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RESUMO

LEAL, Ausileide Alves; M. Sc.; Universidade Estadual de Maringa; Dezembro de 2008;
Potencial do RAPD e de microssatélites para estimar distancias genéticas em milho
pipoca (Zea mays L.); Professora orientadora: Dra. Claudete Aparecida Mangolin;
Professores conselheiros: Dra. Maria de Fatima Pires da Silva Machado e Dra.
Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

A proposta do presente trabalho foi utilizar os marcadores moleculares RAPD e
loci SSRs, para estimar e caracterizar a divergéncia genética entre 10 linhagens
endogamicas Sy de milho pipoca, e avaliar a consisténcia das informacgdes
obtidas com o emprego destes dois marcadores. O aproveitamento de primers
para RAPD foi de 10,84%. Com os nove primers selecionados foram produzidos
126 fragmentos amplificados; destes 22 foram monomoérficos e 104 foram
polimdrficos conferindo um polimorfismo de 82,54% para as 10 linhagens
avaliadas. Dentre os 51 pares de primers de microssatélites testados, 14 foram
selecionados conferindo um aproveitamento de 27,4%.0 polimorfismo para as 10
linhagens, avaliado com os 14 primers de microssatélites foi de 52,76%. O
numero de alelos por locus de microssatélites para as 10 linhagens de milho
pipoca variou de dois a cinco, com um total de 47 alelos para todos os primers
usados. O numero médio de alelos por locus foi 3,36. O polimorfismo de DNA
detectado para estas linhagens de milho pipoca analisadas no presente estudo
pode ser considerado alto, uma vez que usando os 9 primers para amplificar
sequéncias aleatdrias, a proporgcao de sequéncias polimérficas foi igual a 82,54 %,
e usando os 14 primers para loci SSR foi possivel estimar um valor de
heterozigosidade média esperada igual a 52,76%, um déficit de heterozigotos
igual a apenas 4,5%, e uma diferenciagao entre as linhagens de 73,49%. O valor
de correlagcao de Pearson foi de 0,5453 demonstrando que a associagao entre os
marcadores € positiva. Os dendrogramas construidos com os agrupamentos dos
gendtipos avaliados em fungédo das distancias genéticas, estimadas a partir da
analise dos loci SSR e das sequéncias de RAPD, mostraram agrupamentos
similares formando dois grandes grupos para os genotipos P1 e P9. Desta forma,
apesar das indicagdes de que os microssatélites correspondem a marcadores
moleculares mais informativos do que as analises de RAPD, as analises das 10

linhagens de milho pipoca no presente estudo, indicaram que ambas as técnicas
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podem fornecer informacgdes consistentes € no mesmo sentido para estudar a

diversidade genética em milho pipoca, apresentando valores de diversidade e de

distancias genéticas concordantes.

Palavras chave: Pipoca, Zea mays L., Marcadores moleculares
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ABSTRACT

LEAL, Ausileide Alves; M. Sc; State University of Maringa; December, 2008;
RAPD and microsatellites strength for determine the genetic distance in
popcorn (Zea mays L.); Adviser Professor: Dr. Claudete Aparecida Mangolin and
Commitee members: Dr. Maria de Fatima Pires da Silva Machado and Dr. Maria
Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

