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SOUZA, S.G.H. Associacdo entre a Diversidade Genética Obtida por
Marcadores RAPD e Performance de Hibridos Topcrosses de Milho Pipoca.
2007. 48f. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo utilizar marcadores moleculares de DNA
(RAPD) para analisar a diversidade entre 14 populacfes de milho pipoca e um
testador de base genética ampla e estimar a correlacdo entre as distancias
genéticas e o desempenho dos hibridos topcrosses. Vinte e quatro primers
aleatorios resultaram na amplificacdo de 218 fragmentos, dos quais 162 (74,3%)
foram polimorficos. A partir dos marcadores RAPD foi gerada uma matriz de
distancia genética por meio do coeficiente de Jaccard. Para a avaliagdo das
populacdes e dos hibridos resultantes dos topcrosses foi utilizado o modelo reduzido
de Gardner. Um dendrograma foi construido e as associagfes genéticas obtidas
apresentaram 3 grupos. Os marcadores RAPD mostraram ser uma ferramenta util
em determinar a extensdo da diversidade genética entre as populacées de milho
pipoca e alocar os gendtipos em grupos heteroticos distintos. Entretanto, ndo houve
correlacdo significativa entre o desempenho meédio dos hibridos topcrosses e as
respectivas distancias genéticas. Os resultados permitiram inferir que as
divergéncias genéticas, baseados em marcadores de RAPD néao foram eficientes no
direcionamento de cruzamentos promissores envolvendo populacdes de milho
pipoca e predizer precisamente o desempenho dos hibridos F1.

Palavras-chave: Zea mays L., grupos heteréticos, marcadores moleculares,
testadores, produtividade.



SOUZA, S.G.H. Association Between Genetic Diversity Obtained by RAPD
Markers and Performance of Hybrids Topcrosses of Popcorn. 2007. 48f.
Dissertacdo de Mestrado em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2007.

ABSTRACT

The present work had for objective to use the molecular markers of DNA (RAPD) to
evaluate the diversity of 14 popcorn populations and a tester of ample genetic base
and to determine the correlation between genetics distances and testcross hybrid
performance. Twenty-four different random primers were used, which resulted in the
amplification of 218 fragments, 162 (74.3%) of them being polymorphic. A genetic
distance matrix was created from the RAPD data, using Jaccard coefficient. The
populations and the hybrid analyses were carried out using Gardner’'s reduced
model. Dendrogram was constructed and the genetic associations showed three
groups. The RAPD analysis was a useful tool in determining the extent of genetic
diversity among popcorn populations and allocating genotypes into distinct heterotic
groups. However, there was no significant correlation between the average
performance hybrid testcrosses and the respective genetic divergence. The present
results allowed to infer that the genetic distances based on RAPD data had not been
efficient in the aiming of promising crossings involving popcorn populations and
cannot be used to precisely predict the F1 hybrids yield performance.

Key words: Zea mays L., heterotic group, molecular markers, testcrosses, yield.
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1.INTRODUCAO

O milho pipoca é considerado 0 mais primitivo dos milhos que se tem
conhecimento (Mangelsdorf, 1974). E um importante produto agricola explorado
comercialmente em todo mundo, cuja producédo tem aumentado com o passar das
décadas (Zeigler, 2001). No entanto, no Brasil, seu plantio comercial € bastante
modesto. Segundo Galvao et al (2000) foram importadas em 1998 aproximadamente
61 mil toneladas de milho pipoca, e a producdo nacional foi cerca de 20 mil
toneladas de graos, onde 75% deste mercado correspondia a pipoca americana,
importado principalmente da Argentina. Isso pode ser atribuido a baixa qualidade da
pipoca disponivel no mercado brasileiro e tecnologia de producdo inadequada
(Sawazaki,1996; Sawazaki, 2001). Portanto num programa de melhoramento de
milho pipoca deve-se reunir num mesmo cultivar caracteristicas que agradem
produtores e consumidores, ou seja, obter materiais com boas caracteristicas
agronOmicas e culinarias.

A selecéo de genitores e a utilizacdo de métodos que identifiquem as
melhores combinacdes sdo etapas de grande importancia num programa de
melhoramento genético (Duarte et al, 2003). Nesse contexto, dentre as técnicas
genético-estatisticas mais utilizadas destacam-se os cruzamentos dialélicos e os
topcrosses (Cruz e Regazzi, 1994; Chaves e Miranda Filho, 1997). Os esquemas
topcrosses tém sido empregados, principalmente, pela facilidade de conducao e
obtencdo dos parametros de capacidade de combinagdo. Neste esquema, a
capacidade de combinacdo € determinada pelos cruzamentos entre os materiais
base do estudo, com um ou mais testadores, previamente selecionados, levando-se
em consideracdo o numero de gendtipos a serem avaliados (Chaves e Miranda
Filho, 1997).

A heterose, manifestada pelos hibridos, pode também ser explorada
em programas de melhoramento da cultura do milho pipoca. Segundo Ferrreira et al
(1995) as melhores combinacdes hibridas estdo diretamente relacionadas com o
grau de divergéncia genética dos parentais envolvidos, sendo que, maiores sao as
chances de se encontrar combinacdes promissoras, quando se utilizam materiais

mais divergentes.



Desta forma, medidas indiretas da diversidade genética entre
linhagens e populacbes sédo importantes para a identificacdo, reconhecimento e
exploracdo dos padrdes heteréticos existentes no germoplasma disponivel. Neste
sentido, os marcadores moleculares com base em DNA, tém sido empregados por
apresentarem algumas vantagens sobre outros meétodos, ou seja, além de
identificarem grande polimorfismo, ndo apresentam interacdo com o meio ambiente,
podendo ser avaliados em qualquer estadio de desenvolvimento (Williams et al,
1990; Dudley, 1993).

Dentre os marcadores moleculares utilizados atualmente, o RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) vem sendo bastante empregado por explorar
o elevado polimorfismo revelado entre os individuos a partir de um numero grande
de regides no genoma (Williams et al, 1990). Em milho esta técnica tem sido
amplamente utilizada em estudos de diversidade, pois quando comparados com
outros tipos de marcadores, aliado ao baixo custo permitiram detectar polimorfismo
de modo simples e rapido. (Lanza et al, 1997; Liu et al, 1998; Munhoz, 2001;
Carvalho et al, 2004; Rinaldi, 2005; Bruel et al, 2006).

O objetivo deste trabalho foi estimar a heterose para caracteristicas
agrondmicas, acessar a diversidade genética através de marcadores de RAPD
dentro das populagdes de milho pipoca e avaliar as associa¢des entre as distancias
genéticas baseadas no RAPD e a média das performances dos hibridos topcrosses.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Milho Pipoca

O milho pipoca pertence a espécie botanica Zea mays L., porém este
apresenta caracteristicas Unicas que o difere dos demais tipos de milho. O milho
pipoca apresenta as sementes duras e pequenas que sob acdo do calor “estouram”,
conferindo-lhe a caracteristica do “pipocamento” (Zinsly e Machado, 1987). A
capacidade de estourar ocorre devido a resisténcia do pericarpo e a presenca de
0leo e umidade no grao que se transformam em vapor quando expostos ao calor,
pressionando o pericarpo até que este se rompa, liberando assim o endosperma
(Silva et al, 1993).

E considerado o mais primitivo milho que se tem conhecimento
(Mangelsdorf, 1974) sendo sua descoberta datada de 2500 a.c. No entanto, a
origem do milho pipoca confunde-se com a dos outros tipos de milho. Segundo
Galinat (1977), existem trés hipdteses aceitaveis quanto a sua origem. A primeira
seria que o teosinte atual é o ancestral selvagem do milho; a segunda seria que o
teosinte primitivo teria originado tanto o teosinte quanto o milho atual e uma terceira
hipotese que o ancestral do milho seria uma forma extinta de milho tunicado, do qual
uma forma mutante teria originado também o teosinte. Evidéncias arqueoldgicas
sugerem que a evolugao teria acontecido no sentido milho pipoca para os demais
tipos de milho, tendo em vista que exemplares do primeiro estdo entre os milhos
mais antigos encontrados (Zinsly e Machado, 1987).

As cultivares de milho pipoca caracterizam-se por apresentar uma
planta mais delicada que o milho comum. De acordo com Zinsly e Machado (1987),
as plantas de milho pipoca apresentam colmo mais fino, nimero de folhas menor e
originam mais espigas por planta, 0 que consequentemente torna os cultivares de
milho pipoca mais suscetiveis as doencas, ao acamamento e ao quebramento do
colmo quando comparadas com o milho comum (Gama et al, 1990).

O milho pipoca apresenta como caracteristica principal a capacidade
de expansdo que esta correlacionado negativamente com o rendimento de graos.

