TEREZA APARECIDA DA SILVA

DIVERGENCIA GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE MILHO-
PIPOCA UTILIZANDO MICROSSATELITES EM BULK DE DNA
GENOMICO

MARINGA
PARANA — BRASIL
FEVEREIRO — 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



TEREZA APARECIDA DA SILVA

DIVERGENCIA GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE MILHO-
PIPOCA UTILIZANDO MICROSSATELITES EM BULK DE DNA
GENOMICO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual de Maring4d, como parte das
exigéncias do Programa de PoOs-Graduacao
em Genética e Melhoramento, para a
obtencéo do titulo de Mestre.

MARINGA
PARANA — BRASIL
FEVEREIRO — 2008



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicagdo (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringa — PR., Brasil)

S586d

Silva, Tereza Aparecida da

Divergéncia genética entre genotipos de milho-pipoca
utilizando microssatélites em bulk de DNA genbmico. /
Tereza Aparecida da Silva. -- Maringa, 2008.

54 £. : il. color., figs.

Orientador : Prof. Dr. Ronald José Barth Pinto.
Dissertacédo (mestrado) - Universidade Estadual de
Maringa, Departamento de Agronomia, 2008.

1. Milho-pipoca - Divergéncia genética. 2. Milho-
pipoca - Microssatélites. 3. Marcador molecular - SSR.
4. Milho-pipoca - Bulks - Microssatélites - Divergéncia
genética. I. Pinto, Ronald José Barth, orient. I1
Universidade Estadual de Maringa. Departamento de
Agronomia. 1l1l. Titulo.

CDD 22.ed.572.8

Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte.

(A autora)



A minha familia, dedico.

il



AGRADECIMENTO

A Deus.

A Universidade Estadual de Maringé, especialmente ao Programa de Pos-
Graduacdo em Genética e Melhoramento, pela oportunidade para a realizagdo do
curso.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela concessao da bolsa de estudos.

Ao professor doutor Ronald José¢ Barth Pinto, pela oportunidade de
orientacdo, pelo exemplo de profissionalismo, amizade e confianga a mim
prestados.

A professora Doutora Claudete Aparecida Mangolin, pelo constante auxilio
nas praticas laboratoriais, carinho e amizade.

Ao professor doutor Carlos Alberto Scapim, pelo cuidado e auxilio durante
a realizagao deste trabalho.

A professora doutora Maria de Fatima Pires da Silva Machado, pela
colaboracao e amizade.

Aos meus pais, Maria Aparecida Martinez da Silva e Valdir José da Silva,
pelo amor, apoio sentimental e financeiro.

Ao Misael Severino Nunes Carvalho, pela ajuda com o experimento.

A minha irm3 Fernanda Aparecida da Silva e ao meu cunhado Fabio
Silveira Monteiro, pela ajuda, cuidado e incentivo. Também ao meu sobrinho Fabio
Silveira Monteiro Filho, por seu amor sincero e restaurador.

A minha avé Celina Silva Martinez, pelo carinho e preocupagio.

A Raquel, pela ajuda com as extragdes e ao Jayme, pela ajuda com os géis
de poliacrilamida.

Ao Sr. Jos¢ Isnar, pela ajuda com o transporte da terra e plantio das
sementes.

Aos Técnicos Leila, Sérgio e Anderson pela ajuda durante a realizagdao
desse trabalho e pela amizade.

Aos colegas de Laboratério, principalmente a Ivone e a Ana Daniela.

il



BIOGRAFIA

Tereza Aparecida da Silva, filha de Valdir José da Silva e Maria Aparecida
Martinez da Silva, nasceu em Sao Carlos do Ivai, Parana, aos vinte dias do més de
abril de 1984.

Cursou o Ensino Fundamental e médio no Colégio Estadual Paraiso do
Norte, no periodo de 1990 a 2001.

Graduou-se em Ciéncias Biologicas, com habilitagio em Licenciatura
Plena e Bacharelado, em marg¢o de 2006, pela Universidade Paranaense (UNIPAR).

Em margo de 2006, iniciou o curso de Mestrado no Programa de Pos-
Graduacao em Genética ¢ Melhoramento na Universidade Estadual de Maringa -

PR.

v



INDICE

LISTA DE QUADROS ......oo ottt ettt et e saee e vi
LISTA DE FIGURAS ...ttt vii
RESUMO ...ttt ettt ettt st e s e st e beenseenseeseenes viii
ABSTRACT ..ttt ettt sttt sbe b X
1. INTRODUGAO ...ttt 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....coovtiimritirrireeineieeiseiesisesesese e ssesese s nnnes 4
2.1. Caracteristicas do MilhO-PIPOCA .......eeevvviiiiiiiieiiieeieeeee e 4
2.2. Cultivo e consumo do milho-pipoca.........ccccuevevuiierciiieeniieeeiiee e 6
2.3. Melhoramento genético do milho-pipoca........ccceeevvrevieeriieeiiieeiieeree e 8
2.3.1. Diversidade genética € heterose..........ccueeevvieeriieeeiiiieeiiie e eeree e 11
2.3.2. Uso de marcadores moleculares para estimar a diversidade genética.....12
2.3.3. Utilizagao de BUlKS .......ovviiieiiieiceeee e 15
3. MATERIAL E METODOS ....ooouiiiiriieriaeisesisessssesessesssssssesssesssssssesssnees 17
3.1. Gendtipos UtIIZAAOS .....eeevvieiiiiieeiie e e 17
3.2, Extrag@0o do DINA ..o e 20
3.3. Quantificacdo do DINA ........oooiiiieeeeee e e e 21
3.4. Amplificac@o do DINA .......ooiiiiiiieeeeeee et e 21
3.5. Anélise genética € eStatiStiCa .......cocuevverierierienieniereenteeee et 24
4, RESULTADOS E DISCUSSAO .......oioieeieeeeeeeeeeeeeeeee e 26
4.1. SElegA0 A PIIMEIS....oovieeieeeecte ettt ettt et ete et et ereeereeeaeeteeaeeanea 26
4.2. Dissimilaridades € distancias gen€tiCas........cccceevuveeeriieeniuieeeiiieeniieeenveens 27
4.3. Métodos de agrupamento..........cc.eeeecueeeerieeeniiieeeiieeesieeesieeeeveeesreeesnaeeens 31
4.4. Ajuste entre o dendrograma e a matriz de diStancias ..........ccceeeeveerveennnnns 35
4.5. Projegdo das distancias no plano € N0 €SPACO........eeevverercrreeriveeerrieeereeenns 38
4.6. Relagao entre os agrupamentos e a genealogia das variedades.................. 41
4.7. Agrupamentos e utilizacao do germoplasma.............ccceeeveiveeeniiieenciveeennnn. 44
5. CONCLUSOES .....otviimiiriieireeietiesensisesesesssssessss st ssss e sss s ssessessncs 46
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ooorieiirrieiieiireeineeineeeneeeeeseeene oo 47



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Genotipos de milho-pipoca avaliados...........ccceeeeeiiieriiieeniiiieeiiiecieeens 17

Quadro 2 - Concentragdes dos reagentes estoques utilizados nas reagdes de
N 18] o) UU H 1o Tor o SRS 22

Quadro 3 - Seqiiéncia do programa utilizado para amplificagao do DNA .............. 23

Quadro 4 - Sequéncias dos primers de microssatélites, n°® de alelos detectados por
cada primer e localizagdo destes nos cromossomos, usados na
estimagdo da diversidade genética nas 25 variedades de milho-pipoca
............................................................................................................. 28

Quadro 5 - Matriz de distncias genéticas entre as 25 variedades de milho-pipoca,
obtidas com a utilizagdo de 23 PriMersS.........ccoeeevveeeireeeiveeceeecree e, 29

Quadro 6 - Formagao dos grupos com a aplicagdo do método de Tocher para as 25
variedades de milho-pipoca .........coeevvveeiiiiiciiiiceccee e 35

Quadro 7 - Formacao dos grupos com a aplicagdo do método de Tocher modificado
para as 25 variedades de milho-pipoca ........cccceeeveiiciiienciieecieeeiiee, 35

Quadro 8 - Estdgios de agrupamento, gendtipos de referéncia (X e Y) de cada
agrupamento, distancias genéticas e nivel de corte utilizados na
quantificacdo da correlagdo cofenética relativa ao método do vizinho
MNAIS PTOXIMO ... eeeeiieeieeeieeteeeteesteesaeesseeesseeesseeesseesseessseessseesseeesseeans 37

Quadro 9 - Estagios de agrupamento, genotipos de referéncia (X e Y) de cada
agrupamento, distancias genéticas e nivel de corte utilizados na
quantificacdo da correlagdo cofenética relativa ao método do vizinho
MAIS AISTANTE....cuvviiiiiiieiiee et e eaae e e 37

Quadro 10 - Estagios de agrupamento, genotipos de referéncia (X e Y) de cada
agrupamento, distancias genéticas e nivel de corte utilizados na
quantificacdo da correlacdo cofenética relativa ao método da média das
QISTANCIAS ..veeitieiiieieeieee ettt 38

Quadro 11 - Projecao de distancia a duas dimensdes sem transformacao............... 39

Quadro 12 - Projecdo de distancia a duas dimensdes com transformagao de dados
(KX)o e e e e e et s s s e 39

Quadro 13 - Projecdo de distancia a trés dimensdes sem rotacdo € com
transformacio de dados (X—X7) weeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeseeeeseae 40

vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Gel de agarose 0,8% utilizado para quantificar o DNA extraido das
diferentes variedades de milho-pipoca.

Figura 2 - Agrupamentos obtidos a partir do método do vizinho mais proximo para
as 25 variedades de milho-pipoca........ccccevveevcieiieniiiininiininnennnnn. 32

Figura 3 - Agrupamentos obtidos a partir do método do vizinho mais distante para
as 25 variedades de milho-pipoca........cccccveeiviiiieeiiieeeiieeciee e 33

Figura 4 - Agrupamentos obtidos a partir do método UPGMA para as 25 variedades
de MilhO-PIPOCa.....oviiiii i e 34

Figura 5 - Analise bidimensional com transformacao de dados (x—x7) para as 25
variedades de milho-pipoca..............ccoviiiiiiiiiiiiiieeee e 40

Figura 6 - Gréfico derivado da andlise tridimensional com transformacao de dados e
sem rotagio (x—x°) para as 25 variedades de milho-
PIPOCA. . . . ceevieeeiiie ettt e ettee e et e e e sateeeetbeeeasbeeeensseeeassaeeessseeeesssaeensnseeennssaenns 41

Vil



RESUMO

SILVA, Tereza Aparecida da, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro
de 2008. Divergéncia genética entre gendtipos de milho-pipoca utilizando
microssatélites em bulk de DNA gendmico. Professor Orientador: Dr. Ronald José
Barth Pinto. Professores Conselheiros: Dra. Claudete Aparecida Mangolin, Dr.
Carlos Alberto Scapim e Dra. Maria de Fatima Pires da Silva Machado.

A divergéncia genética entre 25 genotipos de milho-pipoca foi estimada utilizando-
se bulks de DNA genomico formados por 78 plantas de cada variedade. Para esta
estimativa foram utilizados 23 primers microssatélites distribuidos em 9
cromossomos. Um total de 100 alelos distintos foram detectados entre as
variedades. O numero de alelos por loco variou de 2 a 7. Os indices de
dissimilaridade genética foram obtidos com base na freqiiéncia de alelos comuns as
populagdes contrastadas. A matriz de dissimilaridades permitiu a realizacdo de
analises de agrupamento pelo método de Tocher e pelos métodos do vizinho mais
préximo, vizinho mais distante e UPGMA. Os coeficientes de correlagdo cofenética
de cada agrupamento indicaram que o método UPGMA foi o mais adequado entre
os modelos hierdrquicos utilizados para discriminar as variedades. Os resultados
obtidos pela metodologia de Tocher apontaram a presenca de quatro grupos de
variedades, um dos quais constituido por 21 gendtipos. O niimero de grupos
indicado pelo método UPGMA foi superior ao obtido sob a metodologia de Tocher,
evidenciando vantagens praticas do método UPGMA. As diferencas entre grupos
indicadas pelo método UPGMA foram parcialmente decorrentes da influéncia de
gendtipos parentais preponderantes em cada cluster, tais como Zélia, Angela, IAC
112 ¢ CMS 42. Apesar de algumas discrepancias, grande parte dos clusters
indicados pela analise molecular agrupou materiais de mesma origem parental. As
variedades Argentina, Chile, PA-091 e PR-023 manifestaram grande
dissimilaridade genética em relagdo as demais, razdo pela qual a realizagdo de
cruzamentos dessas variedades com os demais genotipos avaliados pode ser uma
alternativa promissora para a obtencdo de heterozigose, supondo uma estratégia
voltada a selegdo e exploragdo de heterose.

Palavras-chave: microssatélites, bulks, divergéncia genética, milho-pipoca.
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ABSTRACT

SILVA, Tereza Aparecida da, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, February
2008. genetic diversity among popcorn genotypes using microsatellites in bulks
of genomic DNA. Adviser professor: Dr. Ronald Jose Barth Pinto. Committee
Members: Dra. Claudete Aparecida Mangolin, Dr. Carlos Alberto Scapim and Dra.
Maria de Fatima Pires da Silva Machado.