Molecular markers RAPD and SSRs loci have been employed to estimate and
characterize the genetic divergence between 10 S; endogamic popcorn strains
and evaluate the consistency of information from the above-mentioned markers.
Primers efficiency for RAPD reached 10.84%. One hundred and twenty-six
amplified primers were produced from the nine selected primers. Since 22 and 104
were respectively monomorphic and polymorphic, an 82.54% polymorphism was
established for the 10 strains evaluated. Whereas 14 out of 51 primer pairs of
tested microsatellites have been selected and established a 27.4% efficiency,
polymorphism for the 10 strains evaluated with 14 primers of microsatellites
amounted to 52.76%. Number of alleles per microsatellite locus for the 10 popcorn
strains ranged between 2 and 5, totaling 47 alleles for all primers used. Mean
number of alleles per locus was 3.36. DNA polymorphism detected for analyzed
popcorn strains may be high since the proportion of polymorphic sequences was
82.54% when the 9 primers to amplify randomized sequences were used. Rate of
expected mean heterozygosity was 52.76% when the 14 primers of SSR loci were
employed. This fact revealed a heterozygote deficit of a mere 4.5%, coupled to a
73.49% differentiation between strains. Since Pearson’s correlation rate was
0.5453, association among markers was positive. Dendrograms made up of
genotype groupings evaluation according to genetic distances and estimated from
SSR loci analysis and RAPD sequences showed similar groupings which formed
two great groups for genotypes P1 and P9. In spite of the fact that there are
indications that microsatellites correspond to molecular markers which are more
informative than RAPD analyses, current analyses of 10 popcorn strains indicate
that both techniques may provide consistent and unequivocal information for the
study of genetic diversity in popcorn, coupled to an agreement in diversity rates
and genetic distances.

Key words: Popcorn, Zea mays, molecular markers.
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1. INTRODUCAO

O valor comercial para o grao de milho pipoca é dado de acordo com sua
capacidade de expansao (CE), que reflete sua qualidade, como maciez e textura
da pipoca. De acordo com Alexander e Greech (1977), a capacidade de expansao
e definida pela razdo entre o volume dos graos antes de serem submetidos ao
calor e o volume de pipoca, apds o “pipocamento”, ou ainda, pela relagao entre o
volume de pipoca e o peso dos graos. Para o melhoramento genético do milho
pipoca, os programas de melhoramento tém proposto duas alternativas que
podem ser conduzidas de forma conjunta: a obtenc&o de populagées melhoradas
e a obtencgao de hibridos. No primeiro caso, a utilizacdo adequada de métodos de
selecédo possibilita o aumento gradativo da freqiéncia dos alelos favoraveis na
populacdo melhorada, sendo esta superior a original. No segundo caso, a
estratégia de melhoramento visa a obtencdo de linhagens endogamicas que,
quando em combinacdes adequadas, produzirdo hibridos superiores em relagao
as populagdes de origem dessas linhagens (Paterniani e Miranda Filho,1978;
Vilarinho et al., 2003).

Todos os métodos de melhoramento aplicaveis ao milho comum podem
ser utilizados também para o milho pipoca; podem ser utilizados métodos intra e
interpopulacionais, bem como os métodos de obtencdo de hibridos. As
informagcdes sobre a relagdo genética entre os materiais destinados aos
programas de melhoramento sdo importantes, pois a partir destas informacgdes a
escolha dos parentais para os cruzamentos destes programas sera realizada de
forma orientada e eficiente. Isto é especialmente importante para os programas de
cruzamento para produ¢cdo de milho hibrido, onde o reconhecimento e a
exploragcdo do padrao heterético € fundamental para explorar a heterose. Reif et
al. (2003) e Oliveira et al. (2004) predizem que o cruzamento entre linhagens
geneticamente divergentes e pertencentes a grupos heteréticos diferentes produz
hibridos melhores do que quando o cruzamento € realizado entre linhagens

intimamente relacionadas. Desta forma, o sucesso dos programas de produgao de
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hibridos esta associado com o conhecimento destes grupos. Quando os grupos
heteréticos em uma colecdo de linhagens ndo estdo bem definidos ou
estabelecidos, grupos de linhagens geneticamente similares podem ser cruzadas
originando uma descendéncia uniforme e similar aos parentais, frustrando assim,
a expectativa de obtencio de hibridos melhores.