(Alexandre e Creech, 1977). Porém as relacbes ndo sdo grandes o bastante para



impedir que se obtenham ganhos positivos quando é feita a selecao simultanea para
estes dois caracteres (Dofing et al, 1991; Coimbra et al, 2001; Pipolo et al, 2002).

Segundo Galvao et al (2000) o valor comercial obtido por um milho
pipoca depende diretamente de sua capacidade de expanséao (CE). A CE pode ser
avaliada como sendo a relacdo entre o volume de pipoca expandida e o volume de
grdos (v.v') ou o peso de grdos (mL.g'). Em comparacdes iniciais entre as
cultivares brasileiras e as norte-americanas de milho pipoca, observou-se que a
qualidade da pipoca brasileira € muito inferior a norte-americana. No primeiro Ensaio
Nacional de milho pipoca, conduzido no ano agricola de 1991/92, a CE média do
milho brasileiro foi de 17,5 mL.mL™. Enquanto que na década de 40, a CE dos
hibridos e dos cultivares comerciais nos Estados Unidos ja variava de 23,2 a 32,7
mL.g™>. uma boa variedade de milho pipoca deve apresentar uma CE acima de 21
mL.mL™ enquanto valores acima de 26 mL.mL™ indicam uma excelente pipoca.

Uma série de fatores pode influenciar a capacidade de expanséo, dos
guais se destaca a temperatura que 0s graos sao expostos durante o pipocamento e
a umidade dos graos. A temperatura influencia diretamente no niumero de gréos que
estouram. Weathermax (1922) obteve as maiores expansdes quando o calor
aplicado sobre os gréaos foi de 175°C, variando até 200°C em 2,5 a 3 minutos.
Quando os grdos sdo submetidos a temperaturas menores que 176,5°C ha um
grande decréscimo no numero de graos que estouram (Hoseney et al, 1983).

Trabalhos relatados na literatura mostraram qual seria o teor de
umidade ideal para que haja uma elevacdo dos valores da CE. Segundo Willier e
Brunson (1927) o teor de umidade ideal seria de 12%. Hoseney et al (1983)
encontraram teores de umidade em torno de 12,5 a 13,5%, sendo que teores de
umidade em torno de 9,2 e 9,9 % a porcentagem de expansao foi bastante baixa, o
gue pode ser associado ao fato que ndo exista umidade suficiente para a formacao
de vapor e, consequentemente a explosdo. Para Dalbello e Biaggi (1996) a maxima
CE é obtida com teores de umidade de gréos entre 10% a 11%, onde a capacidade

de expanséo diminui tanto com o aumento quanto com a reducdo da umidade.



2.2 Utilizagdo de Cruzamentos Topcrosses no Melhoramento de Plantas

A introducdo do uso de topcrosses, que sdo cruzamentos de
linhagens com variedades de polinizacao livre, foi adotada como uma pratica usual e
eficiente para avaliar a capacidade geral de combinacdo das linhagens (Dauvis,
1927). Atualmente, o termo topcrosses compreende situacbes mais amplas
referindo-se a todo procedimento que envolva um teste de progénie, visando avaliar
diretamente a capacidade de combinacdo de um conjunto de materiais em
cruzamentos com um testador comum (Hallauer e Miranda Filho, 1995).

Lindstrom (1931) recomendou o uso do topcross ao verificar que
algumas linhagens destacavam-se pelo seu comportamento em combinacao.
Jenkins e Brunson (1932), estudando variedades de polinizacdo aberta utilizadas
como testadores, encontraram altas correlacfes entre a producédo das linhagens e
dos topcrosses.

Segundo Hallauer e Miranda Filho (1995), a utilizacdo de topcrosses
no melhoramento tem como objetivos: 1) a avaliacdo da capacidade de combinacéo
de linhagens endogamicas num programa de melhoramento de hibridos; e 2) a
avaliacdo do valor genético dos genotipos da populacdo a ser melhorada.

A capacidade geral de combinacao (CGC) foi definida por Sprague e
Tatum (1942) como o comportamento de uma linhagem quando cruzada com varias
outras, ou seja, 0 comportamento médio dessa linhagem numa série de hibridos. Os
mesmos autores associaram a CGC com a acdo aditiva dos genes, enquanto a
capacidade especifica de combinacdo (CEC) refere-se ao comportamento de uma
linhagem que, quando cruzada com outra da origem a um hibrido simples. A CEC foi
associada aos efeitos de dominancia, epistasia ou interacdo genaétipo x ambiente.

Chaves e Miranda Filho (1997) sugeriram 0 uso de topcrosses em
lugar de dialélicos para a analise de variancia e estimacao de parametros do modelo
reduzido, e propuseram uma metodologia para a predicdo de médias de compostos.
A utilizacdo dos métodos de predicdo de médias para a sintese de compostos de
variedades tem sido reconhecida como de grande importancia nos programas de
melhoramento. No caso do milho pipoca, as caracteristicas consideradas pelos
melhoristas para a obtencdo dos melhores hibridos envolvem altos valores de

produtividade e CE, a fim de satisfazer produtores e consumidores.



Compostos tém sido definidos como uma populacdo obtida pelo
intercruzamento e recombinacdo de duas ou mais variedades de polinizacédo aberta.
A sintese de compostos de variedades para serem utilizados como populacédo base
em programas de seleg&o recorrente tem sido considerada como um procedimento
importante para os programas de melhoramento do milho, devido a elevada
variabilidade que é esperada nos compostos. Miranda Filho (1974) forneceu reviséo
da aplicabilidade do procedimento da predicdo e Hallauer e Miranda Filho (1995)
atualizaram muitos aspectos no uso da predicdo de médias no melhoramento de
milho.

Seifert et al (2006) avaliaram a capacidade combinatoria de
populacées de milho pipoca em topcrosses e concluiram que o método de
cruzamentos topcrosses intra-populacional é eficiente na escolha de populagcfes
para formar compostos. Embora o testador tenha se constituido de uma mistura de

sementes das populacdes este possibilitou a identificacdo de gendétipos superiores.

2.3 Distancia Genética, Efeito de Dominancia e Heterose

7

A avaliagdo da diversidade genética é muito utilizada pelos
melhoristas de milho como um método alternativo para a selecdo de germoplasma,
além de possibilitar o arranjamento de linhagens em grupos que quando
intercruzados dardo os melhores resultados (Souza, 2001). Este método visa
selecionar aqueles materiais mais promissores e diminuir oS gastos e o tempo
necessario para a realizacdo de varias combinacdes hibridas, que seriam
desnecessarias. Os esforcos, portanto, sdo concentrados nas combinacdes mais
promissoras, ou seja, haquelas entre materiais mais divergentes.

Sendo assim, num programa de melhoramento o conhecimento da
distancia genética entre genotipos € muito util por permitir uma melhora na eficiéncia
da amostragem e utilizacdo de germoplasmas. Os melhoristas podem usar estas
informacdes para tomar decisbes como a escolha de gendtipos para o
desenvolvimento de populagbes ou para facilitar a identificacdo de diversos
genitores para a obtencdo de combinacdes hibridas, a fim de maximizar a expressao
da heterose (Miranda et al, 2003).



A diversidade genética entre um grupo de genitores tem sido avaliada
com o objetivo de identificar combinac¢des hibridas de maior efeito heterético e maior
heterozigose, de modo que, nas suas geragfes segregantes, seja possivel a
recuperacdo de genotipos superiores (Cruz e Regazzi, 1994).

Apesar da divergéncia genética ser uma condicdo necessaria para
gue haja heterose, ela ndo é suficiente para que a heterose se manifeste, pois esta
depende da magnitude das diferengas de frequéncias alélicas e da dominéncia para
todos os locos envolvidos (Cress, 1966; Guo et al, 2006).

A heterose pode ser definida como sendo o vigor manifestado em
cruzamentos entre individuos geneticamente divergentes, aumentando o valor dos
caracteres quantitativos nos hibridos em relacdo aos pais (Suresh e Khanna, 1975).
De acordo com Paterniani (1974) existem duas teorias para explicar a heterose: a
primeira, proposta por Davenport (1908), Bruce (1910) e Keeble e Pellew (1910),
explica a heterose pelo acumulo, no hibrido, de genes dominantes provenientes de
ambos os pais. A teoria da sobredominancia foi proposta concomitantemente por
Shull (1908) e East (1908) e explica a heterose pela prépria condi¢do heterozig6tica
dos locos que controlam o carater; assim, em cada loco, a condi¢cao heterozigotica
seria superior a qualguer dos homozigotos.

Em milho, ha fortes evidéncias que a heterose nesta espécie é
resultante do acumulo de locos com alelos expressando dominancia
parcial/completa (Hallauer et al, 1998). Smith e Smith (1989) relataram, para milho,
gue a heterose seria uma funcéo de heterozigosidade em um numero de locos.

