332, L507 e
L691 foram aquelas que apresentaram médias superiores, e em WS, isso ocorreu para
com as linhagens L217 e L691 (Tabela 4).

Tabela 4 — Médias e teste de médias de caracteristicas agronémicas de linhagens de

milho-pipoca avaliadas em diferentes condi¢ées hidricas.

. Condicao WW Condicao WS

Linhagens — = CE VP RG CE VP
L217 1.445,83 b 25,63 a 37,06 a 1.186,10 a 18,67 b 22,14 a
L220 624,00 ¢ 24,23 a 1512 b 546,77 d 22,67 a 12,37 b
L221 1.24200 b 27,70 a 34,53 a 903,40 ¢ 20,37 b 1850 b
L222 1.628,90 a 22,43 a 36,67 a 887,53 ¢ 17,37 b 1533 b
L292 79797 ¢ 26,13 a 20,50 b 580,23 d 20,03 b 1157 b
L328 1.863,23 a 21,30 a 40,13 a 993,80 b 16,77 b 16,73 b
L332 2.020,17 a 23,50 a 46,80 a 585,67 d 17,00 b 9,93 b
L480 1.14467 b 20,20 a 22,80 b 99767 b 17,73 b 19,20 b
L507 1.586,57 a 26,87 a 42,33 a 51993 d 1950 b 10,30 b
L510 1.186,37 b 20,60 a 26,03 b 265,00 d 23,00 a 6,10 b
L684 1.109,47 b 19,80 a 21,80 b 582,63 d 24,30 a 13,77 b
L688 1.170,13 b 18,67 a 21,87 b 74250 ¢ 16,03 b 11,80 b
L691 1.629,17 a 24,03 a 39,15 a 1.223,83 a 22,73 a 27,82 a

WS: déficit hidrico; WW: irrigagéo plena; RG: rendimento de grédos (Kg ha"); CE: capacidade de
expansao (mL g'); VP: volume de pipoca expandida por hectare (m*ha). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo método Scott-Knott em 5% de

probabilidade.

RG e CE sao as caracteristicas principais para a cultura do milho-pipoca.
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Estudos sobre os efeitos génicos no controle dessas caracteristicas na cultura sob
condigdes de irrigagao plena (PEREIRA e AMARAL JUNIOR, 2001; SILVA et al., 2010;
COAN et al., 2019; SCHWANTES et al., 2020), ou sob estresse bidtico (SCHWANTES
et al.,, 2017; MAFRA et al., 2018; AMARAL JUNIOR et al., 2019), bem como sob
deficiéncia nutricional (SANTOS et al., 2020) e limitag&o hidrica no solo (KAMPHORST
et al., 2019; LEITE et al.,, 2022). Tém revelado a agido genética aditiva com
prevalecente para CE, enquanto a agao nao-aditiva tem sido a mais importante na
expressao de RG e seus componentes. Nesse aspecto, tendo em vista que é possivel
aproveitar os devios de dominancia para a caracteristica RG, a CE se torna a
caracteristica de selecao per se mais importante. Por essa razao, por apresentarem as
maiores médias de CE, independente da CH, as linhagens L220, L510, L684 e L691
se tornam as genitoras promissoras para serem utilizadas em programas de
melhoramento em condicdo de seca. Apesar dessas linhagens terem sido
selecionadas por apresentarem CE = 25 mL g', durante esse periodo de cultivo
nenhuma linhagem apresentou CE igual ou superior a esse valor, cuja resultante pode
ser intrepretada pela ocorréncia de significancia para a interacdo G*CH, ja que por ser
considerada oligogénica a CE também é influenciada pela acdo do ambiente
(PEREIRA e AMARAL JUNIOR, 2001; SANTOS et al., 2012).

Independente da CH, de maneira geral, pode-se destacar as linhagens L217 e
L691, que além de apresentarem maiores estimativas de CE, também expressaram
maiores valores de RG e VP quando comparadas as demais linhagens. Essas
linhagens podem ser recomendadas como genitoras para a obtengdo de hibridos

superiores.

6.3 — Identificagcao dos espectros de NIR e constru¢cao do modelo de regressao
entre os caracteres agronémicos RG, CE e VP com os indices espectrais

No apéndice A pode-se observar os espectros do infravermelho préximo (NIR)
das diferentes amostras, correspondentes as leituras realizadas no colmo das
linhagens de milho-pipoca em diferentes datas em relagdo a antese masculina, em
duas condigdes hidricas (CHs). De maneira geral, as amostras apresentaram perfil
espectral semelhante quanto a composicdo quimica na regido do espectro
eletromagnético estudada. Ja no apéndice B pode-se observar os pré-processamentos
aplicados, isto €, SNV e primeira derivada, buscando suavizacdo do espectro e
variagao em sua forma geral.