A identificacdo de linhagens geneticamente similares pode ser baseada
no uso de marcadores moleculares, estes podem ser usados para estimar a
distancia genética entre elas. Melchinger (1999) considera que neste caso, a
exploracdo maxima da heterose podera ocorrer através de producdes e
avaliagdes de cruzamentos dialélicos entre os gendtipos de cada grupo. Em
particular os polimorfismos baseados nos segmentos de DNA tém sido
considerados como ferramentas poderosas, usadas para avaliar a similaridade
genética entre os estoques de linhagens (Lee, 1995). Desta forma, para aumentar
a eficiéncia dos programas de melhoramento, a medida da distancia genética
entre as linhagens tem sido avaliada através de marcadores moleculares.

Varios marcadores moleculares, que podem ser empregados para
caracterizar linhagens em nivel de DNA, tém sido utilizados para predizer o vigor
do hibrido. Com um numero adequado de marcadores, € possivel organizar uma
clara estrutura de grupos heterdticos, e as linhagens de origem desconhecida
podem ser designadas para estabelecer novos grupos heteréticos (George et al.,
2004). Demeke et al. (1997) sugerem que o uso combinado de diferentes
marcadores tais como o polimorfismo de fragmentos de DNA cortados com
enzimas de restricdo (RFLP; Restriction Fragment Lenght Polymorphism), o
polimorfismo de segmentos de DNA amplificados por PCR (Polymerase Chain
Reaction; reagdes em cadeia usando polimerases) com primers aleatérios (RAPD;
Random Amplified Polymorphism DNA), o polimorfismo de fragmentos de DNA
cortados com enzimas de restrigdo e amplificados por PCR (AFLP; Amplified
Fragment Length Polymorphism), e a analise de polimorfismos em locus de DNA
formados por sequéncias simples repetidas (locus SSR; Simple Sequence
Repeated) também denominados de locus microssatélites, podem fornecer
informagdes mais seguras sobre a diversidade genética, do que quando um so6
tipo de marcador € utilizado. A expectativa € de que alguns erros ou problemas
apresentados por um marcador podem ser sobrepostos pelo uso de outros

marcadores. Os tipos diferentes de marcadores moleculares hoje disponiveis
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diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade em nivel de
DNA, e assim variam quanto ao potencial para detectar diferencas entre
individuos, quanto ao custo, facilidade de uso, consisténcia, e repetibilidade dos
resultados (Schulman, 2007). Assim a proposta do presente trabalho foi utilizar
dois tipos de marcadores moleculares, RAPD e analise de loci SSRs, para estimar
e caracterizar a divergéncia genética entre 10 linhagens de milho pipoca, e avaliar
de forma comparativa a consisténcia das informag¢des obtidas com o emprego

destes dois marcadores.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Milho pipoca

2.1.1. Historico

O milho pipoca € uma monocotiledénea, pertencente a Familia Gramineae
(Poaceae), tribo Maydeae, género Zea, espécie botanica Zea mays L. (2n=20)
(Zinsly e Machado 1987). Sua origem exata € desconhecida, confunde-se com a
origem dos demais tipos de milho. Acredita-se que muito antes da chegada do
explorador Cristovdao Colombo no continente Americano, os indios comiam pipoca.
Zinsly e Machado (1987) registraram em seu artigo que a pratica de aquecer e
estourar o milho era mais comum entre as tribos da América do Sul e Central, do
que entre as tribos da América do Norte.

Existem diversas hipoteses quanto a origem do milho. Beadle (1939)
admite ser o teosinte o progenitor do milho moderno. Para Mangelsdorf e Galinat
(1964), as hipoteses mais aceitaveis sdo: a) o progenitor do milho atual € um
ancestral silvestre do milho da América do Sul, ja extinto; b) o teosinte primitivo é
um hibrido descendente do cruzamento entre o género Trypsacum e o milho; e c)
a maior fonte de divergéncia entre as variedades modernas de milho é devida a
introgressdo de germoplasma de Trypsacum. Atualmente, segundo Bennetzen et
al. (2001), a teoria do teosinte como ancestral do milho moderno tem sido a mais
aceita.