O termo grupo heterético é comumente usado pelos melhoristas de
milho, porém ndo se encontra nenhuma defini¢cdo clara e objetiva do significado da
expressdo na literatura. Esse termo foi estabelecido empiricamente através da
relacdo da heterose observada nos cruzamentos envolvendo diferentes cultivares de
polinizacdo aberta (Hallauer et al, 1988). Sua importancia para o melhorista reside
no fato de que os cruzamentos entre grupos heterdéticos distintos resultam em uma
alta heterose.

A predicdo da medida da distancia genética, antes que qualquer
cruzamento seja realizado, poderéa auxiliar os melhoristas a concentrar seus esforgos
apenas nas combinacfes mais heteréticas, pois a heterose manifestada nos
cruzamentos pode estar diretamente relacionada a distancia genética. De acordo

com Melo (2000), quanto maior a divergéncia genética entre os materiais cruzados,



maior sera a heterose e, consequentemente, maior a produtividade.

A avaliacdo da distancia genética pode ser obtida por meio de
diferencas fisiologicas, morfolégicas, agronémicas e moleculares existentes entre
gendtipos, além de ser possivel também de se avaliar por meio da heterose ou da
capacidade especifica de combinacdo, manifestada numa série de cruzamentos

entre as variedades e/ou hibridos.

2.4 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares tém sido sugeridos como ferramenta Gtil em
varios aspectos do melhoramento de plantas, como a descricdo de variedades, a
construcdo de mapas genéticos, a medicao das distancias genéticas entre as
linhagens e o proprio processo de selecdo (Rumin e Vencovski, 2001).

A estimativa da diversidade genética, obtida pela anélise das
informagbes fornecidas pelos marcadores moleculares, tem aparecido com
frequéncia nos trabalhos mais recentes. A diversidade genética pode ser estimada
pelo uso de varios tipos de marcadores moleculares e analisadas por um grande
namero de metodologias. Além de fornecerem informacdes seguras e precisas, 0S
marcadores podem agilizar pesquisas por possibilitarem a avaliacdo de um grande
nuamero de amostras de uma so vez.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) um marcador molecular pode
ser definido como todo e qualquer fenétipo derivado de um gene expresso, como no
caso de proteinas e caracteres morfoldgicos, ou de um segmento especifico de DNA
correspondente a regifes expressas ou nao e cujo comportamento esta de acordo
com as leis basicas de heranca. Quatro tipos de marcadores genéticos tém sido
utilizados em plantas: morfoldgicos, citolégicos, bioquimicos e moleculares (Borém,
1998).

De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998), até meados da década
de 60, os marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento eram
controlados por genes associados a caracteres morfolégicos, como nanismo,

deficiéncia de clorofila, cor de pétala, etc. Mais recentemente, os marcadores



bioquimicos, principalmente as isoenzimas e proteinas de reserva, tém sido
utilizados na caracterizacdo de germoplasma e, de forma mais limitada, na selecéo
indireta. Porém, estes marcadores, assim como os marcadores morfoldgicos e
citolégicos, também existem em numero limitado e com baixo nivel de polimorfismo
(Borém, 1998).

Os marcadores moleculares surgiram com o advento das técnicas de
biologia molecular e por meio de diversos métodos de deteccdo de polimorfismo
genético obtidos diretamente do DNA. A partir disso, o nimero de marcadores
disponiveis passou a ser ilimitado, podendo ser obtido em qualquer organismo vivo e
a sua utilizacdo é ampliada para a grande maioria das espécies até entdo pouco
estudadas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

De acordo com Lanza et al (2000), a aplicacdo das técnicas que
fazem uso dos marcadores moleculares de DNA, para acelerar e monitorar os
programas de melhoramento genético tem como consequéncia grandes avancgos no
desenvolvimento de variedades melhoradas.

A tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR— Polymerase
Chain Reaction) concebida por Mullis em meados da década de 80 (Mullis e
Faloona, 1987), causou uma grande revolucdo na biologia, tanto na pesquisa
visando o entendimento dos processos biolégicos fundamentais, como nas areas
aplicadas envolvendo diagnésticos de doencas e melhoramento genético de plantas
e animais domeésticos (Souza, 2000).

Lanza et al (2000) afirmam que a técnica da PCR consiste na sintese
enzimatica in vitro de um segmento de DNA, delimitado por um par de primers de
sequéncias especificas de nucleotideos de fita simples. Segundo esses autores,
primers sao sequéncias curtas de DNA, que pareiam com o DNA-molde e servem de
iniciadores para a sintese in vitro de uma nova fita de DNA.

Em 1990, ocorreu um grande avanco no uso de marcadores
moleculares que tem como base a PCR para a caracterizacdo biolégica. Williams et
al (1990) e Welsh e McClelland (1990) introduziram independentemente a técnica do
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso ou RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) cuja idéia era utilizar iniciadores mais curtos e de sequéncia
arbitraria de nucleotideos para dirigir a reacdo de amplificacao, eliminando assim, a
necessidade do conhecimento prévio da sequéncia alvo.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), a técnica RAPD ¢é
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basicamente uma variacdo da PCR com duas caracteristicas distintas: 1) utilizacéo
de um anico primer ao invés de um par; 2) o primer Unico tem sequéncia arbitraria,
portanto sua seqUéncia alvo é desconhecida. Para que haja amplificagdo de um
fragmento de RAPD no genoma analisado, duas sequéncias de DNA
complementares ao primer arbitrario devem estar suficientemente adjacentes (<4000
pares de bases) e em orientacdo oposta, de maneira a permitir a fixacdo exponencial
de um segmento de DNA pela polimerase. Em funcdo da grande quantidade de DNA
produzido, este segmento pode ser visualizado diretamente na forma de uma banda
num gel de agarose submetido a eletroforese.

Segundo Santos et al (1994), além das vantagens ja descritas, 0s
marcadores RAPD apresentam ainda vantagens adicionais por serem tecnicamente
mais acessiveis e possuirem um custo mais baixo. Outra caracteristica fundamental
dos marcadores RAPD € o fato de se comportarem como marcadores genéticos
dominantes, embora a dominancia neste caso nao se refira ao conceito classico de
interacdo entre alelos de um mesmo loco e sim puramente do ponto de vista da
interpretacdo relativa entre gendtipo e fenétipo de um individuo (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Em trabalhos com milho, citados por Souza (2001) a técnica RAPD
tem sido utilizada para a identificacdo das linhagens genitoras de hibridos, estudos
de diversidade e distancia genética e identificacdo de polimorfismo e de alelos de
resisténcia a pragas.

Outra classe de marcador bastante utilizada € o marcador de
microssatélite. Experimentos realizados no inicio dos anos 80 demonstraram a
existéncia de sequéncias simples repetidas (SSR - Simple Sequence Repeats), em
grande quantidade no genoma de eucariotos (Tautz e Renz, 1984). Estas
sequéncias tornaram-se mais conhecidas como microssatélites (Litt e Luty, 1989). A
presenca de microssatélites em plantas foi descrita pela primeira vez por Condit e
Hubell (1991), sendo que o elemento repetido mais comumente encontrado entre as
espécies vegetais é o di-nucleotideo AT (Morgante e Olivieri, 1993).

Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) correspondem a
sequéncias com poucos nucleotideos, geralmente de 2 a 3 bases repetidas em
tandem (Smith et al, 1997). Estes podem ser detectados a partir de regides do DNA
contendo sequéncias simples repetidas as quais sdo amplificadas via PCR, utilizando-

se um par de “primers” especificos de comprimento entre 20 e 30 pares de bases,
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complementares a sequéncias Unicas que flanqueiam as sequéncias simples
repetidas.

Geralmente os segmentos amplificados a partir destas regides
apresentam grande polimorfismo resultante da presenca de diferentes nameros de
sequéncias simples repetidas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Cada regido de
microssatélite, independente da repeticdo, constitui um loco genético altamente
variavel, multialélico e de grande conteudo informativo. Cada segmento amplificado de
tamanho diferente representa um alelo diferente no mesmo loco devido a alta taxa de
mutacao que ocorre nestas regides (Jarne e Lagoda,1996).

Este marcador tem sido amplamente utilizado por ter carater co-
dominate e apresentar-se multialélico, possuindo o mais elevado contetdo de
informacdo de polimorfismo (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Além disso, € possivel
avaliar regides do genoma distribuido em todos os cromossomos, fornecendo
subsidios Uteis ao melhorista na selecdo basica de populacfes a serem utilizadas
em programas de melhoramento gerando informacdes de agrupamento de genaotipos
e planejamento de cruzamentos (Moraes et al, 2003).

Rafalski (2002) destacou que 0s microssatélites tém sido muito
utiizados como marcadores por apresentarem alto grau de informatividade,
enguanto que o RAPD tem sido utilizado devido a simplicidade da técnica. Porém a
escolha da melhor técnica a ser utilizada, depende dos objetivos a serem atingidos,

bem como da caracteristica do material a ser analisado.