Com esses espectros utilizou-se de procedimentos de regressao nos dados pré
tratados com SNV, derivada, e SNV + derivada, entretanto, eles ndo apresentaram

altos valores que indicassem linearidade, resultando em baixo poder de predicao
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(Tabela 5).
Tabela 5 — Modelos de regressdo sem tratamento, com pré-processamento SNV,

primeira derivada com ordem e janela de sete pontos, e SNV + primeira derivada para

os caracteres agronémicos RG, CE e VP correlacionados aos espectros de NIR.

Modelos de Regressao

RG Sem tratamento SNV Derivada SNV + Derivada
R? calibragao 0,17 0,09 0,11 0,17

R? predicao 0,01 0,07 0,00 0,02
RMSEC 443,63 452,66 461,76 450,24
RMSEP 543,01 481,97 504,56 495,78

VL 5 7 7 8

CE Sem tratamento SNV Derivada SNV + Derivada
R? calibragao 0,00 0,01 0,05 0,02

R2 predicéo 0,00 0,00 0,00 0,01
RMSEC 40,99 41,78 40,99 38,88
RMSEP 44,36 42,75 42,07 42,68

VL 2 2 5 3

VP Sem tratamento SNV Derivada SNV + Derivada
R? calibracao 0,00 0,14 0,10 0,09

R? predigdo 0,00 0,13 0,08 0,09
RMSEC 12,61 11,74 121,38 11,94
RMSEP 13,24 12,34 124,23 122,80

VL 2 11 4 5

RG: rendimento de grdos (Kg ha'), CE: capacidade de expansdo (mL g'), VP: volume de
pipoca expandida por hectare (m®ha™), SNV: variavel normal padrao, R? calibragdo: coeficiente
de determinacgéo de calibragao, R? predigéo: coeficiente de determinagao de predi¢ao, RMSEC:
erro médio de calibragdo, RMSEP: erro médio de predigao, e VL: variaveis latentes.

Além dos coeficientes de correlagdo abaixo do que geralmente é aceitavel
(superiores a 0,70), as métricas utilizadas para avaliar os erros de predigao, utilizando
tanto os dados destinados para calibragao quanto para predicao (RMSEC e RMSEP,
respectivamente), revelaram valores de predi¢gdo nao confiaveis.

Uma explicagao para a auséncia de correlagdes pode estar relacionada a curta
faixa espectral do equipamento utilizado, de 908 a 1.676 nm, ndo contemplando,
assim, todo o espectro do NIR, uma vez que equipamentos que conseguiram predizer
melhor os parametros apresentavam faixas abaixo ou acima da utilizada (JIANG et al.,
2007; SANSEECHAN et al.,, 2018; FERREIRA de OLIVEIRA et al., 2020). Outra
explicagcdo pode estar intimamente relacionada ao preparo da amostra, vez que
estudos demonstram a importancia do armazenamento e padronizacdo de todas as
amostras a 4 °C (SANSEECHAN et al., 2018).
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Estudos mostram que o espectro de infravermelho é altamente sensivel a
temperatura devido a quantidade de energia armazenada na molécula
(THAMASOPINKUL et al., 2017; CHAPANYA et al., 2019). Algumas investigagdes tém
recomendado que ao se utilizar os espectros quimiométricos de NIR, deve-se evitar a
variacao de temperatura da amostra, pois a ligacdo de hidrogénio da molécula de agua
¢é facilmente influenciada pela temperatura, o que causam alteragdes na precisdo do
modelo (HAGEMAN et al., 2005; COZZOLINO et al., 2007). Além desses fatores,
Sanseechan et al. (2018) descreveram que a camada cerosa da cana-de-agucar
influencia na detecgcédo do espectro, sendo necessaria uma higienizacdo do colmo ou
retirada completa do mesmo para que se possa identificar a sua composicao.

No presente ftrabalho, diversos fatores possivelmente impactaram a
identificacdo dos espectros na cultura do milho-pipoca, como por exemplo a
quantidade de amostras avaliadas, o que demanda uma janela temporal que pode ter
consequenciado na perda da padronizacdo da temperatura e da umidade das
amostras. Além disso, as presencas de residuos do colmo do milho-pipoca podem ter
afetado diretamente na leitura espectral.