A origem genética do milho pipoca também € objeto de hipdteses. Erwin
(1949) considera que este milho é originario de uma mutagcdo do milho de
endosperma duro (flint). Por outro lado, Ziegler e Ashman (1994) acham muito
improvavel tal origem, devido as evidéncias arqueoldgicas e ao carater poligénico
da “pipocabilidade” (potencial do grao para estourar quando aquecido).

De fato, o que se sabe é que o milho pipoca teve importante papel no
desenvolvimento pré-histérico do milho no continente. Os achados arqueologicos

de 2.500 a.C. encontrados no Novo México e sudoeste dos Estados Unidos da



América, relatados por Zinsly e Machado (1987), sdo daquele que seria o milho

mais primitivo, e este era do tipo pipoca.

2.1.2. Caracteristicas da planta e do grao

Em comparagdo ao milho comum, a planta de milho pipoca é mais
susceptivel as doengas e pragas, acamamento e quebramento do colmo,
podriddes de espigas e de graos, necessitando ainda de cuidados especiais na
colheita e secagem dos graos, para evitar danos no pericarpo € no endosperma
(Sawazaki, 2001).

A principal caracteristica que diferencia o milho pipoca dos demais milhos
€ o tipo de grao, que neste é duro e pequeno, com pericarpo mais espesso e que,
quando aquecido com cerca de 180°C, estoura transformando-se em pipoca. Esta
capacidade que o milho pipoca tem de “estourar” é explicada pela resisténcia do
pericarpo, associada a presenga no gréo, de 6leo e umidade (Zinsly e Machado,
1987); quando aquecido, o 6leo e a umidade exercem pressao sobre o pericarpo,
até que este se rompa, expondo assim o endosperma.

Existe uma grande variabilidade no formato, tamanho e cor dos graos de
milho pipoca, sendo os tipos de maior aceitagdo comercial, aqueles com os graos
redondos, tipo pérola e com endosperma amarelo a laranja (Zinsly e Machado,
1987). Em termos comerciais, o valor do grao de milho pipoca é dado de acordo
com sua capacidade de expansao (CE), que reflete sua qualidade, como maciez e
textura da pipoca. A capacidade de expansao é definida pela razdo entre o
volume dos graos antes de serem submetidos ao calor e o volume de pipoca,
apos o “pipocamento”, ou também, pela relacdo entre o volume de pipoca e o
peso dos graos (Alexander e Greech, 1977). O equipamento padrao de avaliagao
da capacidade de expansdo € o pipocador da Cretors, que utiliza como amostra
250 gramas de graos. Segundo Green e Harris (1960), os gendtipos com CE
menor que 25 mL.g™" sdo considerados pobres. Se a CE esta entre 25 e 30 mL.g™
ela é considerada como regular. Valores entre 30 e 35 mL.g™" sdo considerados
como bons, e populagbes de milho pipoca com CE acima de 35 mL.g™ séo
classificadas como excelentes.

Dentre os fatores que afetam o “pipocamento” encontram-se a

temperatura, teor de umidade (Alexander, 1988; Macedo, 2003), tamanho do grao
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(Sawazaki, 1996) além da presengca ou ndo de danos mecénicos e idade
fisiolégica dos graos (Jugenheimeier, 1976).

Existem poucos estudos detalhados acerca dos aspectos genéticos do
milho pipoca. Contudo, tem sido registrado que a CE é um carater poligénico de
heranca quantitativa que possui uma distribuicdo normal, mesmo em amostras
separadas de espigas de uma mesma variedade (Andrade, 1995; Lima et al.,
2000; Macedo, 2003). Segundo Borém (2001), a maioria das caracteristicas de
importancia agronémica sao controladas por um grande numero de genes, e estes
se encontram dispersos nos cromossomos da espécie. Cada um destes genes
contribui com pequeno efeito positivo ou negativo para a expressdo da
caracteristica. A expressdo destes genes ainda esta sujeita as variagbes de
ambiente. Em consequéncia, é dificil conhecer o efeito de cada alelo na
expressao do carater quantitativo, isto €, quanto cada alelo contribui para o
fendtipo (Ramalho et al., 2004).