2.4.1 Estimativa da distancia genética utilizando marcadores moleculares

A estimativa da distancia genética obtida pela analise das
informacfes fornecidas pelos marcadores moleculares é bastante freqiente na
literatura atual. Ela tem sido obtida por diferentes tipos de marcadores moleculares e
analisadas por grande quantidade de metodologias.

Segundo Lanza et al (2000) os genatipos sdo avaliados por meio dos
marcadores e as bandas comuns a todos os individuos sdo interpretadas como

semelhancas genéticas, e as ndo comuns, com diferencas genéticas. Os resultados
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sao codificados de forma que gerem uma matriz de similaridade (ou dissimilaridade),
gue pode ser graficamente interpretada por meio de algumas técnicas multivariadas,
como 0s métodos de agrupamento.

Kantety et al (1995) trabalhando com 19 linhagens elite de milho
pipoca e 8 linhagens de milho dentado verificaram que através de marcadores ISSR
foi posssivel agrupar esse material de acordo com os dados de pedigree. Os
marcadores de ISSR foram efeitvos em separar 0os genétipos em grupos heteréticos
podendo ser utilizado com grande eficiencia nos programas de melhoramento
genético.

Através da divergéncia genética obtida por RAPD, Lanza et al (1997),
alocaram em trés diferentes grupos heteroticos 18 linhagens de milho selecionadas
a partir de duas variedades (BR-105 e BR-106). Lanza et al (1997) verificaram que o
RAPD pode ser usado como uma alternativa para determinar a divergéncia genética
entre linhagens de milho, separando-as em grupos heteréticos diferentes, e auxiliar
na escolha de cruzamentos superiores reduzindo assim, o nimero de cruzamentos
requeridos nas avaliagcbes a campo. Liu et al (1998) analisando 15 linhagens
utilizadas em programas de melhoramento, concluiram que marcadores de RAPD
foram efetivos e concordantes com dados de pedigree na separacdo destas
linhagens em grupos heteréticos.

Enoki et al (2002), analisando 65 linhagens de milho adaptadas para
regides frias do Japao concluiram que marcadores de regides de microssatélites ou
SSR foram efetivos para acessar a diversidade genética entre as linhagens e aloca-
las em grupos heterdticos. Concordéancia entre dados de marcadores moleculares e
pedigree, sdo descritos também por Lu e Bernardo (2001) que analisaram 8
linhagens elite. Com base em 83 alelos, foi possivel agrupar as linhagens em dois
grupos heteréticos distintos. Esses autores sugeriram que marcadores de SSR
também podem ser utilizados na exploracdo da origem e conseqientemente na
organizagdo de germoplasmas. Sun et al (2001), comparando a diversidade genética
entre 37 hibridos da regido de Ontario obtida por marcadores de RAPD e
microssatélites, concluiram que estes se agruparam de acordo com os dados de
pedigree e os Valores de Unidade de Calor requeridos pelos hibridos.

Pejic et al (1998) apresentaram um importante estudo comparativo
entre marcadores moleculares em milho. Usando RFLPs, RAPDs, SSRs e AFLPs os

autores concluiram que ha diferencas no nivel de polimorfismo revelado em cada
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uma deles. Os SSRs mostraram a maior taxa de polimorfismo e os AFLPs a menor,
apesar dessa técnica ter sido considerada o sistema mais eficiente. Na comparacao
com informagdes de pedigree, apenas os resultados obtidos com os RAPDs foram
discrepantes, os demais estando bem correlacionados e ratificando a possibilidade
de recuperacéo do pedigree a partir de dados moleculares.

Assim, o uso de marcadores moleculares como ferramenta auxiliar

em programas de melhoramento tende a maximizar o uso dos recursos genéticos.
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4. ARTIGO: ASSOCIACAO ENTRE A DIVERSIDADE GENETICA OBTIDA POR
MARCADORES RAPD E PERFORMANCE DE HIBRIDOS TOPCROSSES DE
MILHO PIPOCA

4.1 Resumo

O presente trabalho teve por objetivo utilizar marcadores moleculares de DNA
(RAPD) para analisar a diversidade entre 14 populacfes de milho pipoca e um
testador de base genética ampla e estimar a correlacdo entre as distancias
genéticas e o desempenho dos hibridos topcrosses. Vinte e quatro primers
aleatérios resultaram na amplificacdo de 218 fragmentos, dos quais 162 (74,3%)
foram polimorficos. A partir dos marcadores RAPD foi gerada uma matriz de
distancia genética por meio do coeficiente de Jaccard. Para a avaliacdo das
populacdes e dos hibridos resultantes dos topcrosses foi utilizado o modelo reduzido
de Gardner. Um dendrograma foi construido e as associacdes geneéticas obtidas
apresentaram 3 grupos. Os marcadores RAPD mostraram ser uma ferramenta util
em determinar a extensdo da diversidade genética entre as populacdes de milho
pipoca e alocar os gendtipos em grupos heterdéticos distintos. Entretanto, ndo houve
correlagcdo significativa entre o desempenho médio dos hibridos topcrosses e as
respectivas distancias genéticas. Os resultados permitiram inferir que as
divergéncias genéticas, baseados em marcadores de RAPD nao foram eficientes no
direcionamento de cruzamentos promissores envolvendo populacdes de milho

pipoca e predizer precisamente o desempenho dos hibridos F1.

Palavras-chave: Zea mays L., grupos heteréticos, marcadores moleculares,
testadores, capacidade de expansao, produtividade.

4.2 Abstract

The present work had for objective to use the molecular markers of DNA (RAPD) to

evaluate the diversity of 14 popcorn populations and a tester of ample genetic base

and to determine the correlation between genetics distances and testcross hybrid
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performance. Twenty-four different random primers were used, which resulted in the
amplification of 218 fragments, 162 (74.3%) of them being polymorphic. A genetic
distance matrix was created from the RAPD data, using Jaccard coefficient. The
populations and the hybrid analyses were carried out using Gardner’s reduced
model. Dendrogram was constructed and the genetic associations showed three
groups. The RAPD analysis was a useful tool in determining the extent of genetic
diversity among popcorn populations and allocating genotypes into distinct heterotic
groups. However, there was no significant correlation between the average
performance hybrid testcrosses and the respective genetic divergence. The present
results allowed to infer that the genetic distances based on RAPD data had not been
efficient in the aiming of promising crossings involving popcorn populations and
cannot be used to precisely predict the F1 hybrids yield performance.

Key words: Zea mays L., heterotic group, molecular markers, testcrosses, popping

expansion, yield.

4.3 Introducéo

A exploracdo da heterose em combinacdes hibridas tem resultado
em progressos significativos nos programas de melhoramento de plantas no que se
refere ao aumento de rendimento de graos. Segundo Griffing e Lindstrom (1954) e
Moll et al (1965) o fenbmeno da heterose em hibridos F; é afetado principalmente
pela diversidade genética. Alguns pesquisadores tém sugerido que parentais mais
distantes geneticamente podem resultar na expressao maxima da heterose (Ferreira
et al, 1995). No entanto, em milho cruzamentos entre parentais extremamente
divergentes podem resultar em uma situacao na qual a fungcdo harmonica dos alelos
pode ser quebrada (Shieh e Thseng, 2002).

Estudos de predicdo da capacidade de combinacédo tém indicado que
o grau de heterose para algumas espécies e determinadas caracteristicas esta
relacionada com a divergéncia genética (East, 1936). Considerando-se que a
avaliacdo da heterose de hibridos no campo é um processo oneroso e requer longo
periodo de tempo, a utilizacdo de marcadores genéticos para prever as melhores

combinacgdes heterdticas tem se tornado uma alternativa muito atraente. Marcadores
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moleculares baseados em DNA tém sido empregados por apresentarem algumas
vantagens sobre outros métodos, ou seja, além de identificarem grande
polimorfismo, ndo apresentam interacdo com 0 meio ambiente, podendo ser
avaliados em qualquer estadio de desenvolvimento (Williams et al, 1990; Dudley,
1993). A fim de identificar caracteristicas agronémicas superiores nesse tipo de
germoplasma, marcadores moleculares foram utilizados em estudos de diversidade
genética (Kantety et al, 1995; Santacruz-Varela et al, 2004) e no mapeamento de
genes/QTLs governando caracteristicas importantes como a capacidade de
expansao (Lu et al, 2003; Babu et al, 2006).