Genetic diversity of 25 popcorn genotypes was estimated using bulked DNA
samples obtained of 78 plants from each variety. The procedure involved 23
microsatellite loci distributed on 9 chromosomes of maize. The total of 100 alleles
were detected among the genotypes. At each locus, the number of alleles varied
from 2 to 7. The genetic dissimilarity coefficients were obtained based on the ratio
between the number of SSR alleles common to both varieties and the total number
of SSR alleles observed for that comparison. The matrix of dissimilarity allowed to
perform clustering analysis according to the Tocher’s method and to the
hierarchical clustering proceeds (nearest neighbour clustering, furthest neighbour
clustering and unweighted pair-group method using an arithmetic average -
UPGMA). The cophenetic correlation coefficients for each clustering method
pointed out to the UPGMA method as the most appropriated to explain the varietal
discrimination. Tocher’s method separated the genotypes into four groups, one of
them formed by 21 genotypes. The number of clusters indicated by the UPGMA
method was higher than the one obtained according the Tocher’s method, making
clear the practical advantages of the UPGMA method in discriminating varieties.
Differences among groups under the UPGMA procedure were partially derived
from the influence of the most frequent parental genotypes in each cluster, such as
Z¢lia, Angela, IAC 112 and CMS 42. Despite some discrepancies, most of clusters
suggested by the molecular analysis included genotypes with the same basic
genealogy. Varieties Argentina, Chile, PA-091 and PR-023 showed a high genetic
dissimilarity in relation to the others, so their crossings with the remaining
genotypes are expected to increase heterozigosity, assuming a strategy facing to
selection and heterosis exploitation.

Key-words: microsatellites, bulks, genetic diversity, popcorn.
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1. INTRODUCAO

Ha indicios de que o milho foi observado pela primeira vez pelos europeus
em 5 de novembro de 1492, quando Cristovao Colombo desembarcou na costa
norte da ilha de Cuba. Consta também que o navegador genovés levou graos de
milho em sua viagem de retorno a Espanha (Paterniani e Campos, 2005). A partir
dessa época, o milho passou a fazer parte da dieta dos mais variados povos.

Atualmente, o Brasil ¢ um dos maiores produtores de milho do mundo.
Nessa condigdo, ¢ natural que apresente um grande potencial para a producdo de
milhos especiais (Bordallo, 2005), entre eles o milho-pipoca.

O milho-pipoca ¢ um alimento bastante apreciado no Brasil. Seu plantio
comercial, no entanto, se mostra bastante modesto, principalmente devido a baixa
qualidade da pipoca brasileira e ao sistema de importagcdo, que coloca a pipoca de
melhor qualidade no mercado nacional a pregos baixos, desestimulando os
produtores (Scapim et al., 2002).

Apesar da elevada expressdo econdmica, persiste ainda no Brasil a falta de
informagdes sobre a area plantada e a produtividade das variedades nacionais de
milho-pipoca em fase de melhoramento (Pipolo et al., 2002).

Entre os problemas vivenciados pelos produtores de pipoca, merecem
destaque a dificuldade de se obter sementes de alta qualidade e os entraves a
obtencdo de cultivares com boas caracteristicas agrondmicas e culinarias. Essas
dificuldades sdao motivadas pelo baixo investimento em pesquisa e pela falta de
legislacdo que regulamenta a comercializagdo de graos. Os resultados alcangados
por algumas empresas que tém investido na comercializacdo de graos importados de
paises de clima temperado levam a crer que o langamento de novas cultivares no
mercado possa contribuir significativamente para uma mudanga de status da cultura
(Pacheco et al., 1998).

A importancia comercial e industrial do milho-pipoca foi reconhecida
somente na metade do século XX, como resultado de uma grande procura do

produto, a qual estimulou a sua produ¢ao em larga escala (Ruffato et al., 1999).



Viarias caracteristicas das plantas e dos graos de milho-pipoca devem ser
aperfeicoadas através do melhoramento genético, especialmente o rendimento de
graos, os indices de acamamento e quebramento das plantas, a resisténcia a doengas
e pragas, a capacidade de expansdo e os atributos culinarios de interesse, como
maciez, sabor, aroma e coloragdo da flor da pipoca (Alexander e Greech, 1977).

Com relagdo as metodologias empregadas no melhoramento, convém
destacar que, exceto pelo vigor das linhagens parentais e pela correlagdo negativa
entre rendimento e expansdo, os mesmos problemas verificados na exploracao
pratica da heterose, em milho convencional, podem ser observados na hibridagao
comercial em milho-pipoca. Exemplificando, a avaliagdo dos novos materiais deve
ser realizada em varios locais e anos, sendo, portanto, cara e laboriosa. Neste
contexto, o grande numero de hibridos obtidos a partir de um pequeno niimero de
genotipos superiores representa uma dificuldade a ser minimizada pelo uso de
estratégias que possam incluir o uso de marcadores moleculares, através da redugdo
do nimero de cruzamentos necessarios, mediante o estudo prévio da distancia
genética entre os genitores. Da mesma forma, a correlacdo entre as distancias
genéticas medidas entre genotipos elite e o nivel de heterose manifestado pelos
hibridos permite o direcionamento dos esfor¢os do melhoramento, no sentido de
priorizar a realizacdo dos cruzamentos mais promissores. As estimativas de
divergéncia genética entre genotipos, obtidas por meio de marcadores moleculares,
contribuem para a reducao dos recursos dispendidos na realizacdo de polinizagdes
manuais, possibilitando a exploracdo de grupos heteroticos e direcionando os
cruzamentos na busca de hibridos produtivos e vigorosos.

Outra convergéncia entre o melhoramento do milho e o melhoramento do
milho-pipoca refere-se a escolha das populagdes de interesse. As populagdes com
maior potencial de utilizagdo como genitoras em programas de selecdo
intrapopulacional devem possuir altas médias e ampla variabilidade genética quanto
as caracteristicas de interesse (Hallauer e Miranda Filho, 1981).

O uso de marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) no
melhoramento do milho-pipoca pode constituir uma estratégia eficiente para

garantir elevados padrdes de pureza genética das linhagens elite e das sementes



hibridas. Além das caracteristicas fenotipicas, o melhorista tera acesso a
informagdes sobre a variabilidade genética, advindas diretamente do DNA, sendo
uma ferramenta util na selecdo das plantas a serem utilizadas na produgdo de
sementes genéticas. Trata-se de uma técnica de andlise rapida, precisa e
independente do ambiente (Padilha et al., 2003).

A proposta do presente estudo ¢ avaliar a diversidade genética entre
variedades de milho-pipoca, utilizando marcadores moleculares SSR, por meio de
estimativas de distancia ou dissimilaridade genética entre os materiais de interesse.
A pesquisa faz parte das atividades desenvolvidas pelo programa de melhoramento
genético de milho-pipoca conduzido na Universidade Estadual de Maringa — PR. O
trabalho visa contribuir para o estabelecimento de uma possivel associagdo entre tal
diversidade e a expressdao de heterose para caracteres de rendimento, qualidade e
expansao, mediante a identificacdo de grupos heteroticos a serem explorados no

melhoramento da cultura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas do milho-pipoca

O milho ¢ uma graminea da familia Poaceae, tribo Maydeae, género Zea e
espécie Zea mays. E um cereal essencialmente americano, pois é neste continente
que se encontram seus parentes mais proximos: teosinte e Tripsacum. Fora das
Américas nao existem fosseis nem evidéncias escritas, historicas ou pictoricas sobre
o milho. As evidéncias indicam que o milho foi domesticado entre 8.000 e 10.000
anos atras, tornando-se o principal cultivo de astecas, maias e incas (Paterniani e
Campos, 2005).

A selegdo natural e as atividades de selecdo realizadas pelo homem, desde
0s mais antigos povos indigenas, conferiram ao milho comum uma grande
variabilidade e uma expressiva capacidade de adaptacdo a diferentes condigdes
ecologicas. Existem cerca de 300 ragas de milho, caracterizadas por diversas
adaptacoes a distintas condigdes climaticas e utilizacdo em diversas finalidades
(Bull e Cantarella, 1993).

A espécie Zea mays L. ¢ altamente politipica, com grande variabilidade
genética. Com relagdo ao tipo de endosperma, por exemplo, quase 40% dos milhos
sdo amilaceos, cerca de 30% tém graos duros cristalinos, pouco mais de 20% sao
dentados, aproximadamente 10% sdo classificados como milho-pipoca e 3% como
milho doce (Paterniani e Campos, 2005).

A origem do milho-pipoca confunde-se com a dos demais tipos de milho.
As descobertas arqueologicas indicam, porém, que ele teve um importante papel no
desenvolvimento pré-historico do milho no continente. Exemplificando, um dos
mais primitivos exemplares de milho, descoberto em Bat Cave, Novo México, em
2500 a.C., era milho-pipoca (Zinsly e Machado, 1987).

O milho-pipoca caracteriza-se por possuir sementes pequenas e duras que
estouram sob a acdo do calor. Isso o torna diferente do milho comum, ainda que

ambos pertencam a mesma espécie (Zinsly e Machado, 1987; Sawazaki, 2001a).



A capacidade de expansdo do milho-pipoca € explicada pela resisténcia do
pericarpo, associada a presencga, no grao, de o6leo e umidade. Quando aquecido a
temperatura apropriada, o 6leo e a umidade exercem pressao sobre o pericarpo, até
que este se rompe, expondo o endosperma (Zinsly e Machado, 1987). O sucesso da
exposicao do endosperma depende da integridade do pericarpo, uma vez que essa
estrutura deve suportar uma elevada pressdo interna, na semente, at€¢ atingir a
temperatura de expansdo da pipoca (cerca de 180°C). Caso o pericarpo esteja
trincado ou rompido, a pressdo ideal poderad ndo ser atingida e, consequentemente, a
pipoca ndo se expandira totalmente (Luz, 2005).

Depois de estourado, o milho-pipoca oferece caracteristicas de maciez e
sabor que, associadas a sua capacidade de expansdo, justificam a sua utilizagao.
Assim, uma variedade poderd ser comercializada quando apresentar uma
capacidade de expansao superior a 15 (Zinsly e Machado, 1987).

A capacidade de expansdo (CE) ¢ calculada pela relagdo entre o volume de
pipoca obtido e o volume de graos utilizados (Ruffato et al., 2000). A expansdo ¢ a
principal caracteristica considerada na avaliagdo da qualidade de milho-pipoca
(Ruffato et al., 2000; Miranda et al., 2003; Seifert et al., 2006).

A CE do milho-pipoca estd condicionada tanto a fatores genéticos quanto a
nao-genéticos, como as condi¢des de desenvolvimento em campo, de colheita e do
pré-processamento (Ruffato et al., 2000).

As estimativas da herdabilidade da CE variam de 50% a 90%. O grande
papel desempenhado pela variabilidade genética dentro da variabilidade fenotipica
observada tende a ampliar as possibilidades de obtencao de ganhos de CE por meio
da selegdo (Alexander e Greech, 1977).

A umidade da semente ¢ um dos fatores que mais influenciam a capacidade
de expansdo. A umidade associada a maxima CE depende da populagao e do
método adotado para a sua determinacdao (Luz, 2005). Para Sawazaki (2001b), a
umidade ideal dos graos para a comercializacdo deve estar em torno de 13,5%, o
que proporciona alta CE. Quanto a secagem, processos rapidos e com altas

temperaturas causam o trincamento do endosperma, depreciando a qualidade e CE



da pipoca. Portanto, os processos de secagem lenta com baixas temperaturas (<
35°C) sao mais indicados.

O armazenamento dos graos € outro fator importante para a qualidade da
pipoca. A armazenagem realizada apos a secagem contribui para uniformizar a
umidade dos graos, proporcionando maior CE. Assim, a temperatura ¢ a umidade
relativa do ambiente (silo ou armazém) devem ser em torno de 23°C e 75%,
respectivamente. Zinsly e Machado (1987) ressaltaram que, ao contrario da perda de
poder germinativo apds dois ou trés anos de armazenamento, a capacidade de
expansao sob condi¢des favoraveis de armazenamento, ¢ mantida por um periodo
de 20 a 25 anos.

Outro aspecto relacionado a qualidade da pipoca € o pericarpo quebradico
da pipoca estourada. Esse aspecto proporciona menores residuos de casca apds a
ingestdo. Para a agroindustria, a produtividade de grdos e outras caracteristicas
correlacionadas sdo secundarias em relagdo a qualidade e a quantidade da pipoca
(Miranda et al., 2003).