Os resultados da genética quantitativa classica e analise estatistica
tradicional t€m mostrado que a caracteristica de “pipocamento”, muito importante
para os consumidores, € herdada quantitativamente, controlada por muitos genes
(Zeigler, 2001; Li, 2007), e além disso, € influenciada por efeitos ambientais (Li,
2007) e pelos métodos de “pipocamento” (Dofing et al.,1991; Li, 2007). O efeito
individual de cada loco quantitativo pode ser determinado através do uso de
marcadores moleculares, e para isso € necessario que se disponha de um mapa
molecular saturado, para assim determinar quanto de um carater quantitativo é

explicado por um ou mais marcadores (Ramalho et al., 2004).

2.2. Melhoramento genético do milho pipoca

Em relagcdo ao milho pipoca, existem algumas dificuldades adicionais no
trabalho de melhoramento quando comparado com o milho comum, pois, ao
agricultor interessa produtividade elevada e os demais atributos de boa populagao
de milho normal; ao consumidor, interessa alta capacidade de expansdo, que
confere a pipoca melhor textura e maciez (Scapim et al.,, 2002). Como a
produtividade de grdos esta inversamente correlacionada com a capacidade de
expansao (Sawazaki, 1995; Coimbra et al., 2001; Miranda, 2003), isto dificulta o

ganho de selegdo simultdneo quanto as duas caracteristicas no melhoramento
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populacional (Miranda, 2003). Ao melhorista cabe, entao, a tarefa de romper essa
correlagcdo negativa, oferecendo um produto intermediario que satisfaca tanto
produtores como consumidores (Zinsly e Machado, 1987).

O melhoramento genético do milho pipoca possui duas alternativas que
podem ser conduzidas de forma conjunta: a obtencédo de populagées melhoradas
e a obtengao de hibridos. No primeiro caso, a utilizacdo adequada de métodos de
selecdo possibilita o aumento gradativo da frequéncia dos alelos favoraveis na
populacdo melhorada, sendo esta superior a original. No segundo caso, a
estratégia de melhoramento visa a obtencdo de linhagens endogamicas que,
quando em combinagdes adequadas, produzirdo hibridos superiores em relagao
as populagdes de origem dessas linhagens (Paterniani e Miranda Filho,1978;
Vilarinho, 2003).

Por meio do melhoramento e do desenvolvimento de tecnologia de
producao especifica para o milho pipoca, Sawazaki (2001) relatou que se
conseguiu um aumento significativo na qualidade da pipoca nos Estados Unidos,
e este fato contribuiu para a ampla aceitagao dos hibridos americanos no mercado
nacional, tornando o Brasil um pais importador de grédos de milho pipoca. Uma
comparagao entre os cultivares brasileiros e norte-americanos de milho pipoca
tem mostrado que a qualidade da pipoca brasileira € muito inferior a da norte-
americana.

No primeiro Ensaio Nacional de Milho Pipoca, conduzido no ano agricola
1991/92, a capacidade de expansao (CE) média foi de 17,5 mLmL™ e a média do
melhor cultivar foi de 20,8 mLmL™ (Andrade, 1995). Na década de 40, a CE de
hibridos e variedades comerciais nos Estados Unidos variava de 23,2 a
32,7mLg™.

O melhoramento do milho pipoca no Brasil ainda tem sido considerado
muito incipiente, porque s&o poucas as variedades e hibridos nacionais
melhorados geneticamente, com alta produtividade e qualidade (Vilarinho et al.,
2003). Por outro lado, o mercado nacional vem passando por varias mudangas,
principalmente no que diz respeito ao sistema de parceria entre produtores e
empacotadoras e a importagdo de produto. Até o inicio do ano agricola
2003/2004, o consumo nacional de milho pipoca estava em torno de 80 mil
toneladas, sendo que 75% deste mercado correspondia ao milho pipoca

americano, importado principalmente da Argentina (Scapim et al., 2006). Na safra
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2004/2005, segundo informagdes das empacotadoras, houve uma inversao no
panorama nacional; com a entrada do hibrido simples modificado IAC-112 a
importagéo brasileira foi de 20 mil toneladas (Scapim et al., 2006).