Dentre os marcadores moleculares utilizados atualmente, o RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) vem sendo empregado pela capacidade de
detectar elevado nivel de polimorfismo revelado entre os individuos a partir da
exploracdo de vastas regibes no genoma (Williams et al, 1990). Em milho, esta
técnica tem sido amplamente utilizada em estudos de diversidade, pois quando
comparados com outros tipos de marcadores, aliado ao baixo custo, permitiram
detectar polimorfismo de modo simples e rapido. (Liu et al, 1998; Carvalho et al,
2004; Rinaldi, 2005). Entretanto alguns resultados obtidos a partir de diferentes tipos
de pesquisa sdo contraditérios no que diz respeito a relacdo entre a divergéncia
genética e a heterose. Smith et al (1990) demonstrou que analise obtida a partir de
RFLP pode ser utilizada para predizer combinacdes hibridas superiores. Lanza et al
(1997) e Bruel et al (2006) trabalhando com marcadores de RAPD conseguiram
alocar linhagens de milho em grupos heteréticos e predizer as melhores
combina¢Bes hibridas. No entanto alguns pesquisadores ndo encontraram
correlacdo entre a distancia genética estimada por marcadores moleculares e a
heterose de hibridos. Chen et al (1996) e Shieh e Thseng (2002) ndo encontraram
resposta positiva entre a diversidade genética obtida através de RAPD e a
performance de hibridos.

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi estimar a heterose
para caracteristicas agron6micas, acessar a diversidade genética dentro de
populacdes de milho pipoca usando marcadores de RAPD e avaliar as associacdes
entre as distancias genéticas obtidas por RAPD e a média das performances dos
hibridos topcrosses
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4.4 Material e Métodos

Obtencéao do material vegetal

Foram utilizadas 14 populagbes de milho pipoca: nove procedentes
de trés geracdes de selecdo massal estratificada dentro de variedades locais,
selecionados em lavouras de agricultores no norte do Parana (UEL MP, UEL YY,
UEL SI, UEL MPS, UEL BG, UEL PAG, UEL PAP, UEL ZP e UEL PP); dois
compostos procedentes da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG (CMS 42 e
CMS 43) e trés populagdes comerciais (RS 20/FEPAGRO-RS, Capitdo e Japonesa).

A obtencédo dos hibridos topcrosses foi realizado no ano agricola
1997/1998, na Area Experimental do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR). As 14
populacdes foram semeadas separadamente como fileiras femininas e o testador
como fileira masculina. O testador foi constituido por uma mistura equitativa de
sementes (Chaves e Miranda Filho, 1997) de todas as 14 popula¢cdes, semeado em
duas épocas com intervalo de sete dias, intercalado com as fileiras femininas, na
proporcao de trés para dois, respectivamente. As fileiras femininas e o testador
foram semeados em linhas de 10m de comprimento, com espacamento de 0,9m
entre linhas e densidade de cinco plantas por metro linear. As fileiras femininas

foram despendoadas antes do inicio do florescimento masculino.

As populagbes e os hibridos topcrosses foram avaliados no ano
agricola 1999/2000, instalado na Fazenda Experimental da Universidade Estadual

de Londrina, PR, com semeadura realizada em novembro de 1999.

Delineamento Experimental

O experimento seguiu o delineamento de blocos ao acaso, com trés
repeticbes e 28 tratamentos (14 hibridos topcrosses e 14 populacdes). A unidade
experimental foi constituida de duas fileiras de 4m de comprimento, espacamento de
0,9m entre fileiras e densidade de cinco plantas por metro linear.

Foram avaliados os seguintes caracteres: peso total de grédos na
parcela (PG, em kg parcela™), corrigidos para umidade padrédo de 13,5% e stand
(ST) ideal de 40 plantas, ajustado para t ha™, por meio da metodologia de correcéo
por covariancia (Vencovsky e Barriga, 1992); capacidade de expansédo (CE, em mL
mL™), avaliada em grdos com 11% de umidade, em microondas (Gokmen, 2004);
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altura de planta (AP, em metros), em trés plantas competitivas por parcela; e
florescimento feminino (FF, em dias).
Para analise dos dados utilizou-se o programa SAS versao 8.0 (SAS

INSTITUTE, 1995). As estimativas dos efeitos de variedades (v;), heterose de
variedades (h;), capacidade geral de combinacéo (g;) e as analises de variancias de
topcrosses foram realizadas segundo a metodologia proposta por Chaves e Miranda
Filho (1997), obtida a partir do modelo reduzido de Gardner (1967):

Vi =p+ % (vi+vy) + 0 (h+hj+hy) + e

Onde:

6 = 0 para variedades (j =) e 1 para hibridos (j #);

u= média das n variedades parentais;

v; e v; = efeito de variedades;

h = heterose média;

h; e h; = heterose de variedades:

e = erro ajustado & média dos tratamentos,

As estimativas dos parametros foram obtidas pelas férmulas

apresentadas no Quadro 1 (Chaves e Miranda Filho, 1997).

Quadro 1. Férmulas para a estimacao de efeitos no estudo de topcrosses e seus

parentais.
Efeitos Estimativas
Média n=V
Variedade 0=V,;-V
Heterose média E=L('|_'-\_/)
n-
Heterose de variedade ﬁ,-=%[(T,—-f) -%(V,—-V)]




25
Uma notacdo mais simplificada foi utilizada nas férmulas, tais que:
v -1 . 21 =_1 SR A — —
V=Y V :EZVj’ T, _FZ YT :HZ T,,» com as restricbes: 2v; = 2h;= 0, em que

os valores observados (médias) séo Ve T; .
As andlises de variancias de topcrosses para cada carater avaliado

foram realizadas segundo as férmulas apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2. Analise da variancia com base nas médias de variedades e topcrosses de

acordo com o modelo reduzido de cruzamento dialélico.

Fontes de Variagéo G.L. Soma de Quadrados
n n 2

Tratamentos 2n-1 SVI+YT! - (VAT)”
1 j=1 2n

: 12 < =2
Variedades (v)) n-1 gZ[Z(Vj -V) +(T;-T)]
=1
T 1 2
Heterose média (h) 1 E(V -T)

Heterose de variedades

n-1 IV V)21 DT
(h) =

(r-21)2n -
Ero e

1)

Marcadores de RAPD

Para a obtencdo de DNA as sementes foram colocadas para
germinar em papel toalha umedecido. ApGs 7 dias, cada populacéo foi representada
por um bulk (Michelmore et al, 1991) de folhas jovens de 30 plantas. O bulk do

testador constitui uma mistura equitativa de folhas de cada populac&o.O tecido foliar
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foi macerado em nitrogénio liquido e o DNA gendmico extraido utilizando-se o
protocolo de extracdo descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998). Apos a extracao foi
realizada a quantificagdo do material em fluorometro Dyna-Quant (Hoefer-
Pharmacia) e diluido a uma concentracéo final de 10 ng pl™.

As reacgbes de RAPD foram conduzidas em um volume final de 15pl,
contendo tampé&o 1x buffer de PCR (75 mM de Tris-HCI pH 9.0, 50 mM de KCI, 20
mM MgCl, e 20 mM de (NH,4)>S0O,), 0,1 mM de cada dNTP, 0,5 mM de primer, 0.7
unidade de Taq DNA polimerase (Biotools) e 20 ng de DNA e agua bidestilada para
completar o volume. As amplificacBes foram realizadas em termociclador modelo
PT-100 (MJ Research, Massachusetts, USA), programado para uma etapa inicial de
3 min. a 94°C, 47 ciclos de 1 min. a 94°C (desnaturacdo), 1,45 min. a 38°C
(anelamento), 2 min. a 72°C (polimerizacédo) e um ciclo final de extensdo por 6 min. a
72°C. Apo6s a amplificacdo, o volume total foi inserido em gel de agarose (1,2%),
corado com brometo de etidio (0,5 ng ml?). Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese em tampéo TAE (Tris-acetato 0,04M e EDTA 0,01M pH
7.5) a 100 V por 3 h e visualizados sob luz UV. As imagens dos geéis foram
capturadas usando um sistema de fotodocumentacéo para posterior analise. Foram
utilizados 24 primers decanucleotideos pré-selecionados (Operon Technologies,
Califérnia, EUA).

Na avaliagdo dos géis, foi construida uma matriz de similaridade
onde cada banda foi tratada como um carater Unico e a sua presenca em um
individuo foi designada por 1 (um) e a auséncia por 0 (zero). Foi utilizado o programa
NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for Personal Computers),
versdo 2.1 (Rohlf, 2000) para avaliar as associacdes genéticas entre as amostras.
Com base no coeficiente de similaridade de Jaccard (1901), foram feitas
comparacdes duas a duas, entre 0s genotipos. A estimativa da similaridade genética
(SG) entre cada par de genotipos foi efetuada utilizando a expressdo SGj=a/(a+b+c),
onde a=numero de coincidéncias positivas para cada par, b=numero de
discordancias do tipo 1-0 para cada par de genoétipos e c=numero de discordancias
do tipo 0-1 para cada par de genotipo. As distancias genéticas (GD) entre os pares
foram estimadas por GD= 1 - GS. A representacdo simplificada das distancias foi
feita por meio de um dendrograma obtido pelo método hierarquico aglomerativo da
média aritmética entre pares ndo ponderados (UPGMA) e pela dispersdo das
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linhagens em um grafico bidimensional através das duas primeiras coordenadas
principais. O procedimento de bootstrap foi aplicado para calcular a variancia das
similaridades genéticas obtidas a partir dos marcadores e, assim, verificar a
consisténcia do dendrograma obtido usando o programa DBOOT, versédo 1.1
(Coelho, 2001). A relacédo entre as distancias genéticas de Jaccard e as médias
observadas no topcross foi avaliada pela correlagdo de Pearson, utilizando o
Programa Genes (Cruz, 2001). A significancia das correlagdes foi verificada pelo
teste t.