Diante da auséncia de relacdo entre os caracteres principais do milho-pipoca
tentou-se encontrar relagdo entre os espectros de NIR para saber se eles podem
classificar as condi¢des de agua aplicada e se podem registrar as mudancgas quimicas

que ocorrem nas plantas em razao dos estadios fenoldgicas.

6.4 - Os espectros do NIR podem identificar a presen¢a da limitagao hidrica no
solo e os diferentes estadios fenolégicos?

As 669 amostras avaliadas foram divididas em 70% para treino e 30% para
teste, compreendendo, respectivamente, 468 e 201 amostras. Como resultados da
precisdo e sensibilidade, constatou-se que na condicdo WS houve uma precisao de
0,91 e sensibilidade de 0,97, ao passo que para WW a precisdo foi de 0,97 e a
sensibilidade de 0,92 (Tabela 6).

O modelo testado expressou média de 94,60% e, portanto, pode-se realizar a
predi¢gdo da condigao hidrica (WS ou WW) com alta confiabilidade. A alta sensibilidade
do equipamento na deteccdo da molécula de agua deve-se a sua intensa absorgao.
De fato, muitas pesquisas utilizam tal técnica para a detecgdo e quantificagdo dos
teores de agua em diferentes culturas (RUMPF et al., 2010; SANSEECHAN et al.,
2018; CHAPANYA et al., 2019; FARBER et al., 2019; FERREIRA DE OLIVEIRA et al.,
2020; PHUPHAPHUD et al., 2020; ZAHIR et al., 2022).
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Tabela 6 — indices de previsdo e sensibilidade para testar as condi¢es hidricas

aplicadas na cultura no millho-pipoca cultivada em 2021.

Classe Precisao Sensibilidade Leituras analisadas Amostras analisadas
WS 0,91 0,97 102 34
Ww 0,97 0,92 99 33

WS — déficit hidrico; e WW — irrigagao plena.

A matriz de confusao entre as condi¢des hidricas revelou elevada acuracia na
predicdo das classes (Tabela 7). Vale destacar que nessa matriz torna-se possivel
observar o erro entre as classes, sendo assim, o modelo acertou em 97% a predicao
da classe WS, com 0,03% dos dados sendo classificados erroneamente em WW; e,

em 92% para a classe WW, com 0,08% sendo classificados erroneamente em WS.

Tabela 7 — Matriz de confusdo com modelos preditivos de erro e acerto entre as
classes WS e WW (dados em %) utilizando os espectros de NIR obtidos de diferentes

condigdes hidricas aplicadas na cultura do milho-pipoca cultivada em 2021.

Predicao

Classes WS WwWw

WS 0,03
ww 0,08

A coloragao “azul escuro” demonstra a correlagéo da classe com ela mesma e o seu percentual

de predicao.

O processo de classificacao foi repetido 30 vezes sendo que para cada
processo foram determinados diferentes conjuntos de amostras, em que 30%
compreende o teste, realizando o tratamento dos dados por derivada seguida de SNV,
juntamente com a utilizacéo do classificador LDA (Figura 3).

A média da acuracia das 30 rodadas de classificacdo foi de 91,50%,
reproduzindo, assim, a capacidade preditiva do modelo. Verificou-se também baixa
variacao da acuracia entre as predi¢cdes, demonstrando a robustez dos dados para a

classificacdo da condigao hidrica.
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Figura 3 — Acuracia média das 30 rodadas do modelo LDA para classificagao da

condigao hidrica aplicada na cultura do milho-pipoca cultivada em 2021.

O classificador apresentou acuracia de 91,5% na identificagdo de gendtipos
submetidos ao déficit hidrico. Com isso, tomou-se posse de uma importante
ferramenta de identificacdo precoce e ndo destrutiva do teor de agua no colmo.
Funcionando como uma importante ferramenta na selecdo de gendétipos de forma
assertiva e precoce.