Dados da CONAB (2004) registraram que, com o langamento de novas
cultivares e bons hibridos no mercado, as empresas empacotadoras vém
incentivando e financiando a producdo de milho pipoca por meio de sistema
integrado com produtores, aumentando gradativamente a qualidade do produto no
mercado interno. Em razao destes altos investimentos, o milho pipoca vem sendo
cultivado em diversas regides do pais (Sul, Centro-Oeste e Sul da Bahia)
invertendo o quadro de importagdes para este milho no Brasil.

Assim, a cultura do milho pipoca esta se expandindo no pais. Segundo
Rangel (2006), trabalhos vém sendo desenvolvidos em Sao Paulo (ESALQ), Rio
Grande do Sul (UFRGS), Minas Gerais (UFV), Rio de Janeiro (UENF) e Parana
(UEM, UEL), além de iniciativas privadas como o Instituto Agronémico de
Campinas e o Centro Nacional de Milho e Sorgo da EMBRAPA. Os trabalhos
baseiam-se no melhoramento intrapopulacional e no desenvolvimento de hibridos
de linhagens.

O acesso e 0 uso da diversidade genética tém sido apresentados como a
base para efetuar os cruzamentos nos programas de melhoramento genético. Em
milho um diverso conjunto de genes permite a manipulagdo de diferentes
gendtipos que tem conduzido a produgdo de hibridos melhorados tanto para
producao, resisténcia a doencgas e outras caracteristicas de interesse agronémico.
Muitos programas de melhoramento em milho sdo baseados no desenvolvimento
e selecdo de linhagens com o objetivo de produzir hibridos superiores. O
mecanismo de desenvolvimento e selegcado de linhagens para performance per se
é facil, mas consome tempo. Também nao é possivel predizer a performance do
hibrido a partir da performance parental, isto por causa do alto efeito de
dominancia para algumas caracteristicas de interesse, por exemplo, para a
produgao de graos (Shieh e Thseng, 2002).

Para aumentar a eficiéncia dos programas de cruzamentos, € importante
determinar a distadncia genética entre os parentais e isto pode ser feito através do
uso de marcadores moleculares. Este procedimento tem sido usado como uma
importante ferramenta para predizer o vigor do hibrido a partir de cruzamentos

simples (Shieh e Thseng, 2002). Em particular os polimorfismos baseados nos
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segmentos de DNA sao poderosas ferramentas usadas para avaliar a similaridade

genética entre os estoques de linhagens (Lee, 1995).

2.3. Heterose e diversidade genética

O fendmeno da heterose foi definido por SHULL em 1909 para designar o
vigor de hibrido manifestado em geragdes heterozigotas que sao provenientes de
cruzamento entre individuos endogamicos e geneticamente divergentes. De uma
maneira mais simples, a heterose seria a superioridade do hibrido em relagao a
meédia dos parentais.

Varias hipdteses tém sido propostas para explicar a agédo génica
responsavel pela manifestacdo da heterose. De acordo com Crow (1948), as duas
principais teorias séo: (1) dominancia, que explica a heterose pelo acumulo, no
hibrido, de genes dominantes oriundos de ambos os pais. Nessa teoria os alelos
recessivos que sao potencialmente deletérios ficariam ocultos nos heterozigotos
obtidos em F1 e os prejuizos decorrentes da homozigose para esses alelos
seriam evitados e, (2) sobredominancia, teoria que propde que o vigor
apresentado pelas plantas F1 seja devido a elevada heterozigosidade, que a
unido das duas formas alélicas do heterozigoto seja superior a acdo separada de
qualquer um dos alelos em homozigose; a variabilidade das formas protéicas em
plantas heterozigotas as tornaria mais eficientes frente a variagdo de condigdes
ambientais (Springer e Stupar 2007).