4.5 Resultados e Discussao

Os quadrados meédios obtidos pela analise de variancia do ensaio
topcross do experimento sdo apresentados na Tabela 1 para o0s seguintes
caracteres: peso de graos (PG), capacidade de expansao (CE), altura de planta (AP)
e florescimento feminino (FF). Os coeficientes de variagdo (CV%) oscilaram entre
1,91% e 15,67% para FF e PG, respectivamente. O CV% obtido neste trabalho foi
considerado baixo enquadrando-se nos limites aceitaveis propostos por Pimentel-
Gomes (1985) e Scapim et al (1995). O CV% para CE foi relativamente baixo,
guando comparado com outros autores na literatura que obtiveram valores de CV%
variando de 9,1 % (Simon et al, 2004) a 19,2% (Santos et al, 2004) o que revela a

boa precisdo experimental para ensaios de milho pipoca conduzidos em campo.

Foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos, para
0os caracteres avaliados (PG, AP, FF) exceto para CE. Efeitos significativos de

variedades foram detectados para todos os caracteres em estudo com excec¢ao para

a CE. As significancias da heterose média (H) observada para PG, CE, AP e FF
indicam que de um modo geral, os hibridos topcrosses apresentaram
comportamento diferenciado em relacdo as populacdes per se (Tabela 3). Quando o
quadrado médio da heterose média é significativo, a variancia das frequéncias
génicas entre as variedades é suficientemente grande em, pelo menos, parte dos
locos com dominancia, e as variedades, nessas condi¢cdes, sdo divergentes nesses

locos (Vencovsky, 1970).
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O efeito de variedade (v)) esta relacionado aos componentes aditivos
das médias, enquanto que heterose de variedades (h) relaciona-se aos
componentes de dominancia, o que indica uma diversidade entre os genoétipos e
diferencas no potencial dessas populacbes para 0 uso em programas de
melhoramento. Entretanto, para h; apenas os caracteres PG e FF apresentaram
efeitos significativos ao nivel de 1% de probabilidade (Tabela 1). Para os caracteres
CE e AP, os efeitos v; foram preponderantes, o que indica a importancia maior dos
componentes aditivos sobre os ndo aditivos na manifestagéo desses caracteres.

As estimativas positivas de vj, h; e gi séo apresentadas na Tabela 2.
Valores de g; positivos, para PG, foram observados em UEL YY, UEL SI, UEL PAP,
UEL ZP, UEL PP, CMS 42, CMS 43 e RS 20. Estas populacdes apresentaram as
maiores estimativas positivas de g, sendo, portanto, de maior potencial para
aumentar a media desse carater, quando utilizadas em cruzamentos nesse estudo.
Estes dados sdo apresentados na Tabela 3 e mostram tais popula¢cdes como as
melhores médias topcrosses. A populacdo CMS 43 apresentou o melhor
desempenho na avaliacao per se e também em combinacéo hibrida com o testador,
comprovando os valores positivos de vj e gi (Tabela 3). Entretanto, nem sempre as
populacdes que se destacam na avaliacdo per se sdo as que conseguem bons
desempenhos quando em combinagdes hibridas (Hallauer, 1990).

Para CE, os maiores valores positivos de v; foram estimados para as
populacdes CMS 43, UEL YY, Japonesa, UEL Sl, UEL ZP e UEL PP, onde estas
ainda apresentaram valores médios de CE acima de 25. Para h;, os maiores valores
positivos ocorreram para as populagbes RS 20 e UEL MPS. Para g;, as populacbes
RS 20 e UEL MPS apresentaram maiores valores positivos. A capacidade de
expansdo (CE) € o carater de maior importancia no milho pipoca, por estar
relacionado diretamente com a qualidade da pipoca. As populacdes com maiores
efeitos de v; (Tabela 2), que apresentaram as maiores médias da variavel CE
(Tabela 3), possuem maiores frequéncias de alelos favoraveis para CE,
provavelmente como resultado do melhoramento para esta caracteristica. Neste
trabalho, a média geral das populacées para CE foi 24,10 mL mL™ (Tabela 3). A
média geral da capacidade de expansdo dos materiais comerciais testados no
Ensaio Nacional de Milho Pipoca 1991/1992, realizado pela Embrapa, foi de 17,39
(Pacheco, 1992), muito abaixo do padrdo exigido pelas empresas que atuam no

setor. Em 1997/1998, em Londrina, PR, diversos genétipos avaliados por
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Carpentieri-Pipolo et al (2002) apresentaram a CE entre 18,53 e 27,50 mL mL™.
Destacaram-se os genétipos UEL ZP, UEL SI e UEL PAP, com valores para CE de
27,50, 27,15 e 24,40 mL mL™, respectivamente. Tais resultados sdo considerados
promissores para utilizacdo dos materiais em programas de melhoramento.

O desempenho médio dos topcrosses foi superior ao obtido pelas
populacdes per se, e evidenciou a ocorréncia de heterose nos topcrosses para o
carater PG. Alguns melhoristas acreditam que as avaliacdes de populacdes em
topcrosses sao prejudicadas pelo fato de os cruzamentos apresentarem diversas
caracteristicas indesejaveis, associadas a introducdo dos alelos do testador
(Lonnquist e Lindsey, 1964; Souza, 2000). Teoricamente, o testador contribui com
50% dos alelos, e apenas os 50% restantes representariam os genotipos avaliados
(Pinto et al, 2004). Além deste efeito, os alelos do testador podem interagir ou nao
com os alelos dos gendtipos a serem avaliados, prejudicando a representatividade
das diferencas desses genoétipos. No presente trabalho, apesar do testador ter sido
constituido por uma mistura de sementes das populacdes isso néo influenciou na
discriminacéo dos topcrosses, possibilitando a identificacdo de gendtipos superiores.

Para a analise da diversidade genética avaliada por marcadores
moleculares de DNA foram utilizados 24 primers de RAPD previamente
selecionados, sendo escolhidos para este trabalho somente aqueles que
apresentaram habilidade de produzir bandas polimorficas. Estes primers geraram um
total de 218 bandas amplificadas, com uma média de 9,08 bandas por primer.
Destas, 162 (74,3%) foram polimorficos e 56 (25,7%) monomorficas. O namero de
bandas polimoérficas variou de 1 para os primers OPAR-17 e OPT-08 até 18 para o
primer OPAR-05. Um exemplo de padrédo eletroforético pode ser visto na Figura 1. O
nivel de polimorfismo encontrado neste trabalho manteve-se proximo a alguns
resultados descritos na literatura. O polimorfismo obtido (74,3%) foi um pouco acima
ao encontrado por Munhoz (2001) que avaliando a diversidade genética obtida com
marcadores RAPD entre cultivares de milho pipoca obteve 62% de polimorfismo,
engquanto que Rinaldi (2005) trabalhando com populacdes de milho pipoca obteve a
partir de 26 primers de RAPD 75,6% de polimorfismo. Deve-se considerar que as
variacdes encontradas quanto aos niveis de polimorfismo podem ser interpretadas
como sendo resultado de diferencas genéticas entre 0os materiais utilizados e/ou
devido ao acesso a regifes distintas do genoma que foram acessados pelos

marcadores escolhidos (Sun et al, 2001). Em estudos de variabilidade genética um
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aspecto importante a ser considerado é a estabilidade das associacbes mostradas
no dendrograma (Carvalho et al, 2004). Usando o método de bootstrap (Coleho,
2001) foi possivel determinar o nimero de bandas necessdrias para se avaliar a
estavel associacado entre os genoétipos. Na Figura 2 pode-se observar que 218
bandas foram suficientes para acessar a variacdo genética presente nas 14
populacdes (coeficiente de variacdo = 5,5 %). Analises de diversidade genética
envolvendo linhagens de milho mostraram que 150 bandas polimérficas de RAPD
sao suficientes para obter a estabilidade do dendrograma (Lanza et al, 1997, Pejic et
al, 1998). Entretanto o numero de bandas pode variar dependendo da variabilidade
genética dos materiais, bem como do coeficiente de similaridade empregado
(Thormann et al, 1994).