O maior nimero de variedades de milho-pipoca encontra-se na América
Latina. A variabilidade nos graos entre variedades ¢ grande, tanto em coloragao
como na forma e tamanho. As cores branca ¢ amarela sao as mais comuns. Quando
comparado ao milho comum, o tamanho das sementes do milho-pipoca ¢ bastante
reduzido. Em geral, suas variedades caracterizam-se por apresentar uma planta mais
fragil, menor, de colmo mais fino ¢ menor niimero de folhas. Em relacdo ao milho
comum, o milho-pipoca tém maior prolificidade, maior susceptibilidade ao
acamamento, quebramento, doengas e, conseqiientemente, menor rendimento de

graos (Zinsly e Machado, 1987).

2.2. Cultivo e consumo do milho-pipoca

Por ocasido da descoberta da América, o milho ja era cultivado pelos seus
habitantes desde o Canadd até a Argentina. Consta que o primeiro contato dos
europeus com o milho ocorreu no dia 5 de novembro de 1492, quando Colombo

aqui chegou pela primeira vez (Paterniani e Campos, 2005).



O milho (Zea mays L.) ¢ a espécie mais cultivada atualmente no mundo,
tanto em area cultivada como em tonelagem de producio. E uma cultura de grande e
diversificada utilizagdo na sociedade moderna e um dos produtos agricolas de mais
ampla distribuicdo mundial, tanto na produc¢ao quanto no consumo. Devido a sua
grande adaptabilidade a diversos ambientes, seu cultivo se estende por
aproximadamente 70 paises, perfazendo uma darea superior a 100 milhdes de
hectares (Prianda, 2003).

Entre as espécies originarias das Américas, o milho ¢, certamente, a de
maior importancia econdmica e social em nivel mundial, em termos de area
semeada e produ¢do de graos. No Brasil, o milho ¢ cultivado em todos os Estados
da federagdo e na maioria das propriedades agricolas (Vilarinho, 2006).

Devido a importancia do milho nos variados dmbitos da alimentagdo, o
interesse na producdo deste cereal vem crescendo a cada ano. A possibilidade de
utilizacdo de praticamente todas as partes da planta para fins alimenticios diretos ou
indiretos faz do milho um dos cereais mais versateis em termos de aproveitamento e
diversidade de produtos (Prianda, 2003). O milho-pipoca, no entanto, ¢
exclusivamente utilizado para consumo humano (Sawasaki, 1986).

A cultura do milho-pipoca no Brasil vem recebendo ultimamente maior
atencdo pelos melhoristas e produtores, devido ao aumento de consumo,
principalmente em razdo da chegada de milho-pipoca importado dos Estados
Unidos, para uso em fornos de microondas. Como o mercado de produtos agricolas
¢ um fator determinante nos rumos da agricultura, seu cultivo tende a expandir-se
ainda mais em razdo desse crescente consumo (Matta e Viana, 2001).

O consumo nacional de milho-pipoca estava em torno de 80 mil toneladas
em 2001. Deste total, 75% correspondia ao milho-pipoca americano, importado
principalmente da Argentina (Sawazaki, 2001a).

O mercado de milho-pipoca tem passado por diversas mudancas nos
ultimos anos (Luz, 2005). A primeira mudanca foi a introducdo do sistema de
parceria entre produtores e empresas empacotadoras. Tais empresas fornecem as

sementes e garantem a compra do produto, desde que o mesmo alcance determinado



padrao de qualidade. Desta forma, a importacdo de apenas 20 mil toneladas indicou
uma grande redugdo da dependéncia de sementes importadas. Outro fator que
também contribuiu para a redugdo da importagdo foi o langamento comercial do
hibrido simples modificado IAC-112. Contudo, apesar desses avancos, o nimero de
cultivares no Brasil ¢ ainda bastante reduzido (Sawazaki, 2001a).

Um dos maiores problemas enfrentados pelos produtores de milho-pipoca ¢
a falta de op¢ao devida a escassez, no mercado, de cultivares que reunam boas
caracteristicas agrondmicas ¢ um alto indice de expansdo (Seifert et al., 2006). O
uso de hibridos americanos ou de geragdes avangadas ¢ de alto risco, pois requer a
orientacdo de técnicos experientes com a cultura. Esse risco decorre da maior
suscetibilidade do milho-pipoca a doencas e pragas, acamamento € quebramento do
colmo e podridao de graos, além de um cuidado especial na colheita e secagem dos
graos para evitar danos no pericarpo e endosperma (Sawazaki, 2001a).

No Brasil, apenas sete cultivares hibridas de milho-pipoca estdo registradas
no SNPC (Servigo Nacional de Protecao de Cultivares), das quais seis sdo de acesso
restrito aos produtores parceiros das empresas detentoras de sementes (Sawazaki,
2001a).

Como o nimero reduzido de cultivares ¢ limitante a expansao da cultura no
Brasil, ¢ necessario que novos programas de melhoramento sejam iniciados por
empresas publicas ou privadas. (Scapim et al., 2002). O valor comercial do milho-
pipoca ¢ maior que do milho normal, o que justifica, inclusive, a aplicacdo de

recursos federais nos programas de melhoramento vegetal (Sawazaki, 2001a).

2.3. Melhoramento genético do milho-pipoca

Por ser uma das culturas de maior importancia econdmica no mundo, o
milho ¢ uma das espécies vegetais mais estudadas. Os programas de melhoramento
estdo constantemente buscando novos procedimentos para a obtencao de variedades
mais produtivas e economicamente rentdveis (Prianda, 2003).

Utilizado desde ha muito pelos indigenas, como fonte de alimento e por
estar muito ligado a tradi¢do popular, o milho-pipoca desperta a atengdo dos

melhoristas, visando o desenvolvimento de variedades aperfeicoadas que atendam a
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demanda e as exigéncias em qualidade por parte do mercado consumidor (Zinsly e
Machado, 1987).

Como o melhoramento de milho-pipoca no Brasil ainda ¢ muito incipiente,
sdo poucas as variedades e hibridos nacionais com alta produtividade e qualidade.
Considerando as dimensdes continentais do Brasil, ¢ indispensavel um numero
relativamente grande de materiais selecionados para uma maior oferta de variedades
e hibridos adaptados as diversas regioes do pais, garantindo alta produtividade e
qualidade aos agricultores de alta, média e baixa tecnologia (Vilarinho et al., 2003).

A qualidade da pipoca brasileira ¢ geralmente inferior a qualidade da
pipoca norte americana. No primeiro Ensaio Nacional de Milho-Pipoca,
desenvolvido no ano agricola 1991/92, a CE média foi de 17,5 mL.mL" e a média
da melhor cultivar foi de 20,8 mL.mL". Na década de 40, a CE de hibridos e
variedades comerciais nos Estados Unidos ja variava de 23,2 a 32,7 mL.g"' (Simon
et al., 2004). Todas as variedades ndo melhoradas caracterizam-se por apresentar
baixa capacidade de expansdo, entre 8 ¢ 12 (Zinsly e Machado, 1987).

No melhoramento do milho-pipoca, devem ser levados em consideragao
ndo s6 a produtividade e os caracteres agrondmicos, como também aspectos
relacionados a qualidade da pipoca, como textura e maciez. Ao agricultor interessa
produtividade elevada e os demais atributos de boa populagdo de milho normal; ja o
consumidor busca uma alta capacidade de expansdo, que confere a pipoca melhor
textura e maciez (Vendruscolo et al., 2001; Scapim et al., 2002).

O milho-pipoca apresenta algumas dificuldades adicionais no trabalho de
melhoramento, quando comparado ao milho comum (Zinsly e Machado, 1987). O
melhorista precisa estar consciente que deve satisfazer tanto o produtor quanto o
consumidor. Neste sentido, o conhecimento das associagdes entre caracteres de
interesse no melhoramento de milho-pipoca ¢ de fundamental importancia na
obtengdo de genotipos melhorados (Pipolo et al., 2002). Exemplificando, a
capacidade de expansdo ¢ negativamente correlacionada com a produtividade. Ao
melhorista cabe, entdo, a tarefa de contornar o problema, oferecendo um produto

intermediario que satisfaca produtores e consumidores. Deve ser destacado que a



correlacdo negativa entre as duas principais caracteristicas de interesse econdomico
dificulta o melhoramento, mas nao o impossibilita (Granate et al., 2002).

No melhoramento de milho-pipoca, diferentes germoplasmas tém sido
utilizados para aumentar o valor das caracteristicas de interesse comercial. Em
paises de clima temperado, tém-se utilizado cruzamentos do milho-pipoca com
milho duro, seguidos por selecao exclusivamente voltada ao aumento da capacidade
de expansdo. Além desses cruzamentos, também sdo realizados retrocruzamentos
sucessivos do milho-pipoca com linhagens elite de milho comum (Miranda et al.,
2003).

Apesar das diferencas fenotipicas entre o milho-pipoca e o milho comum, a
maioria dos métodos de melhoramento aplicaveis ao milho comum pode ser
utilizada para o milho-pipoca. Isso significa que, no melhoramento de milho-
pipoca, sdao também empregados os métodos intra e interpopulacionais, bem como
os métodos de obtencdo de hibridos (Zinsly e Machado, 1987). Assim, o
melhoramento genético do milho possui duas alternativas que podem ser
conduzidas de forma conjunta: a obtencdo de populagdes melhoradas e a obtengao
de hibridos (Vilarinho et al., 2003).

O conhecimento do germoplasma disponivel ¢ um dos requisitos mais
importantes para o melhoramento de qualquer cultura. O germoplasma em questao
engloba tanto os materiais genéticos ndo melhorados contidos em bancos de
germoplasma, como os materiais melhorados, disponiveis especialmente em
institui¢cdes publicas. Desta forma, o sucesso de um programa de melhoramento de
milho visando a obtencdo de hibridos estd intimamente ligado a identificagdo da
populacdo mais promissora para a extracao de linhagens (Lima et al., 2000). Por
outro lado, embora seja importante um conhecimento atualizado sobre populacdes e
variedades de polinizacdo livre, os materiais comerciais também sdao empregados
nos programas de melhoramento, uma vez que a autofecundacdo de cultivares
hibridas pode gerar linhagens destinadas a sintese de novas variedades de milho

hibrido.
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2.3.1. Diversidade genética e heterose

A escolha dos genitores e o planejamento dos cruzamentos sdo etapas de
fundamental importancia para o sucesso de um programa de melhoramento (Borém
e Miranda, 2005).

As andlises de divergéncia genética visam a identifica¢do de genitores para
a formacao de populagdes com variabilidade genética e conseqiiente ganho genético
em ciclos sucessivos de selecao. Como a divergéncia genética pode estar associada
a heterose, as andlises de divergéncia genética podem ser uteis para a predi¢cdo
preliminar de cruzamentos que otimizem a heterose (Miranda et al., 2003).

Para Borém e Miranda (2005), heterose ou vigor hibrido ¢ o aumento do
vigor, da altura da planta, do contetdo de carboidratos, da produtividade e da
intensidade de outros fendmenos fisioldgicos, decorrentes do cruzamento entre
individuos contrastantes. Do ponto de vista académico, o hibrido expressa heterose
quando € superior aos seus genitores; do ponto de vista comercial, o hibrido
expressa heterose quando ¢ superior ao melhor genitor.

A avaliagdo da divergéncia genética ¢ muito utilizada pelos melhoristas de
milho para a selegdo de parentais. Esse enfoque visa selecionar os materiais mais
promissores, diminuindo os gastos € o tempo necessario para a realizagdo de varias
combinagoes hibridas, muitas vezes desnecessarias. Os esfor¢cos sao concentrados
nas combinagdes entre os materiais mais divergentes (Rinaldi et al., 2007).

No contexto de diversidade genética, os dados obtidos experimentalmente
sdo utilizados para estimar pardmetros genéticos. Em geral, as estimativas de
diversidade genética em uma amostra populacional baseiam-se em dois niveis de
variacdo: o namero de alelos dos locos analisados e a freqiiéncia desses alelos na
populagdo. Com base nessas estimativas, diferentes parametros podem ser
calculados, possibilitando uma maior compreensdao da diversidade populacional
(Ferreira, 2004).

A caracterizagao molecular da diversidade genética do germoplasma pode
fornecer dados uteis para auxiliar o melhorista na identificacdo e na selecdo dos

genitores para estabelecer o programa de melhoramento (Pinheiro, 2003). Essa
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caracterizagdo permite a identificagdo de grupos heterdticos, isto €, populagdes
cujos materiais derivados de cruzamentos apresentam, em média, niveis

significantes de heterose.

2.3.2. Uso de marcadores moleculares para estimar a diversidade genética

O aumento do potencial de produtividade da maioria das espécies
agrondmicas vem ocorrendo de forma consistente desde o século XX.
Recentemente, a diversidade de procedimentos cientificos utilizados no
melhoramento de plantas foi expandida com o desenvolvimento de técnicas de
cultura de tecidos, de biologia molecular e celular e da citogenética (Borém e
Miranda, 2005).

O estabelecimento, a manutencdo e o melhoramento de grupos heterdticos
vém merecendo destaque entre as estratégias de melhoramento voltadas a obtencao
de linhagens e hibridos. O uso de marcadores tem sido de grande importancia,
tornando-se mais conhecido e utilizado nos procedimentos de identificagdo de
genotipos favoraveis contidos em populagdes heterogéneas (Paterniani e Campos,
2005).