Para as classes “dias em relagcdo a antese”, a de ordem -19, por meio de 21
leituras de NIR e de 7 amostras, revelou precisdo de 1,00 e sensibilidade de 1,00. Ja
para a classe -6 foram analisadas 42 leituras e 14 amostras expressaram estimativa
média de 0,98 de precisdo e 1,00 de sensibilidade. Na classe 3 foram realizadas 42
leituras em 14 amostras com estimativa de precisao e sensibilidade de 1,00. Na classe
11 foram realizadas 48 leituras em 16 amostras analisadas, revelando precisdo e
sensibilidade de 1,00. Ja para a classe 23 também foram realizadas 48 leituras em 16

amostras com precisao e sensibilidade de 1,00.

Tabela 8 — indices de precisdo e sensibilidade para testar classes (dias) decorrentes
da antecedéncia ou a posterior da antese masculina na classificagdo de diferentes
datas avaliadas em duas condi¢cdes hidricas aplicadas na cultura no millho-pipoca

cutlivada em 2021.
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Classe Precisao Sensibilidade Leituras analisadas Amostras analisadas
-19 1,00 1,00 21 7
-6 0,98 1,00 42 14
3 1,00 0,97 42 14
11 1,00 1,00 48 16
23 1,00 1,00 48 16

-19: significa 19 dias antes da antese masculina, -6: refere-se a 6 dias antes da antese
masculina, 3: implica em 3 dias apos a antese masculina, 11: significa 11 dias apos a antese
masculina, e 23: refere-se a 23 dias apds a antese masculina.

Com base na matriz de confusdo das classes “dias em relacdo a antese”,
constata-se que a classe -19 apresentou 100% de acuracia ao associar os dados da
mesma classe, ndo apresentando qualquer erro de predicdo para com as demais. O
mesmo ocorreu para as classes -6, 3 e 23. Ja a classe 11 apresentou 97% de
acuracia, ao correlacionar ela consigo proépria; entretanto, apresentou erro de 0,02%

ao classificar erroneamente os dados da classe 11 com a classe -6 (Tabela 9).

Tabela 9 — Matriz de confusdo com modelos preditivos de erro e acerto entre as
classes (dias) decorrentes da antecedéncia ou a posteriori da antese masculina (dados
em %) utilizando os dados de espectrais de NIR obtidos de diferentes datas de

avaliacdo em milho-pipoca cultivado em 2021.

Predicao
Classes -19 -6 3 11 23
-19 0,00
-6 0,00
3 0,00
11 0,00
23 0,00

A “coloragao azul” escuro demonstra a correlagdo da classe com ela mesma e o seu percentual

de predig¢ao. A coloragao “azul claro” demonstra a predicdo em que a classe apresentou erro.

A alta acuracia do modelo de classificacao para os dias em relacdo a antese
masculina foi observada realizando-se a escolha de 30 diferentes amostras para
compor as classes de treinamento e teste do modelo, via classificador LDA. Em média,
a acuracia das 30 classificagdes foi de 99%, demonstrando que é possivel diagnosticar
a data de mensuracédo em relagao a antese masculina utilizando a espectroscopia NIR.
(Figura 4).
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Figura 4 — Acuracia meédia das 30 rodadas do modelo LDA para classificacao
decorrente da antecendéncia ou a posteriori da antese masculina com base em
diferentes datas para duas condi¢des hidricas aplicadas na cultura no millho-pipoca

cultivada em 2021.

Por fim, testou-se um modelo de classificagdo capaz de predizer os dias em
relacdo ao florescimento masculino do milho-pipoca, juntamente com seu estresse
hidrico, utilizando a espectroscopia NIR (Tabela 10). Pode-se verificar que em WS a -
19 dias da antese para um total de 39 leituras em 13 amostras foi possivel obter
precisdo e sensibilidade de 1,00. Na classe WS -6 foram realizadas 21 leituras em 7
amostras, com precisdo de 0,78 e sensibilidade de 1,00. Na classe WS 11 foram
realizadas 21 leituras para 7 amostras, com precisdo e sensibilidade de 0,95. Ja na
classe 23 houve 18 leituras em 6 amostras, com 0,78 de precisdo e 1,00 de
sensibilidade. Em relagéo a classe WW -19 foram realizadas 9 leituras em 3 amostras,
com precisao e sensibilidade de 0,94. Na classe WW -6 foram realizadas 27 leituras
em 9 amostras, com 0,96 de precisdo e 0,77 de sensibilidade. Na classe WW 3 foram
realizadas 21 leituras em 7 amostras com precisao e sensibilidade de 1,00. Ja para a
classe WW 11 foram feitas 18 leituras em 6 amostras com 0,94 de precisdo e de
sensibilidade. Por fim, para a classe WW houve 21 leituras em 7 amostras com

precisédo e sensibilidade de 1,00.
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Tabela 10 — indices de previsdo e sensibilidade para testar a classificagdo da condigéo
hidrica aplicada e as classes (dias) decorrentes da antecedéncia ou a posteriori a
antese masculina com classificacdo em diferentes datas e em duas condi¢gbes hidricas

aplicadas na cultura no millho-pipoca cultivada em 2021.