Com base nos valores das distancias genéticas originadas a partir
dos marcadores de RAPD foi construido um dendrograma usando o agrupamento
UPGMA a fim de ilustrar a associagcédo entre as populacdes utilizadas neste estudo.
O dendrograma construido e a andlise de coordenadas principais mostrou que as 14
populacdes e o testador se separaram em 3 grupos distintos (Figura 3 e 4). No grupo
| encontram-se as populacbes UEL MP, UEL SI, UEL MPS E UEL BG todas
pertencentes a Universidade Estadual de Londrina; no grupo |l estdo as populacdes
UEL PAG, UEL PAP, UEL ZP, UEL PP, Capitdao, CMS 42 e CMS 43 e UEL YY, com
excecao dos compostos CMS 42 e CMS 43 que sao procedentes da Embrapa Milho
e Sorgo e da populacdo comercial Capitdo, as demais sdo pertencentes ao
programa de melhoramento de milho pipoca da UEL. Exceto a CMS 43 que
apresenta coloracdo branca e textura de grao do tipo americana as demais sao
amarelas, redondas, brilhante e sem arista. No agrupamento Il apareceram o0s
compostos comerciais Japonesa, RS 20 e o testador. Seifert et al (2006) avaliando a
analise combinatoria em populacdes de milho pipoca, considerou que a populacao
Japonesa pertence a um grupo heterético diferente das demais populagdes. No
presente trabalho isso se confirmou através dos dados dos marcadores de RAPD.
Essa variedade se destaca das demais por a Unica a apresentar o grao do tipo alho
e coloracdo roxa, opaca com arista. A heterose esta normalmente associada a
diferencas raciais e distancia genética. A separagdo dos grupos heteréticos podem
se dar a partir do tipo e coloracdo de gréaos, graus-dias, florescimento. Carvalho et al
(2002) trabalhando com variedades de milho crioulo e marcadores do tipo ISSR

conseguiram alocar o material em 3 grupos heterdticos de acordo com a cor do
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endosperma e dias para florescimento. Sun et al (2001) combinaram os dados de
RAPD e de microssatélites e conseguiram separar em 2 grupos 37 hibridos
comerciais de acordo com graus dias. Sendo assim os marcadores de RAPD podem
ser usados como uma ferramenta para determinar a extensdo da diversidade
genética entre as populacdes de milho pipoca e para alocar gendtipos em grupos
heteréticos distintos (Lanza et al, 1997; Munhoz, 2001; Bruel et al, 2006).

As distancias genéticas provenientes dos dados de RAPD baseado
no coeficiente de Jaccard mostraram que as populacdes variaram de 11% entre as
populacdes UEL Sl e UEL MPS até 54% entre as populacbes UEL YY e Japonesa
(Tabela 4). Desta maneira esses marcadores detectaram grande variabilidade
genética entre essas populagbes o que pode ser explorado nos programas de
melhoramento de milho pipoca. A distancia genética média entre o testador e as
populacdes foi de 40%; a menor distancia foi de 25% entre o testador e a populagéo
RS20 enquanto que a maior foi de 52% para a populacdo UEL YY. De acordo com
0S cruzamentos obtidos nos topcrosses para PG pode-se verificar que as maiores
médias em combinacao hibrida com o testador foram os hibridos CMS 43 TC, CMS
42 TC e UEL SI TC com 4.140, 3.940 e 3.450 t ha™*, respectivamente. Para a CE os
hibridos que se destacaram foram RS 20 TC e UEL MPS TC com 25,4 e 25 mL mL™,
respectivamente. Verificou-se que as melhores combinacfes hibridas ndo foram
aquelas que apresentaram as maiores distancias genéticas, diferente dos resultados
obtidos por Wang et al (1994), Lanza et al (1997) e Bruel et al (2006) que obtiveram
correlagBes positivas entre a divergéncia genética e a performance de hibridos
obtidos a partir de linhagens de milho. Nao houve correlacdo significativa entre as
distancias genéticas detectadas por RAPD e o desempenho agrondémico dos
hibridos topcrosses. Estas foram néo significativas e positivas para as caracteristicas
CE (r=0,1051), AP (r= 0,0131) e FF (r= 0,0361) e negativas para PG (r=-0,0304). A
utiizacdo dos marcadores RAPD nédo foi efetiva para predizer precisamente o
desempenho dos hibridos das popula¢des de milho pipoca utilizadas neste trabalho.

Os resultados encontrados neste trabalho n&o foram inteiramente
inesperados na luz dos estudos recentes que demonstram a natureza complexa
entre marcadores e a heterose. Tais resultados corroboram com outros autores que
também nao encontraram correlacdes consistentes entre a distancia genética gerada

pelos marcadores de DNA e a performance dos hibridos ou a heterose (Dudley et al,
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1991; Melchinger, 1999; Shieh et al, 2002; Yu et al, 2005; Menkir et al, 2006). Lee
et al (1989) observaram que, embora o RFLP tenha separado linhagens de milho em
grupos heteroticos, esses nao foram concordantes com o grau de parentesco entre
elas. Zhang et al (1996) estudando diferentes espécies de arroz associou que a
correlacdo entre a diversidade genética acessada pelos marcadores de RFLP e a
heterose depende do tipo de germoplasma utilizado. Strauss (1986) e Vaillancourt et
al (1995) ndo encontraram correlagdes entre a distancia genética dos parentais e a
heterose em arvores florestais.

A auséncia de associacOes significativas, observadas neste estudo,
pode ser explicada quando consideramos que 218 bandas foram amplificadas e
destas, 162 foram de fragmentos polimérficos, pertencentes a qualquer parte do
genoma, incluindo areas que ndo sofreram pressao de selecdo como € 0 caso
daquelas sequéncias que nao codificam nenhuma caracteristica agrondémica
importante (Joyce et al, 1999). Isto nos leva a concluir que para predizer a heterose
€ necessario diferenciar heterose geral da heterose “funcional” pois nem todos 0s
fragmentos polimorficos obtidos contribuem com a heterose , existe um numero
consideravel de fragmentos que sao localizados em regides nao codificadas do
genoma ou ainda, como como ja foi mencionado acima, os fragmentos podem nao
ter associagbes com caracteres de importancia econémica (Zhang et al, 1996).

Outro fator que reduz as chances de se detectar correlacdes
significativas entre a divergéncia genética e a heterose € que os marcadores podem
ndo estarem associados as caracteristicas agrondmicas importantes. Ao contrario do
gue ocorre com marcadores de locos quantitativos ou QTLS, que exploram regides
mais ligadas as caracteristicas agrondmicas relativas a produtividade e capacidade
expansado, quando se utiliza marcadores RAPD a dispersédo destes ao acaso pode
nao ser suficiente na exploracdo do genoma, o que resulta em distancias genéticas
que ndo correspondem com a heterose dos hibridos (Bernardo et al, 1992). Uma
alternativa para tentar solucionar este problema seria a utilizacdo de um maior
namero de marcadores para obter uma melhor cobertura do genoma ou a utilizagéao
de locos pré selecionados procurando acessar principalmente regiées do genoma
com elevado grau de heterose e que estejam ligados as caracteristicas agronémicas
de interesse (Leonardi et al, 1991 e Munhoz, 2001). Além da indicacdo do uso de um
namero maior de marcadores, particularmente em estudos envolvendo cruzamentos

topcrosses, a partir dos resultados deste trabalho sugere-se um aumento do namero
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de parentais e progénies avaliados, pois isso aumentaria as chances de se
encontrar associacdes significativas e positivas entre heterose e a divergéncia
genética (Tsaftaris, 1995).

Neste trabalho, a auséncia de correlacdo entre a performance dos
hibridos e a divergéncia genética entre as populacdes parentais estudadas pode ser
explicada também em razdo dos hibridos terem sido avaliados em um sé local
(Londrina), pois a resposta heterdtica entre um pool de genes ndo depende somente
da distdncia genética entre os pais, mas também da adaptacdo aos diferentes
ambientes no qual o experimento foi conduzido. Com vistas nos resultados desta
pesquisa sugere-se 0 monitoramento da interacdo gendtipo e ambiente através da
avaliacdo da performance dos hibridos em vérios locais e anos (Link et al, 1996).