A identificacdo de genitores com alta divergéncia tem sido objetivo de
muitos trabalhos de melhoramento. Uma vez realizada a hibridacao, busca-se, na
progénie, os recombinantes cujos gendtipos superiores sejam adaptados ao
ambiente. Assim, a caracterizacdo de germoplasma ¢ necessaria para disponibilizar
informagdes sobre fontes de germoplasma aptas a serem utilizadas no futuro. Por
outro lado, essa caracterizacdo ¢ igualmente importante para manter a diversidade
da espécie, ou seja, para prevenir a reducao dos recursos genéticos fundamentais ao
sucesso da producdo agricola (Ganga, 2004). A informacdo sobre a diversidade
genética pode evitar as redundincias ou misturas de genotipos em estudos e
programas de conservacao de germoplasma (Pinheiro, 2003).

Como ja comentado, a exploragdo da heterose ¢ uma estratégia
frequentemente utilizada no melhoramento de alégamas. Consiste na produgdo de
hibridos superiores a partir de linhas puras que se combinam apropriadamente.

Considerando a morfologia dos orgdos reprodutivos do milho, o nimero de
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sementes obtidas em cada autofecundacao e a relativa facilidade de treinamento de
pessoal para a execucao desse trabalho, o nimero de linhagens que se pode obter ¢
muito grande. As maiores limitagdes serdo encontradas posteriormente a obtengao
das linhagens, durante a avaliacdo dos hibridos e a andlise de sua utilizacao
(Paterniani e Campos, 2005). De fato, um dos maiores entraves a exploracao
comercial da heterose estd na avaliacdo da capacidade combinatoria das linhagens,
pois se trata de uma etapa trabalhosa, demorada e de alto custo (Serafini et al.,
2001).

Os marcadores de DNA podem auxiliar indiretamente na predi¢do do
desempenho dos hibridos, pois permitem a obtencdo de estimativas de distadncia
genética. Tais estimativas sdo importantes pela suposi¢do de que uma maior
dissimilaridade entre as linhagens, do ponto de vista molecular, corresponde a uma
maior probabilidade de gerag¢do de hibridos superiores (Serafini et al., 2001).

Com o rapido aperfeigoamento das técnicas moleculares, fundamentadas na
amplificagdo de fragmentos de DNA, grandes avancos tém sido alcangados na area
dos marcadores de DNA (Padilha et al., 2003). Os marcadores moleculares tém sido
empregados extensivamente € com sucesso na andlise genética de plantas e na
caracterizagdo da variabilidade existente entre os individuos. Com o
desenvolvimento dessas ferramentas para as andlises genéticas, tornou-se possivel
examinar com maiores detalhes a origem evolucionaria dos genomas vegetais, bem
como acessar o grau de variabilidade genética relatado em grupos de plantas
(Borém e Miranda, 2005; Beckmann, 2006).

Os marcadores moleculares podem ser classificados em dois grupos,
conforme a metodologia utilizada para identifica-los: marcadores obtidos por
hibridizacao e marcadores obtidos por amplificacdo de DNA. Entre os identificados
por hibridizagdo estdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e os marcadores minissatélites, também conhecidos como VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats). Ja os marcadores revelados por
amplificacdo incluem os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites),
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SSR (Simple Sequence Repeats, mais tarde denominadas microssatélites) ¢ AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism).

Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis apresentam
ampla capacidade de amostragem do genoma, sendo de grande potencial para
avaliacao da diversidade genética, com aplicacdes filogenéticas e evolutivas (Dias,
1998).

Durante a avaliagdo de gendtipos por meio dos marcadores moleculares, a
presenca de bandas comuns a todos sugere a ocorréncia de semelhancas genéticas
entre tais genotipos. Obviamente, a presenca de bandas ndo comuns aos materiais
analisados ¢ um indicio de diferengas genéticas entre os mesmos (Dias, 1998). Uma
vez obtidas as estimativas de distancia genética, os resultados sao codificados de
forma a gerar uma matriz de similaridade que pode ser graficamente interpretada
por meio de analise de agrupamento ou multivariada (Guimaraes e Moreira, 2005).

Os marcadores moleculares podem ser usados para a obtengdo de
inferéncias sobre o potencial heterotico interpopulacional, contribuindo para a
selecdo das populagdes que poderdo ser utilizadas tanto para o seu melhoramento
per si como para o desenvolvimento de hibridos a partir da condugao de métodos
interpopulacionais, particularmente os de selecao recorrente reciproca, capitalizando
os efeitos aditivos e de dominancia (Borém e Miranda, 2005; Paterniani e Campos,
2005).

Os métodos de selecdo recorrente reciproca visam melhorar duas
populagdes simultaneamente, por meio de modificagcdes de suas freqiiéncias
génicas, resguardada a individualidade de cada uma. Na medida em que uma
populacdo ¢ utilizada como testadora da outra, tais métodos conferem muitas vezes
um aumento na resposta heterdtica entre ambas, tanto em hibridos
interpopulacionais como em linhas puras. Desta forma, aumenta a probabilidade de
obten¢do de linhagens que, intercruzadas, constituem hibridos superiores em
rendimento e outros atributos de interesse agrondémico (Pinto, 1995; Borém e
Miranda, 2005; Paterniani e Campos, 2005).

A técnica de marcadores microssatélites ou SSR (Seqliéncias Simples

Repetidas), uma das alternativas mais utilizadas atualmente, consiste na analise de
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segmentos de seqiiéncia repetida de DNA que sdo amplificados utilizando-se pares
de primers especificos. Tais segmentos encontram-se distribuidos aleatoriamente no
genoma (Padilha et al., 2003). Para a amplificagdo de regides repetitivas do tipo
microssatélite, ¢ necessario utilizar um par de primers especificos que possua
homologia com uma regido Unica no genoma, ¢ que flanqueie uma seqiiéncia que
contenha no maximo seis pares de bases que se repetem um determinado nimero de
vezes, em ‘tandem’. O ntimero de repeti¢des pode variar, dependendo do individuo
(Freitas, 2005).

A técnica de microssatélites ¢ caracterizada pela simplicidade, rapidez e
precisdo na geracdo dos perfis genéticos, sendo ainda facilmente automatizada.
Esses marcadores possuem caracteristicas de multialelismo e co-dominancia,
apresentando um elevado conteido de informacdo genética por loco. A
caracteristica de co-dominancia permite que sejam detectadas as diferentes
contribui¢des parentais nas progénies. Outra vantagem dos microssatélites ¢ que
eles requerem uma pequena quantidade de DNA, sendo, portanto, extraidos de
qualquer material biolodgico, como sementes ou plantulas em diferentes fases do
desenvolvimento, permitindo uma avaliagdo precoce e eficiente (Padilha et al.,
2003; Guimaraes e Moreira, 2005).

Os marcadores SSR constituem a classe mais polimoérfica de marcadores
moleculares atualmente disponiveis. Muito freqiientes e distribuidos ao acaso, os
microssatélites permitem a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto.
Todas estas caracteristicas reunidas fazem com que marcadores baseados em SSR
sejam ideais para o mapeamento genético e fisico de genomas, bem como para a
identificagdo e discriminagdo de genotipos e estudos de genética de populacdes

(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.3.3. Utilizacao de bulks

A utilizacdo de bulks de DNA vem ocorrendo de forma sistematica,
principalmente pela economia de tempo, de mao-de-obra e de recursos empregados
na pesquisa, em contraposicdo ao esforco a ser dispendido em experimentos que

incluam a genotipagem de centenas ou milhares de plantas individuais.
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Kongkiatngam et al. (1996) realizaram um dos primeiros trabalhos
descrevendo a aplicacdo de marcadores moleculares em bulks de DNA, ao invés de
plantas individuais. Os autores utilizaram marcadores RAPD obtidos de amostras
agrupadas (bulks), para a identifica¢do de cultivares de trevo vermelho.

O uso de bulks também foi relatado para milho. Ornella et al. (2001)
utilizaram 20 microssatélites para analisar € estimar o grau de relacdo genética entre
35 linhagens de milho provenientes do INTA, em Pergamino (Argentina). Para
tanto, da mesma forma que no trabalho de Kongkiatngam et al. (1996), o DNA
foliar foi extraido em bulk, tomando-se material oriundo de 5 a 10 plantas por
linhagem.

Parentoni et al. (2001) avaliaram 28 variedades de polinizagdo aberta de
milho, utilizando marcadores RAPD. Durante a etapa de genotipagem das
variedades, cada amostra varietal foi constituida por um bulk de DNA proveniente
de 80 plantulas de cada populagao.

Yao et al. (2007) avaliaram 54 populacdes regionais de milho provenientes
das provincias chinesas de Sichuan, Chongqing, Guizhou e Yunnan. Durante a
preparacao do material, o DNA gendmico de cada populagdo foi isolado a partir de
uma amostra em bulk tomada de 15 plantas individuais, objetivando a analise da

diversidade genética das populagdes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Genotipos utilizados

gendtipos estdo listados no Quadro 1. Pode ser observado que as populagdes

Neste trabalho, foram analisados 25 gendtipos de milho-pipoca. Os

constituem a grande maioria dos materiais avaliados.

Quadro 1- Genétipos de milho-pipoca avaliados

Bulk Gendtipo Observagdo
Bulk 1 Jade hibrido
Bulk 2 Angela variedade de polinizagdo aberta
Bulk 3 Z¢lia hibrido
Bulk 4 Composto V1 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 5 Iguatemi 2 variedade de polinizagio aberta
Bulk 6 Composto V2 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 7 Composto Barreto variedade de polinizagdo aberta
Bulk 8 Composto Matheus variedade de polinizagdo aberta
Bulk 9 P1 sintético variedade de polinizagdo aberta
Bulk 10 Composto Fracaro variedade de polinizagdo aberta
Bulk 11 Iguatemi | variedade de polinizagdo aberta
Bulk 12 Composto Aelton variedade de polinizagdo aberta
Bulk 13 PR-023 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 14 IAC-112 hibrido
Bulk 15 IAC-112 F2 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 16 Argentina -
Bulk 17 UNB-2 variedade de polinizagio aberta
Bulk 18 PA-091 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 19 Chile -
Bulk 20 Vigosa variedade de polinizagdo aberta
Bulk 21 CMS-42 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 22 SE-013 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 23 Laranjeiras do Sul variedade de polinizagdo aberta
Bulk 24 UEM - M2 variedade de polinizagdo aberta
Bulk 25 IAC-125 hibrido

Os genotipos Jade e Zé€lia sdo hibridos triplos desenvolvidos pela empresa
DuPont do Brasil S.A. — Divisdo Pioneer Sementes, a partir de mesclas entre
germoplasma temperado e germoplasma tropical.

O genoétipo Angela ¢ uma variedade de polinizagdo aberta desenvolvida
pelo Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, da EMBRAPA (Sete Lagoas,

MG). Foi obtida por meio de seis ciclos de selecao recorrente aplicados ao
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Composto Pipoca Branco Redondo (CMS-43), formado a partir de 33 materiais de
graos brancos ¢ selecionado para resisténcia a Puccinia spp. e Exserohilum
turcicum.

O composto V1 ¢ uma variedade de polinizagdo aberta obtida a partir da
recombina¢do de cruzamentos entre IAC-112 e Z¢lia. Analogamente, o composto
V2 foi obtido por cruzamento entre IAC-112, Zélia e Angela, com posterior
recombinagao.

O genotipo Iguatemi 1 ¢ um composto formado por cruzamentos
envolvendo as linhagens S5 de Zélia, CMS-42, CMS-43, UEM-J1, RS-20, um
gendtipo americano ¢ um material comercial denominado Catedral. O gendtipo
Iguatemi 2 ¢ um composto formado pelo cruzamento de linhagens Ss de Zélia, IAC-
112, CMS-42, CMS-43, UEM-J1, Vigosa e RS-20 com um gendtipo americano e
um material comercial denominado Catedral.

O composto Barreto foi obtido por cruzamento de cinco linhagens elite
extraidas de Z¢lia, com cinco linhagens da populagdo local UEM-J1, esta ultima
oriunda de um produtor rural e, portanto, de genealogia desconhecida.

O composto Matheus originou-se do cruzamento de oito populagdes de
graos brancos (PR-038, PR-079, RR-046, SC-016, PR-017, Angela, SC-002 ¢ PR-
009). Com excecdo de Angela, todos os materiais sdo geragdes avancgadas de
hibridos americanos.

O gendtipo P1 sintético originou-se do cruzamento de linhagens extraidas
de um hibrido americano, de genealogia desconhecida, com linhagens obtidas do
IAC-112.

O Composto Fracaro foi originado do cruzamento de hibridos topcross
entre Angela, IAC-112 e Z¢élia com linhagens S, provenientes de CMS-43.

O composto Aelton foi obtido a partir do cruzamento de 5 linhagens elite
S, obtidas de Zélia.

O gendtipo PR-023 ¢ uma populagdo de polinizagdo livre obtida de
geracoes avangadas de um hibrido americano de genealogia desconhecida.