Segundo Maluf (2001), as duas teorias ndo sao exclusivas e admite-se
que os genes envolvidos tenham um grau médio de dominancia diferente de zero,
isto €, que a agao génica nao seja exclusivamente aditiva. De acordo com o
mesmo autor, as interagcdes inter-alélicas (epistasia) também podem explicar a
heterose em alguns cruzamentos.

Como o mecanismo genético da heterose ainda ndo esta bem entendido,
os estudos revelam que cruzamentos entre gendtipos geneticamente divergentes
proporcionam grande vigor em relagdo aqueles cruzamentos entre individuos
semelhantes geneticamente (Hallauer, 1999). Tal fato decorre porque a heterose
e a capacidade especifica de combinacdo entre dois parentais dependem da
existéncia de dominancia no controle do carater e da presencga de dissimilaridade

entre os genotipos (Falconer e Mackay, 1996).

9



De maneira geral a divergéncia genética pode ser conceituada como
quaisquer diferengas entre espécies ou individuos dentro da espécie. Portanto, o
conhecimento da divergéncia genética entre um grupo de parentais € importante
no melhoramento, sobretudo para identificar combinacdes hibridas de maior
heterozigose e de maior efeito heterético (Carvalho et al., 2003).

Um dos objetivos do programa de melhoramento genético de milho
pipoca, em longo prazo, é a exploragao da heterose ou vigor do hibrido (Simon et
al., 2004). Este método, utilizado nos Estados Unidos desde a década de 1930, foi
o responsavel pelo grande progresso obtido nessa cultura. Sua utilizagdo é
recente no Brasil, embora o primeiro programa de milho hibrido tenha sido iniciado
em 1932 no Instituto Agronémico (Krug et al., 1943).

A escolha e formacao de populagdes base sobre a qual a selegcao atuara
€ importante num programa de melhoramento cujo objetivo seja produgao de
hibridos. Desta forma a analise de diversidade genética visa a identificacao de
genitores para a formacédo de populagbes com variabilidade genética. Varios
métodos sdo empregados com o objetivo de pré-selecionar os parentais e
consequentemente predizer o desempenho de seus hibridos. A formacgao de
grupos heteréticos € um método tradicionalmente empregado. Segundo Lee
(1995), grupo heterdtico € uma colegédo de germoplasma que, quando cruzada
com germoplasmas externos, geralmente de outro grupo heterético, tendem a
exibir maior grau de heterose do que quando os cruzamentos sao realizados com
plantas do mesmo grupo.

Como a divergéncia genética pode estar associada a heterose, as
analises de divergéncia genética podem ser uteis para a predigdo preliminar de
cruzamentos que otimizem a heterose (Miranda, 2003). A forma mais
recentemente utilizada e mais eficiente para predizer o desempenho de seus
hibridos & a formagao de grupos heterdticos, e estes grupos s&o formados com o
auxilio de marcadores moleculares; estes marcadores moleculares sao
fragmentos cromossdmicos que podem ser utilizados para detectar diferengas
entre dois ou mais individuos (Borém, 2001). Desta forma, o reconhecimento de
um genotipo, ou o calculo da similaridade genética entre os individuos, pode ser
realizado de diferentes maneiras, podendo ser baseado em analises de
genealogia, analise de caracteres morfolégicos, e nas ultimas décadas pode ser

baseado em marcadores moleculares em nivel de DNA (Kumar, 1999).
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2.4. Marcadores moleculares