Classe Precisao Sensibilidade Leituras analisadas Amostras analisadas
WS -19 1,00 1,00 39 13

WS -6 0,78 1,00 21 7

WS 11 0,95 0,95 21 7

WS 23 0,78 1,00 18 6
WW -19 0,94 0,94 9 3

WW -6 0,95 0,77 27 9

WW 3 1,00 1,00 21 7

WW 11 0,94 0,94 18 6

WW 23 1,00 0,81 33 11

WS: condig&o de déficit hidrico, WW: condigéo de irrigacéo plena. Valores negativos se referem
aos dias em que foram avaliadas as amostras antes da antese masculina e os valores positivos
se referem aos dias em que foram analisadas as amostras apds a ocorréncia da antese

masculina.

Observando a matriz de confusdo do modelo proposto (Tabela 11), é possivel
verificar que as leituras amostrais que foram classificadas incorretamente foram
preditas nas classes de mesmo tempo de florescimento, porém com o estresse hidrico
classificado de forma errénea. Ou seja, o classificador foi capaz de detectar todas as
etapas de florescimento de forma correta, errando apenas o estresse hidrico de
algumas leituras. Com isso, foi possivel observar que a classe WS -19 apresentou
acuracia de 1,00 e ndo expressou qualquer erro de predicdo, o0 mesmo ocorrendo para
com as classes WS -6, WS 23, WW -19 e WW 3. A classe WS 11 apresentou 0,95 de
correlagdo consigo propria, porém com estimativa de 0,05 de erro em WW 11. Ja a
classe WW -6 apresentou 0,77 de acuracia de correlagcdo com ela mesma, porém com
erro de 0,23 para com a classe WS -6. A classe WW 11 apresentou 0,94 de acuracia
de correlacdo com ela mesma, entretanto, revelou 0,06 de erro com a classe WS 11.
Por fim, a classe WW 23 apresentou 0,81 de acuracia com ela mesma, mas com erro

de 0,03 para com a classe WW -6 e de 0,16 para a classe WS 23.
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Tabela 11 — Matriz de confusdo com modelos preditivos de erro e acerto para a
classificagdo da condicao hidrica aplicada, bem como as classes (dias) decorrentes
das avaliagOes antecedentes e posteriores a antese masculina para a cultura do milho-

pipoca cultivada em 2021.

Predigao
Classes WS-19 WS-6 WS11 WS23 WW-19 WWwW-6 WW3 WWwW11 WW23
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00
0,00 0,00
0,00

WS11 0,00
WS23 0,00 0,00 0,00
WW-19 0,00 0,00 0,00 0,00
WW-6 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00
WW3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ww11 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00
Ww23 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,03 0,00 0,00

A “coloragdo azul” escuro demonstra a correlagdo da classe com ela mesma e o seu percentual

de predigao. A coloragao “azul claro” demonstra onde a classe apresentou erro de predigao.

Esse mesmo classificador LDA foi realizado em 30 diferentes conjuntos de
amostras para compor o treinamento/teste a fim de realizar uma classificagao conjunta
do estresse hidrico em relacdo ao tempo de florescimento. A alta acuracia também foi
mantida, apresentando uma média de 92,93% para os diferentes cenarios. Para essa
caracterizagido, considerando-se o pontilhado vermelho representando a acuracia
média do modelo, constatou-se baixa variabilidade da acuracia, o que demonstra a

capacidade e robustez na classificagado, com alto indice de acerto (Figura 5).
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Acuracia LDA - Classes

Acuracia de cada um dos 30 modelos

o 5 10 15 20 5 30

Ndamero de rodadas do classificador

Figura 5 — Acuracia média de 30 rodadas do modelo para a classificacdo da condicao
hidrica aplicada decorrente das avaliagbes anteriores e posteriores a antese masculina

para a cultura do milho-pipoca cultivada em 2021.