O genotipo TAC-112 ¢ um hibrido simples modificado desenvolvido por

Eduardo Sawazaki no Instituto Agrondmico de Campinas, oriundo de combinagdo
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de linhagens da variedade SAM com linhagens provenientes do hibrido intervarietal
Guarani e Vigcosa Amarelo. O gendtipo IAC-112 F2 ¢ a propria geragao F, deste
mesmo hibrido. Da mesma forma, o genotipo TAC-125 ¢ um hibrido topcross
também proveniente do Instituto Agrondmico de Campinas.

O genoétipo Argentina ¢ originario desse pais, tendo porém genealogia
desconhecida.

O genotipo UNB-2 ¢ uma variedade de polinizacdo aberta originado de
selecdo praticada no Composto Indigena da ESALQ/USP (Piracicaba, SP). Este
composto foi doado a Universidade Nacional de Brasilia (DF), dando origem a
UNB-1. Esta, por sua vez, foi cruzada com uma populagdo de milho-pipoca
americana, cujas progénies selecionadas foram cruzadas com uma populacao de
milho-pipoca de grdos amarelos e resistentes a Exserohilum turcicum. Apos dois
ciclos de selecao massal, foi obtida uma populacdo formada por plantas resistentes,
com alta producdo e com graos amarelos. Tal populacao foi retrocruzada por trés
vezes com a americana, originando a UNB-2.

O gendtipo PA-091 ¢ fruto de geragdo avancada de um hibrido americano,
fornecido pela profa. Valéria Carpentieri Pipolo, da UEL.

O gendtipo Chile ¢ um material de genealogia desconhecida.

O gendtipo Vigosa ¢ uma variedade de polinizagdo livre desenvolvida pela
Universidade Federal de Vigosa (MG), com base em cruzamentos entre populagdes
locais e hibridos norte-americanos.

A variedade CMS-42, denominada Composto Pipoca Amarelo Redondo,
foi desenvolvida pelo Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, da
EMBRAPA (Sete Lagoas, MG), com base em 25 materiais de graos amarelos.

O genotipo SE-013 representa a geracdo avangada de um hibrido
americano nao identificado.

A variedade Laranjeiras do Sul foi obtida junto aos produtores, sendo
proveniente de Taiwan (Republica da China).

Da mesma forma que Laranjeiras do Sul, a variedade UEM-M2 também ¢

material de produtor, com genealogia desconhecida.
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3.2. Extracdo do DNA

Para a extragdo de DNA das amostras ¢ formacgdo dos bulks, foram
coletadas 0,150g de folhas de 78 plantas de cada genétipo. As plantas tinham cerca
de 15 dias no momento das coletas. O DNA gendmico foi isolado de acordo com a
metodologia descrita por Hoisington et al. (1994), com pequenas modificacdes.

A extragdo foi realizada em tubo eppendorf (2 mL), contendo tecido
vegetal previamente pulverizado com nitrogénio liquido e 800 pul de tampao de
extragdo CTAB (Tris-HCI 1M pH 7,5; NaCl 5M; EDTA 0,5M pH 8,0; CTAB 1% ¢
140 mM de B-mercaptoetanol), previamente preparado. Os tubos foram agitados
para homogeneizagdo e incubados em banho-maria a 65°C durante 1h, realizando-se
agitacoes suaves a cada 5 minutos. Apos serem removidos do banho, quando
atingiram a temperatura ambiente, foram adicionados 800 pL de cloroférmio:éalcool
isoamilico, preparado na propor¢ao 24:1, com inversdao suave durante 5 minutos.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 13000 r.p.m. sob
temperatura ambiente. A fase aquosa (fase superior) foi transferida para tubos novos
de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 800 pL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1), com agitagdo suave durante 5 minutos. Apds uma nova centrifugacdo a
13000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante coletado foi
transferido para tubo eppendorf limpo. Para precipitar o DNA, foram adicionados
470 ul de isopropanol gelado, misturando-se levemente por inversao por 1 minuto.
As amostras foram mantidas over-night a -20°C para uma melhor precipitacao.

Apos a etapa descrita acima, efetuou-se uma centrifugacao a 13.000 r.p.m.
por 5 minutos, em temperatura ambiente. Apos o descarte do sobrenadante, foram
adicionados 800 pL de etanol 70% gelado, misturando-se levemente por inversao
por 1 minuto, seguindo-se uma nova centrifugacao a 13.000 r.p.m. por 5 minutos,
em temperatura ambiente. Descartado o sobrenadante e feita a secagem do pellet de
DNA, foram adicionados 400 pL de TE (1M TRIS/HCI e 0,5M EDTA), mantendo-
se o material over-night a 4°C.

ApO6s 24 horas, foram adicionados 2 pL. de RNAse a 10ng/uL, e mantido a

temperatura ambiente por duas horas. Em seguida, foram adicionados 200 YL de
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fenol mais 200 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), realizando-se agitagcao
durante 5 minutos e centrifugando a 13.000 r.p.m. por 5 minutos em temperatura
ambiente. A fase aquosa (superior) foi transferida para um eppendorf limpo,
adicionando 400 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguindo-se uma
agitacdo durante 5 minutos e centrifugando-se a 13.000 r.p.m. por 5 minutos sob
temperatura ambiente. A fase aquosa (superior) foi transferida para tubos eppendorf
limpos, adicionando-se 250 pL de isopropanol e 25 pL. de NaCl 5M, os quais foram
misturados por inversdes suaves por 1 minuto, mantendo-se essa mistura over-night
a-20°C.

Apds o periodo acima descrito, foi realizada uma centrifugacao a 13.000
r.p.m. por 5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 800 puL de etanol 70% gelado, misturando-se por inversao
por 1 minuto. Apds efetuar uma nova centrifugacao a 13.000 r.p.m. por 5 minutos
em temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado, o pellet foi seco e

ressuspendido em 50 pL de TE. O DNA fo1 entdo estocado a 4°C.

3.3. Quantificagdo do DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi feita por andlise em gel de agarose
0,8% com tampao TAE 1X (Tris, Acetato de S6édio, EDTA, pH 8,0 — Hoisington et
al., 1994) usando solucdes de DNA padrao (Fago A) de concentracdes gradativas e
conhecidas. O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio contendo 0,5 pg/mL.
A imagem foi capturada com Ultraviolet Transilluminador High Performance -
Edas 290, utilizando o programa Kodak 1D 3.5.

3.4. Amplificacdo do DNA

Para a escolha dos marcadores polimodrficos, foram avaliados 100
microssatelites j& mapeados em milho comum. Todos os microssatelites utilizados

foram obtidos a partir do site Maize BD acessado em http://www.agron.missouri.edu.

A PCR foi preparada em microplacas de 0,2 mL, usando um termociclador

Techne TC-512. Para a amplificagio do DNA ¢ escolha dos primers foram
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utilizados: 25 ng de DNA de duas amostras, com 2,0 uL. de tampao de reagdo 10X,
com 2,0 mM de MgCI2, com 0,1 uM de cada dNTP, com 1 U de Tag-DNA
Polimerase, e 0,2 uM dos primers F e R especificos em um volume final de 20 pL
(Quadro 2).

Quadro 2 - Concentracdes dos reagentes estoques e utilizados nas reagdes de
amplificacao

H,0 12.1
Tampao 10 X 1X 2
MgCl12 25 mM 2,0 mM 1.6
DNTPs 2,5 mM/cada 0,1 mM/cada 0.8
Primer (F) 10 uM 0,2 uM 0.4
Primer (R) 10 uM 0,2 uM 0.4
Tag-DNA Polimerase 5U/puL 1U 0.2
DNA 25ng 2.5
Total 20 pL

Considerando o grupo inicial de 100 microssatélites, foram selecionados 23
primers: umc 2293, umc 2196, umc 2262, umc 2245, umc 2281, umc 1336, umc
2292, umc 1071, umc 1736, umc 1636, umc 2343, bnlg 1063, umc 1241, umc 1292,
bnlg 2295, umc 2080, umc 1664, umc 2116, bnlg 1083, umc 1077, umc 1363, umc
1590 e mmc 0501.

Para a amplificacdo dos microssatelites, inicialmente foi utilizado o
programa Touchdown PCR (Don et al., 1991) (Quadro 3). No entanto, para os
primers umc 1664, umc 2116 e umc 2245 foi utilizado programa com temperatura
de anelamento especifica em 50° C. Os produtos das amplificacdes foram separados
em gel de agarose MS-8 (4%) e gel de poliacrilamida (10%). Para o gel de agarose
foi usado tampao TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM 4&cido borico e | mM EDTA).
O gel foi preparado com 50% agarose MS-8 e 50% agarose normal. A eletroforese
foi realizada com uma diferenca de potencial de 60 volts durante 4,5 horas. Os géis
foram corados com brometo de etidio contendo 0,5 pg/ml. A imagem foi capturada
com Ultraviolet Transilluminador High Performance - Edas 290, utilizando o

programa Kodak 1D 3.5. Para o gel de poliacrilamida (10%) foi usado tampao TBE
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Ix. Foi preparado um gel desnaturante com ur¢ia 6M, Tampao TBE Ix,
poliacrilamida 40% (acrilamida e bisacrilamida), persufato de amoénio 10% e
TEMED. A eletroforese foi realizada sob uma diferenca de potencial de 325 V,
durante aproximadamente 3,5 horas. Os géis foram corados com nitrato de prata
(0,1%), seguindo a metodologia descrita por Sanguinetti et al. (1994), com algumas
modificacdoes. Foram utilizadas para esta coloragdo trés solugdes. A primeira
solu¢do foi a de fixacdo, composta por dgua destilada, etanol absoluto (10%) e
acido acético glacial (0,5%). A segunda foi a de impregnacdo, contendo agua
destilada e nitrato de prata (0,1%), e a terceira, a reveladora, contendo agua
destilada, hidroxido de sédio (3%) e formaldeido (0,22%). Apds a revelagdo, a

reacao foi interrompida adicionando a solucao fixadora.

Quadro 3 - Seqiiéncia do programa utilizado para amplificagdo do DNA

Passo Etapa Temperatura Touchdown
1 Desnaturagdo inicial ~ 94°C 1 Min.
2 Desnaturagao 94°C 1 Min.
3 Anelamento 65°C (-1°C/ciclo) 1 Min.
4 Extensao 72°C 2 Min.
5 Desnaturagao 94°C 1 Min.
6 Anelamento 65°C (-1°C/ciclo) 1 Min.
7  Extensdo 72°C 2 Min.

Volta ao passo 2-9
8 vezes — —
9 Desnaturacao 94°C 1 Min.
10  Anelamento 55°C 1 Min.
11 Extensao 72°C 2 Min.
Volta ao passo 9-17
12 vezes - -
13 Extensao final 72°C 2 Min.
14 Imersao 100C -
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3.5. Andlise genética e estatistica

Para a andlise dos resultados, cada fragmento de DNA amplificado e
identificado como uma banda no gel eletroforético foi considerado como um
fenotipo distinto e independente dos demais.

O calculo da distancia genética entre duas populacdes (I e J) foi estimado
de acordo com Yao (2007), a partir do indice de similaridade genética obtido pela

expressao:

em que Nj ¢ o nimero de alelos comuns a ambas as populagdes para determinado
primer, N; ¢ o numero total de alelos SSR na populagdo i ¢ N; o numero total de

alelos na populagdo j. A dissimilaridade entre pares de itens foi portanto estimada

.. Ni'
Dij=1-GS=1-{2| —~—
Ni+Nj

Com base nas distancias, foi construida uma matriz de valores Dj;, a qual

por:

deu origem as analises subseqiientes calculadas com o auxilio do aplicativo Genes
versao 4.1 (Cruz, 2006 a,b,c).

Os dendrogramas destinados a analise de agrupamento (cluster) foram
obtidos a partir dos valores detectados para as distancias genéticas.

Foram utilizados no presente trabalho alguns métodos de uso generalizado
em Biologia, conhecidos como métodos hierdrquicos aglomerativos: método da
ligagdo simples ou vizinho mais proximo; método da ligagdo completa ou vizinho
mais distante e método das médias das distancias (UPGMA), abreviatura inglesa de
unweighted pair-group method using an arithmetic average. Os métodos
hierarquicos impdem uma estrutura de dados que obedece ao principio intuitivo de
agrupamento natural, no qual uma regido de alta densidade de pontos ¢ delimitada

por regides de baixa densidade. Os métodos hierarquicos aglomerativos t€ém em
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comum sua ligacdo direta com a matriz das distancias genéticas, dispensando o
retorno a matriz dos dados originais. Dias (1998) expoe detalhes sobre os célculos
necessarios a utilizacdo dos métodos mencionados acima.

A mesma matriz de distancias genéticas foi utilizada para a divisao dos
genotipos em grupos definidos pelo método de otimizacdo de Tocher. O método de
otimizagdo de Tocher, apresentado em Cruz & Carneiro (2006), constitui um
sistema de agrupamento simultaneo que realiza de uma sé vez a separagdo dos
gendtipos em grupos. No Brasil, o método de Tocher vem sendo amplamente
empregado no estudo da divergéncia genética entre acessos (Marchioro et al., 2003;
Oliveira et al., 2004; Karasawa et al., 2005; Souza et al., 2005). Este método utiliza
um unico critério de agrupamento e possui a particularidade de considerar a
distancia média dentro dos grupos sempre menor que a distdncia média entre grupos
(Vasconcelos et al., 2007).