Particularmente neste estudo, para os caracteres PG e FF onde os
efeitos de dominancia foram os principais determinantes da diversidade, a falta de
associacdo entre a performance dos hibridos e a divergéncia genética entre 0s
parentais pode ter sido prejudicadas pela falta de harmonia entre os niveis de
dominancia e a complementaridade das frequiéncias alélicas entre os parentais
utilizados nos cruzamentos (Bernardo et al, 1992)

A respeito do rendimento de gréos e da capacidade de expanséo estes
apresentam caracteristicas de heranca complexa e de baixa herdabilidade;
entretanto, tratando-se de valores médios, o rendimento de gréos pode ser visto com
tracos de elevada herdabilidade e efeito dominante, concordando com a predicao de
Bernardo et al (1992) onde os autores identificaram essas caracteristicas como
condicdo para predizer efetivamente a performance de hibridos utilizando
marcadores heterozigotos. Entretanto no presente trabalho, ndo foi encontrado uma
correlacdo positiva entre a distancia baseada em RAPD e o rendimento de graos,
sugerindo que os marcadores RAPD nédo se encontram fortemente ligados a locos
QTLs. O RAPD ¢ eficiente para acessar a diversidade genética de todo o genoma,
contudo podem nao refletir as diferencas morfoldgicas de caracteres agrondmicos

gue vem sofrendo pressao de selecao.
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Tabela 1. Andlise de variancia de topcrosses de milho pipoca para as caracteristicas
peso de grdos (PG, em t ha), capacidade de expans&o (CE, em mL mL™), altura de
planta (AP, em metros) e florescimento feminino (FF, em dias)®.
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Tabela 2. Estimativa dos efeitos de variedade (v;), de heterose de variedades (h;) e
da capacidade geral de combinagéo (g;), obtidas nos experimentos de avaliagdo de

topcrosses de milho pipoca™®:

Populacio PG CE AP FF
Vi h; gi Vi h; g Vi h; gi Vi h; ¢]
UEL MP 0,63 -1,33 -1,02 -1,83 154 0,63 0,13 0,01 0,16 -1,24 194 1,32
UEL YY -1,10 0,79 0,24 2,25 -3,08 -1,95 -0,19 0,05 -0,04 -0,57 0,78 0,49
UEL SI 0,34 047 064 154 -2,03 -1,23 0,06 -0,06 -0,03 -1,24 1,17 0,55
UEL MPS 0,04 -1,28 -1,26 -0,46 3,12 2,89 -0,17 -0,14 -0,23 -4,24 0,97 -1,15
UEL BG -0,55 -0,01 -0,28 -1,29 1,23 0,58 -0,27 0,10 0,01 -0,24 -0,58 -0,70
UEL PAG 0,12 -0,26 -0,20 -3,67 3,29 1,46 0,02 -0,12 -0,11 -4,90 5,25 2,80
UEL PAP -096 059 0,11 -158 203 124 -0,17 -0,06 -0,15 -457 0,78 -1,51
UEL ZP 0,06 0,27 0,20 154 050 1,27 -0,02 0,01 0,00 -0,24 1,75 1,63
UEL PP 0,24 0,21 0,33 1,08 -0,26 0,28 0,13 -0,05 0,02 -1,24 1,17 0,55
Capitdo 0,01 -159 -157 0,33 -4,14 -3,98 -0,15 -0,12 -0,20 -0,24 -6,81 -6,92
CMS 42 0,99 0,66 1,16 -1,25 -1,52 -2,15 0,31 0,25 0,40 0,76 -0,78 -0,40
CMS 43 1,27y 0,73 137 2,37 -0,23 0,95 0,36 0,01 0,28 2,76 -3,11 -1,73
Japonesa -0,40 0,20 0,00 1,62 -4,17 -3,36 -0,20 0,20 0,05 20,76 -3,11 7,27
RS 20 -0,69 0,63 0,28 -0,67 3,73 3,40 -0,05 -0,15 -0,17 -557 0,58 -2,20

WPG: peso de grdos (t ha™); CE: capacidade de expansdo (mL mL™); AP: altura de
planta (m); FF: florescimento feminino (dias).



Tabela 3. Médios das populacdes e respectivos cruzamentos topcrosses do
experimento de milho pipoca na UEL.

Populacdes UEL

PG ™ CE AP FF
CMS 043 TC® 4,14 a 23,5 abc 2,27 ab 57 cd
CMS 042 TC 3,94 ab 20,6 abc 2,37 a 58 cd
UEL SITC 3,45 abc 21,6 abc 1,99 cdef 59 cd
CMS 043 3,31 abcd 26,5 a 2,16 abc 60 c
UEL PP TC 3,18 abcd 22,9 abc 2,03 bcde 59 cd
RS20 TC 3,07 abcde 25,4 ab 1,85 efgh 56 de
UEL ZzP TC 3,05 abcde 23,8 abc 2,01 cdef 60 cd
CMS 042 3,03 abcde 22,8 abc 2,12 bed 58 cd
UELYY TC 3,00 abcde 21,0 abc 1,96 cdefg 59 cd
UEL PAP TC 2,90 abcdef 23,5 abc 1,87 defgh 57 cd
Japonesa TC 2,85 bcdef 19,8 bc 2,04 bcde 66 b
UEL PAG TC 2,72 bedefg 23,5 abc 1,91 cdefg 60 c
UEL MP 2,67 bcdefg 22,3 abc 1,94 cdefg 56 de
UELBG TC 2,59 cdefgh 23,0 abc 2,00 cdef 58 cd
UEL SI 2,39 cdefgh 25,6 ab 1,86 defgh 56 de
UEL PP 2,28 cdefghi 25,2 abc 1,94 cdefg 56 de
UEL PAG 2,17 cdefghij 20,4 abc 1,83 efgh 52 ef
UEL zZP 2,10 defghij 25,6 ab 1,79 efgh 57 cd
UEL MPS 2,08 defghij 23,6 abc 1,64 h 53 ef
Capitéo 2,05 defghij 24,4 abc 1,65h 57 cd
UEL MP TC 2,05 defghij 23,0 abc 2,16 abc 59 cd
UEL MPS TC 1,80 efghij 25,0 abc 1,80 efgh 57 cd
Japonesa 1,64 fghij 25,7 ab 1,70 gh 78 a
Capitdo TC 1,52 ghij 19,2 c 1,82 efgh 52 ef
UEL BG 1,49 ghij 22,8 abc 1,63 h 57 cd
RS 20 1,35 hij 23,4 abc 1,75 fgh 52 f
UEL PAP 1,08 jj 22,5 abc 1,64 h 53 ef
UEL YY 0,94 ] 26,3 a 1,61 h 57 cd
Média das Pop. 2,04 24,1 1,80 57
Média Topcross 2,87 22,6 2,01 58
Média Geral 2,46 23,3 1,90 58
CV entre médias(%) 26,89 12,41 6,48 3,31

W) pG: peso de grdos (t ha); CE: capacidade de expansdo (mL mL™); AP: altura

de planta (m); FF: florescimento feminino (dias). Médias seguidas da mesma

letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
robabilidade.

2 TC: cruzamentos topcrosses.
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Tabela 4. Matriz de distancia genética entre as 14 populacdes e o testador estimada por marcadores de RAPD baseado no

coeficiente de Jaccard.

UEL MP UELYY UELSI UELMPS UELBG UELPAG UEL PAP UEL ZP UEL PP Capitdo CMS42 CMS43 Japonesa RS 20 Testador
UEL MP 1,00
UEL YY 0,34 1,00
UEL SI 0,26 0,33 1,00
UEL MPS 0,20 0,26 0,21 1,00
UEL BG 0,28 0,28 0,20 0,15 1,00
UEL PAG 0,25 0,35 0,28 0,24 0,24 1,00
UEL PAP 0,29 0,32 0,32 0,27 0,25 0,23 1,00
UEL zZP 0,30 0,39 0,29 0,26 0,26 0,22 0,19 1,00
UEL PP 0,30 0,38 0,34 0,31 0,30 0,28 0,24 0,22 1,00
Capitdo 0,29 0,38 0,24 0,29 0,30 0,27 0,29 0,25
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Figura 1. Padréo eletroforético obtido a partir dos primers de RAPD OPAD-06
e OPAD-13, respectivamente. (PM- peso molecular).
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Figura 2. Coeficiente de variagdo para o numero de marcadores, estimados a partir
de 1000 sorteios bootstrap (CV=5,5%).
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Figura 3. Dendrograma obtido a partir dos marcadores de RAPD, pelo agrupamento
UPGMA entre as 14 populacbes de milho pipoca e o testador baseado nas

similaridades genéticas de Jaccard.
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Figura 4. Andlise da coordenada principal obtida através dos marcadores RAPD
onde mostrou uma tendéncia das linhagens em se separar em trés grupos de
acordo. As coordenadas, primaria e secundéria, explicam 23.89% e 12.21% de

variacao genética, respectivamente.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O testador utilizado possiblitou a identificacdo de gendtipos

superiores entre as populagdes de milho pipoca

A caracteristica PG foi influenciada tanto pelos efeitos aditivos como

pelos efeitos de dominancia.

Os efeitos de heterose revelaram que existe divergéncia entre as

populacoes.

Os marcadores RAPD foram eficientes em detectar polimorfimos e
acessar a diversidade genética entre as populac¢des de milho pipoca.

As distancias genéticas geradas a partir dos marcadores de RAPD
nao apresentaram correlagéo significativa para os carateres agrondmicos avaliados,

nao sendo eficiente para predizer a performance dos hibridos.
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