6.5 - Implicacdoes da utilizacdao do espectro de NIR para o melhoramento de

plantas

No presente estudo nao foi possivel associar os espectros do NIR com as
caracteristicas RG, CE e VP, em milho-pipoca, que permitisse uma alternativa de
selecao indireta. Diversos fatores podem ter afetado diretamente na auséncia de
correlacdo espectral, dentre eles, destacam-se: o espectro reduzido do equipamento
utilizado (JIANG et al., 2007; SANSEECHAN et al., 2018; FERREIRA DE OLIVEIRA et
al., 2020), a temperatura ndo homogénea das avaliagbes devido a janela temporal em
que estas ocorreram (THAMASOPINKUL et al., 2017; CHAPANYA et al., 2019), bem
como a possibilidade de contaminacdo do colmo, decorrente da presenca de
cerosidade ou de residuos (SANSEECHAN et al., 2018).

Todavia, o espectro de NIR foi eficiente em discriminar as condi¢des hidricas e
os dias em relagdo a antese masculina, possivelmente devido a deteccdo das
mudangas quimicas que ocorrem na planta, por consequéncia de mudancgas na fonte e
no dreno (ZHAO et al., 2012; SAH et al.,, 2020). O NIR também foi capaz de
discriminar conjuntamente a condicdo hidrica e os dias em relagdo a antese
masculina, sendo possivel identificar o estadio em que a planta se encontra
juntamente com a condigao hidrica. No entanto, vale destacar que o estadio fenoldgico

é facilmente identificado por caracteristicas morfolégicas, mas a identificacao
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associada a condigdo hidrica tem muito a contribuir com os programas de
melhoramento.

O presente estudo contribui com maestria para a aquafotdémica, que demonstra
a interagdo da agua com a luz e, quando essa interagado ocorre, um certo padrao
espectral da agua é gerado para fornecer informacgbes especificas em diferentes
perturbacées e em diferentes individuos (ZAHIR et al., 2022). Este método tem sido
amplamente utilizado em estudos incluindo a tolerancia das plantas a dissecacgao
(CATTANEO et al., 2019; FARBER et al., 2019; KUROKI et al., 2019), sendo assim
uma ferramenta importante para ser utilizada em programas de melhoramento
genético com milho-pipoca. Porém, para que se torne possivel uma elucidagido com
mais afinco sobre as modificagdes quimicas causadas nos diferentes estadios
fenoldgicos, torna-se necessario um maior numero de gendtipos e repeticbes para
aumentar a confiabilidade na geragdo dos dados, bem como, a utilizagdo de um

equipamento que possibilite detectar todo o espectro do NIR.

7- CONCLUSOES

A linhagem L691 — superiora para RG, CE e VP em WS —, bem como L217 —
superiora para RG e VP em WS — e L220, L510 e L684 — superioras para CE em WS —
sdo de interesse para comporem sintético visando a obtengdo de segregantes
superiores quanto a expansao e produgao de graos em ambiente de seca.

A espectroscopia NIR ndo expressou associacdo que permitisse selecao
indireta de RG, CE ou VP, o que pode estar relacionado ao curto espectro do
equipamento utilizado, a n&do padronizagdo da temperatura e, ou a presenga de
residuos e cera no colmo das amostras.

A espectroscopia NIR possibilitou a discriminacdo da condi¢cdo hidrica em
relacdo ao estadio fenolégico da planta, recomendando-se a realizagdo de novos
estudos com maior numero de gendtipos e melhor padronizagdo na obtencdo dos
dados, no intento de predizer com fidedignidade os indices espectrais que permitam
vislumbrar a possiblidade de discriminagdo de gendtipos com adaptacdo ao déficit

hidrico.
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APENDICE

Apéndice A — Curva de padrao espectral do NIR

Respostas espectrais
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Espectros NIR das amostras de colmo de milho na regido entre 908 a 1676 nm [a
primeira regido destacada, compreendida entre 950 a 970 nm por ligacées C-H, CH, e
CHs; a segunda regido, compreendida entre 1140 a 1200 nm revela a presenga do
grupo C-H; a terceira regido, entre 1340 a 1360 nm, do grupo C-H; e as bandas mais
intensas estdo presentes na quarta regiao (1400 — 1500nm), caracteristicas do grupo
OH] (JAMSHIDI et al., 2012; SCHAARE et al., 2000).

Apéndice B — Curva de calibragao apoés tratamentos de SNV + 12, derivada



Respostas espectrais - SNV + 1 Derivada
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Curva espectral pés suavizacao dos dados tratados por SNV e 12. derivada.
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