Foi realizada também a representacdo grafica da projecao das distancias no
plano e no espacgo, a duas e trés dimensdes (Cruz, 2006 a,b,c).

Para a avaliacdo dos métodos de agrupamento, foi utilizado o coeficiente
de correlacdo cofenética (Rohlf e Sokal, 1981), que considera o grau de
concordancia entre o dendrograma e a matriz de distancia D. Os coeficientes

cofenéticos foram calculados conforme indicado por Dias (1998).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecdo de primers

No presente trabalho, o método para a extracio de DNA descrito por
Hoisington et al. (1994) foi adequado para extrair o DNA genomico dos bulks
formados a partir de folhas jovens de 78 plantas de cada um dos 25 genoétipos de
milho-pipoca selecionados para o referido estudo.

A quantificagdo do DNA gendémico das folhas das progénies foi realizada
pela comparagdo visual da intensidade das bandas de DNA do fago A, em gel de
agarose, com as bandas das amostras, indicando que a quantidade de DNA variou

de 25 a 100 ng/uL (Figura 1).

4A100 1150 BI B? B3 B4 B5S B6 BT BS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 1- Gel de agarose 0,8% utilizado para quantificar o DNA extraido das
diferentes variedades de milho-pipoca. As amostras de 3 a 10 s3o DNAs extraidos
das diferentes variedades. Amostras 1 ¢ 2 sao DNAs de Fago A com 100 e 150 ng.

A utilizagdao do programa Touchdown PCR (Don et al., 1991) foi adequada
para as condi¢des de anelamento da maioria dos 100 pares de primers testados. Para
10 primers foi necessaria uma fixa¢ao da temperatura de anelamento em 50° C.

A selecao dos microssatélites foi feita utilizando-se duas amostras de DNA
das progénies, escolhidas ao acaso, e analisadas em gel de agarose MS8 para
verificar a complementaridade e reprodutibilidade dos primers. Dos 100 primers
testados, 41 foram polimorficos e 59 monomorficos. Entre os 41 polimérficos, 23

primers foram selecionados para investigar a variabilidade genética nos 25 bulks
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das populagdes estudadas. A sele¢do dos primers baseou-se na maior definigdo das
bandas no gel e na presenca de alelos diferentes (Quadro 4).

Entre os 23 primers utilizados, umc1336, umc2245, umc2262 ¢ mmc0501
foram os que mais contribuiram para a matriz de dissimilaridade. Ja os primers
umcl292 e umc2196 foram os menos polimorficos. Nao houve relacdo aparente
entre a contribui¢do informativa desses primers com o cromossomo associado a
cada um. Os 23 primers microssatélites distribuidos em 9 cromossomos permitiram
a deteccdo de um total de 100 alelos entre as variedades. O nimero de alelos por
locos variou de 2 a 7, sendo o maior niimero de alelos detectado no primer bnlg
1083.

Na amplificacdo, a concentragdo adotada para as reagdes foi de 25 ng de
DNA/20 upL. Esta concentracdo foi empregada pela analise preliminar da

quantificacao.

4.2. Dissimilaridades e distancias genéticas

A comparacdo dos distintos padrdes eletroforéticos obtidos através de
marcadores microssatélites permitiu a obten¢do de coeficientes de similaridade
genética interpopulacional (GS). Como ja mencionado no item 3.5, os coeficientes
de dissimilaridade genética foram obtidos por complementacao de GS.

Considerando que as estimativas de dissimilaridade estardo cumprindo,
neste trabalho, fun¢do analoga a desempenhada pela distancia de Rogers (1972) em
trabalhos semelhantes, as dissimilaridades mencionadas serdo referidas, a partir de
agora, como distancias genéticas. A matriz de distdncias encontra-se no Quadro 5.

A forma como as medidas de dissimilaridade foram obtidas pode ter
exercido uma influéncia sobre a matriz de distdncias. Como ja mencionado, a
utilizagdo de bulks de DNA vem ocorrendo de forma sistematica (Kongkiatngam et
al., 1996; Ornella et al., 2001; Parentoni et al., 2001; Yao et al., 2007), e se justifica
pela economia de tempo, mao-de-obra e recursos empregados na pesquisa, em
contraposi¢ao ao esfor¢o a ser dispendido em trabalhos que incluam a genotipagem

de centenas ou milhares de plantas individuais.
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Quadro 4 - Sequéncias dos primers de microssatélites, n° de alelos detectados por
cada primer e localizagdo destes nos cromossomos, usados na estimagdo da
diversidade genética nas 25 variedades de milho-pipoca

Primers Sequéncia de nucleotideos N° alelos Cromossomo
umc 2293 Forward AAAGAACAGACGCGATCCAATC

Reverse ATGTTCCGTTTATTATTTGCCCG 3 5
umc 2196 Forward ATCCTCTCCCATCTCTCGGTCT

Reverse CCTAGACCAGCTTGGTGACTCAG 2 6
umc 2262 Forward TCTGTTCGGGATTCTTCTTCAGTC

Reverse CGTTCCCTGGTACCCTGTCTATAA 4 3
umc 2245 Forward GCCCTGTTATTGGAACAGTTTACG

Reverse CGTCGTCTTCGACATGTACTTCAC 4 2
umc 2281 Forward CAATGATTGGAGCCTAACCCCT

Reverse ATGATGATCTGCAGAGCCTAGTCC 4 4
umc 1336 Forward GTACAAATGATAAGCAAGGGGCAG

Reverse CTCTGTTTTGGAAGAAGCTTTTGG 4 10
umc 2292 Forward AGCAGAAGAGGACAAACCAGATTC

Reverse ACTTCCGGCATGTCTTGTGTTT 4 5
umc 1071 Forward AGGAAGACACGAGAGACACCGTAG

Reverse GTGGTTGTCGAGTTCGTCGTATT 5 1
umc 1736 Forward CCATCCACCACTAGAAAGAGAGGA

Reverse TTAATCGATCGAGAGGTGCTTTTC 3 2
umc 1636 Forward CATATCAGTCGTTCGTCCAGCTA

Reverse GTACTGGTACAGGTCGTCGCTCTT 4 9
umc 2343 Forward TCATCTTCCCCACAAATTTTCATT

Reverse GACTGACAACTCAGATTTCACCCA 3 9
bnlg 1063 Forward GGAGACAACCCCGACGAC

Reverse GGTACCAGAGCCACAGATCC 5 3
umc 1241 Forward TGAAGCAAGTCACTGGTAAGAGCA

Reverse TGACACACCCATACTTCCAACAAG 3 7
umc 1292 Forward GAAGTGGGGAACATGGTTAATGTC

Reverse TCACGGTTCAGACAGATACAGCTC 3 1
bnlg 2295 Forward CGGAGGAGTGGTTCTTGAAA

Reverse GGTTAGTGAAAGGGTTGCCA 6 1
umc 2080 Forward GCCAAGGTGGGTCTGGCTAT

Reverse ACCACCTTGTCCGTATCCTTCAC 4 1
umc 1664 Forward AATTGTTTACTGCGCTGAAACTCC

Reverse CCTCTTTGCCTGTACCGTGTATTC 4 1
umc 2116 Forward CGGTCGATATAATCTTGGCTGATT

Reverse GGCGCAGAGATCATTTGTTTAAT 5 1
bnlg 1083 Forward ACAGTCTGTTGGGGAACAGG

Reverse CAACGCTGGTTTGTCGTTTA 7 1
umc 1077 Forward CAGCCACAGTGAGGCACATC

Reverse CAGAGACTCTCCATTATCCCTCCA 6 10
umc 1363 Forward TGTTTAAGTGTTGGCAGAAAGCAA

Reverse TCTCCCTCCCCTGTACATGAATTA 5 1
umc 1590 Forward CAGAGTCTGATAGTCCGAACCCAG

Reverse GTAAAGCTCACAGCTTCCGACAG 6 1
mmc0501 Forward TGCTGAACACTCTAAGCAATAC

Reverse ATTACTCTACTCGCTGCCTG 6 10
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Quadro 5 - Matriz de distancias genéticas entre as 25 variedades de milho-pipoca, obtidas com a utilizagao de 23 primers
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Obs. Os genotipos estdo numerados conforme o Quadro 1.



Ao ser utilizada a estratégia dos bulks de DNA, somente situagdes de

presenca de alelos em uma populacdo e auséncia dos mesmos alelos em outra
populagdo, sob o mesmo primer, contribuem efetivamente para o calculo das
distancias e, posteriormente, para a formagao de grupos.
A falta de informagdes sobre as frequéncias génicas e genotipicas inerentes aos
locos analisados pode representar uma das limitagdes da metodologia.
Naturalmente, esta observagao ndo se aplica aos casos em que os materiais de
interesse sdo geneticamente uniformes, na medida em que a coincidéncia
praticamente perfeita entre os alelos (bandas) das diferentes plantas de uma mesma
linhagem ou hibrido simples dispensaria a andlise individual de DNA. Quando,
porém, os gendtipos avaliados sdo de base genética ampla, as informagdes sobre a
distribui¢do das freqiiéncias contribuem para uma quantificacdo mais precisa das
distancias intervarietais. A aplicagdo de metodologias consagradas, tais como a
diversidade de Nei (1973), por exemplo, requer a disponibilidade dessas
informacgdes, mediante a extragdo e a analise do DNA individual de cada planta.

A questdo esbocada acima ¢ mais clara supondo um exemplo em que duas
populacdes, A e B, sejam aparentemente idénticas em relagdo aos alelos (bandas) 1,
2 e 3 obtidas com um mesmo primer. Neste caso, a contribuigdo deste primer para a
estimativa do indice de dissimilaridade seria nula. Contudo, isto ndo significaria que
A e B tivessem realmente grande similaridade entre si, pois na populagdo A poderia
predominar um alelo diferente do predominante em B. Em conseqiiéncia disso, seria
admissivel a ocorréncia de uma subestimacao da dissimilaridade entre ambas.

A menos que as freqliéncias génicas e/ou genotipicas das populacoes
contrastantes sejam idénticas, a reducdo das distdncias genéticas tende a ser
assimétrica, ou seja, variar segundo o par de variedades em confronto. O transtorno
pode ser relevante, no presente estudo, porque o conjunto de 25 variedades de
milho-pipoca engloba tanto materiais ndo segregantes de base genética estreita
(hibridos simples) quanto populacdes melhoradas (parcialmente endégamas) e nao

melhoradas.
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Logo, uma subestima¢do uniformemente distribuida das distancias genéticas
nao seria prejudicial a formacdo de grupos consistentes, mas sim a natureza

assimétrica desses desvios.

4.3. Métodos de agrupamento

O uso de métodos que agrupem os gendtipos ¢ uma das melhores
alternativas para a analise e a interpretacdo dos dados contidos em uma matriz de
distancias genéticas (Cruz & Carneiro, 2006), constituindo uma etapa importante da
avaliacao de germoplasma (Vasconcelos et al., 2007).

Os métodos de agrupamento se distinguem pelo tipo de resultado fornecido
em conseqiiéncia das diferentes formas de definir a proximidade entre individuos e
grupos, ou entre dois grupos quaisquer.

A literatura contém numerosos métodos de agrupamento utilizados nas
mais diversas areas da ciéncia (Dias, 1998). O agrupamento dos gendtipos avaliados
em fung¢do das distdncias estimadas exige a utilizagdo de metodologias que
maximizem a similaridade dentro de grupos e a dissimilaridade entre grupos.

E importante ressaltar que ndo existe um unico método hierdrquico
plenamente aplicdvel a todos os tipos de dados, isto €, capaz de gerar resultados
superiores aos demais (Everitt, 1993). Por isso, ¢ desaconselhavel a utilizagdo de
um unico método de agrupamento, sendo de grande interesse a posterior avaliagdao
dos resultados obtidos pelos diferentes métodos.

A avaliagdo da eficiéncia de cada método de agrupamento pode ser
realizada por uma regra pratica que consiste em verificar qual dos métodos
aglomerativos apresenta os agrupamentos comuns a maioria dos demais.

O dendrograma obtido pelo método do vizinho mais proximo (Figura 2)
revelou a presenca de um grupo inicial formado pelas variedades 4 (Composto V1),
6 (Composto V2), 14 (IAC-112), 15 (IAC-112 F02), 11 (Iguatemi I), 12 (Composto
Aelton), 7 (Composto Barreto), 5 (Iguatemi 2), 10 (Composto Fracaro) e 25 (IAC-
125), ao qual se incorporaram progressivamente os demais genotipos. Os gendtipos

mais distantes foram 16 (Argentina), 18 (PA-091), 19 (Chile) e 13 (PR-023).
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Figura 2 - Agrupamento obtido a partir do método do vizinho mais proximo para as
25 variedades de milho-pipoca.

Da mesma forma que no caso anterior, o dendrograma obtido pelo método
do vizinho mais distante (Figura 3) revelou a concentragdo de varios genotipos no
mesmo grupo inicial, integrado pelas variedades 4 (Composto V1), 6 (Composto
V2), 20 (Vigosa), 2 (Angela), 22 (SE-013), 17 (UNB-2), 21 (CMS-42), 24 (UEM —
M2), 25 (IAC-125) e 23 (Laranjeiras do Sul). A este grupo se integraram os
gendtipos 14 (IAC-112), 15 (IAC-112 F2), 5 (Iguatemi 2), 10 (Composto Fracaro),
11 (Iguatemi I), 12 (Composto Aelton), 7 (Composto Barreto) e 8 (Composto
Matheus). No proximo nivel de fusdo, foram integrados os gendtipos 13 (PR-023) e
18 (PA-091), e mais adiante as variedades 3 (Zélia), 9 (P1 sintético), 1 (Jade), 16
(Argentina) e 19 (Chile). Pode ser observado, portanto, que os hibridos 1 (Jade) e 3
(Z¢élia) e a variedade 9 (POl sintético) formam um grupo distinto, que se une ao
cluster integrado pelas variedades 16 (Argentina) e 19 (Chile). Esses cinco
genoétipos, por sua vez, constituem um cluster bastante afastado do grupo formado

pela maioria das variedades.
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Figura 3 - Agrupamento obtido a partir do método do vizinho mais distante para as
25 variedades de milho-pipoca.

O dendrograma obtido pelo método UPGMA (Figura 4) revela a presenca
de um agrupamento inicial constituido pelos gendtipos 4 (Composto V1), 6
(Composto V2), 20 (Vigosa), 5 (Iguatemi 2), 10 (Composto Fracaro), 11 (Iguatemi
I), 12 (Composto Aelton), 7 (Composto Barreto) e 8 (Composto Matheus). A este
grupo se incorporou um cluster formado pelos genotipos 17 (UNB-2), 21 (CMS-
42), 24 (UEM — M2), 25 (IAC-125) e 23 (Laranjeiras do Sul). Num nivel de fusdo
mais adiante, foram incorporados os genotipos 3 (Z¢€lia), 9 (P1 sintético) e 1 (Jade).
A seguir, foram agrupadas as variedades 2 (Angela) e 22 (SE-013), seguidas pelo
cluster contendo 14 (IAC-112) ¢ 15 (IAC-112 F2). Com relagdo aos materiais mais
distantes, pode ser observada a inserc¢ao diferenciada das variedades 16 (Argentina),
19 (Chile), 13 (PR-023) e 18 (PA-091). Pode ser observado ainda que a variedade
16 (Argentina) esta associada a 19 (Chile), enquanto 13 e 18 (PR-023 ¢ PA-091,

respectivamente) constituem um grupo a parte, muito afastado das demais.
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Figura 4 - Agrupamento obtido a partir do método UPGMA para as 25 variedades
de milho-pipoca.

A aplicagcdo dos métodos de Tocher e de Tocher modificado (Vasconcelos
et al., 2007) encontra-se nos Quadros 6 e 7. Pode ser observada uma particao dos
gendtipos em quatro grupos, o primeiro dos quais compreendendo a grande maioria
dos materiais (Composto V1, Composto V2, Composto Aelton, Composto Barreto,
Iguatemi 1, Iguatemi 2, Composto Fracaro, IAC-125, Composto Matheus, Vigosa,
P1 Sintético, UNB-2, UEM-M2, Z¢élia, CMS-42, Laranjeiras do Sul, Angela, IAC-
112 F2, Jade, IAC-112 e SE-013). As variedades 16 (Argentina) e 19 (Chile)
formam um grupo a parte, enquanto 18 (PA-091) e 13 (PR-023) estdo isoladas em
grupos proprios. Tais resultados também foram obtidos pela aplicagdo do método de
Tocher modificado, salvo a fusdo das variedades 13 (PR-023) e 18 (PA-091), as

quais passam a integrar o mesmo cluster.
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Quadro 6 - Formagao dos grupos com a aplicacdo do método de Tocher para as 25
variedades de milho-pipoca

Grupo Genotipos

1 4 6127 11510258209 1724321232151 14 22
2 16 19

3 18

4 13

Quadro 7 - Formacgao dos grupos com a aplicagdo do método de Tocher modificado
para as 25 variedades de milho-pipoca

Grupo Genotipos

1 4 6 12 7 11 5 10 25 8 20 9 17 24 3 21 23 2 151 14 22
2 16 19

3 18 13

Os resultados obtidos pela aplicagdo do método de Tocher foram bastante
rigidos quanto a formagdo de grupos, pois o nimero de clusters foi pequeno e
muitos materiais constituiram o mesmo agrupamento. Caso a interpretacdo dos
resultados deste estudo dependesse apenas da informacao gerada pela aplicagdo da
metodologia de Tocher, seria plausivel concluir que a maioria das variedades
guarda uma similaridade genética relativamente grande entre si, a qual justifica a
inclusdo de tantos genotipos no mesmo grupo.

A formagdo simultanea de todos os agrupamentos, pelo método de Tocher,
ao inveés da progressiva formagdo de grupos, no caso dos métodos hierarquicos
aglomerativos, pode ter contribuido para a deteccdo de um menor nimero de

clusters.

4.4. Ajuste entre o dendrograma e a matriz de distancias

A andlise da genealogia das variedades estudadas demonstrou haver uma
base genética frequentemente comum aos varios materiais avaliados, justificando,
de certa forma, a presenga de muitos gen6tipos dentro do cluster principal indicado
pelo método de Tocher. No entanto, em termos praticos, a aplicagao da metodologia

de Tocher deixou a desejar porque a excessiva concentracao de genotipos dentro do
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mesmo grupo nao contribuiu satisfatoriamente para a discriminagdo das variedades.
Por isto, a partir deste ponto, sera dada uma maior atengdo a analise dos resultados
obtidos pela aplicagdo dos métodos hierdrquicos aglomerativos, sendo buscada a
identificacdo do método que proporcionou o melhor ajuste entre o dendrograma e a
matriz de distincias, para melhor elucidar a relagdo genética entre os gendtipos
estudados.

Segundo Dudley (1994), o método das médias das distdncias (UPGMA)
pode ser considerado superior aos métodos do vizinho mais proximo e do vizinho
mais distante para aplicacdes relacionadas ao melhoramento genético. O método
UPGMA vem sendo recomendado por alguns autores (Sneath e Sokal, 1973;
Romesburg, 1984).

A concordancia entre os dados da matriz de distancias e os valores de corte
relativos aos respectivos dendrogramas € denominada correlacao cofenética (Rohlf
e Sokal, 1981).

Os Quadros 8, 9 e 10 apresentam um resumo do calculo das correlagdes
cofenéticas obtidas na aplicagdo dos métodos hierarquicos do vizinho mais
proximo, do vizinho mais distante e da média de distancias, respectivamente.
Considerando as trés metodologias, foi confirmada a superioridade do método

UPGMA, pois seu valor cofenético (0,80) superou os demais.
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Quadro 8 - Estdgios de agrupamento, gendtipos de referéncia (X e Y) de cada
agrupamento, distdncias genéticas e nivel de corte utilizados na quantificacdo da
correlagdo cofenética relativa ao método do vizinho mais préximo

Estagio Acesso x Acesso y Distancia Corte

1 4 6 0,111 0,1110
2 11 12 0,115 0,1130
3 7 11 0,118 0,1147
4 5 10 0,127 0,1250
5 3 9 0,128 0,1261
6 14 15 0,131 0,1313
7 5 7 0,136 0,1351
8 5 14 0,159 0,1470
9 4 5 0,167 0,1562
10 4 25 0,169 0,1631
11 4 8 0,175 0,1690
12 4 17 0,176 0,1737
13 4 24 0,178 0,1775
14 4 21 0,179 0,1805
15 3 4 0,183 0,1837
16 3 20 0,188 0,1870
17 1 3 0,206 0,1928
18 1 23 0,219 0,1997
19 1 2 0,235 0,2081
20 1 22 0,252 0,2179
21 1 16 0,283 0,2314
22 1 18 0,297 0,2445
23 1 19 0,312 0,2576
24 1 13 0,334 0,2717

Coeficiente de correlagdo cofenética: 0,78246

Quadro 9 - Estdgios de agrupamento, gendtipos de referéncia (X e Y) de cada
agrupamento, distdncias genéticas e nivel de corte utilizados na quantificacdo da
correlacdo cofenética relativa ao método do vizinho mais distante

Estagio Acesso x Acesso y Distancia Corte
1 6 0,111 0,1110
2 11 12 0,115 0,1130
3 5 10 0,127 0,1265
4 3 9 0,128 0,1305
5 14 15 0,131 0,1332
6 7 11 0,141 0,1392
7 24 25 0,178 0,1610
8 17 21 0,193 0,1774
9 4 20 0,200 0,1895
10 5 7 0,209 0,2003
11 1 3 0,233 0,2143
12 23 24 0,240 0,2259
13 5 8 0,241 0,2346
14 2 22 0,252 0,2435
15 17 23 0,280 0,2559
16 16 19 0,312 0,2721
17 2 17 0,320 0,2862
18 5 14 0,328 0,2988
19 2 4 0,345 0,3118
20 1 16 0,367 0,3259
21 13 18 0,376 0,3390
22 2 5 0,438 0,3594
23 2 13 0,517 0,3893
24 1 2 0,604 0,4282

Coeficiente de correlagdo cofenética: 0,61013

37



Quadro 10 - Estagios de agrupamento, gendtipos de referéncia (X e Y) de cada
agrupamento, distdncias genéticas e nivel de corte utilizados na quantificacdo da
correlacao cofenética relativa ao método da média das distancias

Estagio Acesso x Acessoy Distancia Corte
1 4 12 0,1150 0,1130
3 5 10 0,1270 0,1265
4 3 9 0,1280 0,1305
5 7 11 0,1295 0,1329
6 14 15 0,1310 0,1348
7 5 7 0,1603 0,1486
8 24 25 0,1780 0,1637
9 17 21 0,1930 0,1773
10 4 20 0,1940 0,1862
11 1 3 0,2195 0,1999
12 5 8 0,2196 0,2092
13 23 24 0,2295 0,2184
14 17 23 0,2377 0,2270
15 4 5 0,2385 0,2339
16 2 22 0,2520 0,2416
17 4 17 0,2803 0,2529
18 1 4 0,2904 0,2637
19 1 2 0,3105 0,2758
20 16 19 0,3120 0,2859
21 1 14 0,3259 0,2963
22 13 18 0,3760 0,3127
23 1 16 0,3997 0,3299
24 1 13 0,4308 0,3489

Coeficiente de correlagdo cofenética: 0,803651

4.5. Projecéo das distancias no plano e no espaco

A verificagdo das distancias entre os genotipos e da dispersdo dos pontos
que eles representam em duas ou trés dimensdes constitui uma etapa adicional na
analise dos resultados de divergéncia interpopulacional.

A validade da representacdo grafica da projecdo das distancias no plano e
no espago, segundo metodologia desenvolvida por Cruz e Viana (1994), depende da
magnitude de uma estatistica denominada estresse, introduzida por Kruskall (1964).

O estresse mede o grau de ajustamento das distancias obtidas a partir da
matriz de coordenadas de dimensdo em relagdo a matriz de distincias originais,
entre todos os pares de itens.

O coeficiente de estresse varia de 0 a 1. Kruskall (1964) sugere uma escala
na qual valores de estresse correspondentes a 0,40, 0,20, 0,10, 0,05 e 0,00
qualificam o ajustamento como ruim, moderado, bom, excelente e perfeito,

respectivamente.
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O Quadro 11 apresenta os dados de rebatimento no plano a duas
dimensodes. Embora a correlacdo entre os dados originais e os dados estimados
tenha sido razoavel (82,8%), o estresse observado na projecao em duas dimensoes,
sem transformacao (45%), foi muito alto, indicando ajustamento precario entre a
dispersao dos pontos obtida pela técnica de rebatimento no plano e matriz de
distancias originais (Quadro 5). Dada a baixa confiabilidade da dispersdao, a

projecao foi de pouca utilidade na interpretacdo dos niveis de agrupamento.

Quadro 11 - Projecao de distancia a duas dimensdes sem transformacgao

Total das distancias originais 95,602
Total das distancias estimadas 55,164692
Distorcao (%) 42,297554
Correlagao entre distancias originais e estimadas 0,828485
Estresse (%) 45,046993

A transformag¢do dos dados pode resultar na redugcdo do estresse,
constituindo-se, portanto, em uma estratégia para permitir a analise desejada. A
elevacdo dos valores a segunda poténcia (x—x°) permitiu a obten¢io de uma
projecdo mais apropriada (Quadro 12), pois a distor¢cdo foi reduzida de 42,3 para
1,7%, e o estresse, de 45 para 31%. Deste modo, torna-se vidvel a observacao da

disposi¢do bidimensional dos pontos.

Quadro 12 - Projecdo de distancia a duas dimensodes com transformac¢do de dados
(x—x°)

Total das distancias originais 33,015700
Total das distancias estimadas 33,591775
Distor¢ao (%) 1,714928
Correlagdo entre distancias originais e estimadas 0,81328
Estresse (%) 31,08229

A observagao da disposi¢do dos pontos (Figura 5) permite inferir que as
variedades 16 (Argentina) e 19 (Chile) estdo relativamente proximas entre si, mas
ndo o suficiente para permitir a identificacdo de um grupo comum a ambas. Os

hibridos 1 (Jade) e 3 (Z¢€lia), e as variedades 13 (PR-023) e 19 (Chile) encontram-se
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isoladas, particularmente as duas tultimas, com alguma proximidade entre os
hibridos da Pioneer. A aparente aproximagao entre as variedades 18 (PA-091) e 22
(SE-013) nao foi confirmada nem pelo dendrograma obtido pelo método UPGMA

nem pelos resultados de agrupamento de Tocher.
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Figura 5 - Anélise bidimensional com transformacio de dados (x—x?) para as 25
variedades de milho-pipoca.

O acréscimo de uma dimensao a proje¢do bidimensional pode facilitar a
interpretacao da disposi¢do dos pontos que representam os genoétipos avaliados. No
presente estudo, a elevagio dos valores & segunda poténcia (x—x°) para a projecio
em trés dimensdes permitiu ajustamento moderado do modelo (Quadro 13), com

distor¢ao de 14,3% e estresse de 35,7%.

Quadro 13 - Projecdo de distancia a trés dimensdes sem rotagdo € com
transformacdo de dados (x—x?)

Total das distancias originais 33,0157
Total das distancias estimadas 38,528822
Distorcao (%) 14,309086
Correlacdo entre distacias originais e estimadas 0,830715
Estresse (%) 35,681404
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A Figura 6 contém o grafico da analise tridimensional. Pode ser observada
uma aproximagao entre as variedades 16 (Argentina) e 19 (Chile), ambas apartadas
das demais. O mesmo pode ser verificado em relagdo aos genoétipos 13 (PR-023) e
18 (PA-091), procedentes de materiais americanos. Por outro lado, o hibrido 3
(Z¢élia) encontra-se isolado de todas as outras variedades, como ja detectado na

projecdo bidimensional.
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Figura 6 - Gréfico derivado da andlise tridimensional com transformacao de dados e
sem rotagdo (x—x7) para as 25 variedades de milho-pipoca.

4.6. Relacéo entre os agrupamentos e a genealogia das variedades

A consisténcia e o nivel de informagao dos grupos de variedades podem ser
avaliados em funcdo da correspondéncia entre os dados moleculares e a genealogia
dos materiais em estudo.

Por meio do dendrograma produzido pela aplicacio do método UPGMA
(Figura 4), pode ser verificado que o primeiro agrupamento envolve as variedades 4

(Composto V1) e 6 (Composto V2). O cluster entre ambas ¢ justificado na medida
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em que ambos os compostos apresentam em comum os parentais [AC-112 e Z¢lia,
diferindo apenas porque o Composto V2 esta relacionado com a variedade Angela.

O segundo nivel de fusdo corresponde a incorporagdo do gendtipo 20
(Vigosa) ao grupo anterior. Esta fusdo se justifica parcialmente, pois Vigosa ¢
proveniente de cruzamentos entre populagdes locais e hibridos norte-americanos,
tendo em comum com os anteriores o germoplasma de hibridos norte-americanos
eventualmente presentes na genealogia de IAC-112 e Z¢lia.

Iguatemi 2 ¢ um composto formado pelo cruzamento de linhagens Ss de
Z¢lia, IAC-112, CMS-42, CMS-43, UEM-J1, Vicosa ¢ RS 20 com um genotipo
americano ¢ um material comercial denominado Catedral. Ja4 o Composto Fracaro
foi originado do cruzamento de hibridos topcross entre Angela, IAC-112 e Z¢lia
com linhagens S, provenientes de CMS-43. Portanto, o agrupamento formado pelas
variedades 5 (Iguatemi 2) e 10 (Composto Fracaro) ¢ justificado porque ambos
possuem trés genitores em comum.

O genotipo Iguatemi 1 ¢ um composto formado por cruzamentos
envolvendo linhagens Ss de Zélia, CMS-42, CMS-43, UEM-J1, RS-20, um
gendtipo americano e um material comercial denominado Catedral. O composto
Acelton foi obtido a partir do cruzamento de 5 linhagens elite S, obtidas de Zélia.
Logo, o grupo formado pela associagdo entre os genétipos 11 (Iguatemi 1) e 12
(Composto Aelton) se justifica por ambos terem em comum genes provenientes de
Z¢lia. Deve ser observado, no entanto, que a identidade genética entre o Composto
Acelton e Z¢lia ¢ maior do que entre o Composto Aelton e Iguatemi 1, sendo mais
plausivel que o Composto Aelton estivesse mais associado a Z¢élia. Analogamente,
considerando que Iguatemi 1 e Iguatemi 2 coincidem em quase todos os parentais,
diferindo apenas em Vigosa e IAC-112, seria de se esperar que Iguatemi 1 estivesse
mais proximo de Iguatemi 2 do que do Composto Aelton.

Outro agrupamento detectado incorporou o genotipo 7 (Composto Barreto)
ao grupo anterior integrado pelos gendtipos 11 (Iguatemi 1) e 12 (Composto

Acelton). A fusdo se justifica porque os trés apresentam Z¢lia em comum.
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A fusdo dos gendtipos 5 (Iguatemi 2) e 10 (Composto Fracaro) com 11
(Iguatemi 1), 12 (Composto Aelton) e 7 (Composto Barreto) se justifica pela
presenca de Z¢lia na genealogia de todos esses gendtipos.

O composto Matheus originou-se do cruzamento de oito populacdes de
graos brancos (PR 038, PR 079, RR 046, SC 016, PR 017, Angela, SC 002 e PR
009). Com excecdo de Angela, todos esses materiais sio geragdes avancadas de
hibridos americanos. A incorporagao do gendtipo 8 (Composto Matheus) ao grupo
integrado pelos genotipos 5 (Iguatemi 2), 10 (Composto Fracaro), 11 (Iguatemi 1),
12 (Composto Aelton) e 7 (Composto Barreto) ocorreu tardiamente, possivelmente
porque nenhum dos parentais do Composto Matheus coincide com a genealogia dos
demais membros do grupo. Alids, a falta de coincidéncia entre os parentais do
Composto Matheus e a genealogia dos demais integrantes da fusdo seguinte (4
(Composto V1), 6 (Composto V2) e 20 (Vigosa) com 5 (Iguatemi 2), 10 (Composto
Fracaro), 11 (Iguatemi I), 12 (Composto Aelton), 7 (Composto Barreto) e o proprio
8 (Composto Matheus)) ndo permite uma plena justificagdo desse cluster.

O desconhecimento de maiores detalhes sobre a genealogia de CMS 42
dificulta a justificativa para a formag¢ado de seu grupo com UNB-2.

O cluster envolvendo os genétipos 24 (UEM — M2) e 25 (IAC-125) ndo ¢
respaldado pela genealogia de ambos, pois, teoricamente, IAC 125 deveria estar
agrupada com [IAC 112 e com [IAC 112 F2, mesmo porque a genealogia de UEM
M2 ¢ desconhecida. Da mesma forma, o desconhecimento da genealogia de
Laranjeiras do Sul dificulta a interpretacdo de sua incorpora¢cdo ao grupo anterior
formado por UEM — M2 e TAC-125.

O agrupamento de 3 (Zélia) e 9 (P1 sintético) ndo se justifica, pois Zélia
deveria estar no mesmo cluster que 5 (Iguatemi 2), 10 (Composto Fracaro), 11
(Iguatemi 1), 12 (Composto Aelton) e 7 (Composto Barreto), j4 que todas estas
cinco variedades apresentam Z¢lia em sua genealogia. Por outro lado, a unido de 3
(Zélia) e 9 (P1 sintético) com 1 (Jade) se justifica genealogicamente porque Jade e
Z¢lia sao hibridos triplos desenvolvidos pela mesma empresa, tendo possivelmente
linhagens em comum na sua constitui¢ao. Na verdade, pareceria mais plausivel se o

cluster fosse formado por Zélia e Jade, para uma posterior inser¢ao da P1 sintético.
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O grupo formado por 14 (IAC 112) e 15 (IAC-112 F2) ¢ obviamente
justificado porque IAC-112 F2 ¢ a propria geragdo F, deste mesmo hibrido.

A incorporagao dos genotipos 14 (IAC 112) e 15 (IAC-112 F2) aos demais
(4 (Composto V1), 6 (Composto V2), 20 (Vigosa), 5 (Iguatemi 2), 10 (Composto
Fracaro), 11 (Iguatemi I), 12 (Composto Aelton), 7 (Composto Barreto), 8
(Composto Matheus), 17 (UNB-2), 21 (CMS-42), 24 (UEM — M2), 25 (IAC-125),
23 (Laranjeiras do Sul), 3 (Z¢élia), 9 (P1 sintético), 1 (Jade), 2 (Angela) e 22 (SE-
013)) tem a sua justificativa prejudicada pela premissa de que os genotipos TAC 112
e [AC-112 F2 deveriam estar mais proximos a IAC-125.

A relagdo entre as variedades 16 (Argentina) e 19 (Chile) ndo pode ser
avaliada com precisao, exceto pela via molecular, na medida em que a genealogia
de ambas ¢ desconhecida. Ja o cluster entre os genotipos 13 (PR-023) e 18 (PA-
091) pode ser justificado porque ambos sdo populagdes de polinizagdo livre
derivadas de hibridos americanos, mostrando-se bem afastadas dos demais grupos.

A observagao geral da correspondéncia entre os agrupamentos revelados
pelo dendrograma UPGMA e a genealogia das variedades em estudo permitiu
concluir que grande parte dos clusters indicados pela analise molecular agrupou

materiais de mesma origem parental.

4.7. Agrupamentos e utilizacéo do germoplasma

Neste trabalho, a utilizacdo de marcadores moleculares se destinou a
obten¢do de inferéncias sobre o potencial heterdtico interpopulacional, na medida
em que os materiais que apresentam maiores valores de distdncia genética entre si (e
reciprocamente, os menores valores de similaridade) podem ser aproveitados em
programas de selecdo recorrente reciproca destinados a sintese de linhagens
contrastantes que, intercruzadas, possam gerar hibridos superiores.

A andlise global dos resultados indicou que poucos genotipos constituem a
base genética da maioria das variedades avaliadas, com predominancia de Z¢lia,
IAC-112, Angela e CMS-42. O acréscimo de parentais alternativos que se uniram
aos supramencionados constituiu, freqiientemente, outra causa das distancias

observadas.

44



As variedades 13 (PR-023), 16 (Argentina), 18 (PA-091) e 19 (Chile)
mostraram-se geneticamente diferenciadas das demais. Parte deste isolamento pode
ser proveniente da presenca de bandas exclusivas em pelo menos duas dessas
variedades. Exemplificando, a variedade 13 (PR-023) apresentou dois alelos
detectados pelo primer umc1363 que ndo foram observados em nenhum outro
genotipo. Analogamente, a variedade 18 (PA-091) apresentou um alelo exclusivo
para o primer umc 1077.

A consisténcia dos resultados envolvendo as variedades divergentes (13
(PR-023), 16 (Argentina), 18 (PA-091) e 19 (Chile)) permite supor que a realizagao
de cruzamentos interpopulacionais entre elas e os demais gendtipos avaliados
constitua uma alternativa promissora para a obtencdo de heterozigose como

estratégia voltada a exploracdo da heterose.
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5. CONCLUSOES

a. A extracdo do DNA genomico amostrado em bulks populacionais seguida pela
amplificagdo com primers microssatélites permitiu a identificacdo de diferengas

genéticas entre as variedades avaliadas de milho-pipoca.

b. O dendrograma produzido pelo método UPGMA se ajustou melhor & matriz das
distancias entre variedades do que os dendrogramas derivados dos demais

métodos hierarquicos aglomerativos.

¢. O niimero de grupos indicado pelo método UPGMA foi superior ao obtido sob a
metodologia de Tocher, evidenciando vantagens praticas do método das médias

de distancias na discriminagao das variedades.

d. Apesar de algumas discrepancias, grande parte dos clusters indicados pela analise

molecular agrupou materiais da mesma origem parental.

e. As variedades Argentina, Chile, PA-091 e PR-023 manifestaram grande

dissimilaridade genética em relagao as demais.

f. A realizagdao de cruzamentos das variedades PR-023, Argentina, PA-091 e Chile
com os demais gendtipos avaliados pode ser uma alternativa promissora para a
obtenc¢do de heterozigose, supondo uma estratégia voltada a selecao e exploragao

de heterose.

g. Considerando que a maior distancia (0,60 para PR-23 x Chile) superou em
aproximadamente seis vezes a menor distancia (0,11 para Composto V1 e
Composto V2), foi observada um amplitude bastante apreciavel da variabilidade

entre os materiais, em fun¢do da dissimilaridade entre os genotipos.
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