A diversidade genética em plantas tem sido eficientemente determinada
apoés a introducdo de métodos que avaliam o polimorfismo diretamente em nivel
bioquimico, com a analise de proteinas e enzimas, e em nivel de acidos nucléicos,
particularmente de DNA. Isto porque as estimativas da diversidade genética sao a
base para os programas de cruzamentos que visam o melhoramento genético. Em
milho, um grande e diverso conjunto de genes permite a manipulagdo dos
diferentes gendtipos, e isto tem garantido um melhoramento para a performance
de hibridos, tanto em termos de produgao, resisténcia a doengas, e também para
outras caracteristicas de interesse agronémico. Os marcadores isoenzimaticos
(Prince et al., 1986; Lankey et al., 1997) e os marcadores de RFLP (Lee et al.,
1989; Bernardo, 1994) foram os primeiros marcadores moleculares usados nos
programas de melhoramento de milho. Mais recentemente, marcadores baseados
em Polymerase Chain Reaction (PCR) tais como Random Amplified Polymorphic
DNA ou RAPD (Williams et al., 1990) tém sido utilizados para analisar a disténcia
genética para varias espécies de plantas (Gunter et al., 1996; Lashermes et al.,
1996; Samec e Nacinec 1996; Irvin et al., 1998; Colombo et al., 2000).

Os marcadores moleculares representam ferramentas poderosas, com
diversas aplicagoes, entre elas, estudos de evolugdo, domesticacdo de espécies,
ecologia, filogenia, mapeamento genético e clonagem de genes; o uso de
marcadores possibilita um amplo acesso ao genoma do organismo estudado, de
maneira rapida e eficiente (Kumar, 1999)..

O poder de discriminagao dos fragmentos de DNA cortados com enzimas
de restricaio no método denominado RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) tem sido extensivamente estudado em milho, e tem sido
estabelecido o seu uso em relagdo a produgdo e heterose (Melchinger, 1993).
Entretanto uma série de inconvenientes associados com este marcador estimulou
o desenvolvimento de sistemas de marcadores alternativos. Os inconvenientes
impostos pelo método RFLP sdo a grande quantidade de DNA requerida, o alto
custo e a impossibilidade de automatizacdo da técnica. Este marcador requer
laboratérios bem montados com equipamentos especializados (Pejic et al.,1998).

Os varios marcadores baseados em reagdes em cadeia de amplificacdoes

de segmentos de DNA usando enzimas polimerases, denominada de PCR
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(Polymerase Chain Reaction tem sido introduzidos com sucesso para realizar um
fingerprinting do genoma de plantas (Welsh e McClelland, 1990; Kesseli et al.,
1994; Romero-Severson et al., 2001), e para estudar a diversidade genética
(Moeller e Schaal, 1999; Carvalho et al., 2004; Menkir et al., 2004), Entre eles, o
polimorfismo de sequéncias de DNA amplificadas com primers aleatdrios,
denominados marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), tem sido
descrito como uma metodologia sensivel e eficiente para detectar variagao
genética (Welsh e McClelland, 1990; Williams et al., 1990); estes marcadores sao
de facil utilizacdo e os resultados obtidos sdo faceis de serem analisados.. Os
marcadores de RAPD tem sido destacados pelo potencial destes para avaliar
regides de DNA que aparentemente evoluem mais rapidamente do que alguns
marcadores bioquimicos tais como as isozimas (Brauner et al., 1992; Baruffi et al.,
1995). Além disso, um grande conjunto de informagdes pode ser obtido de forma
rapida e sem grandes custos. Por outro lado, o RAPD tem sido severamente
criticado, pois a origem do polimorfismo n&do é compreendida, a homologia de
bandas em reconstrugdes filogenéticas ndo pode ser suposta (Rieseberg 1996), e
em muitos casos o0 padrao de bandas nao é confiavel e nem reproduzivel (Jones
et al., 1997; Perez et al., 1998). Apesar destas criticas, muitos pesquisadores tem
demonstrado que este marcador pode gerar informagdes consistentes quando
comparados com resultados obtidos com outras técnicas, particularmente em
analises dentro da espécie (Lerceteau et al., 1997; Clerc et al., 1998). Segundo
alguns autores (Munthall et al., 1992), o uso do mesmo conjunto de condigoes,
otimizacdo especifica para uma cultivar ou espécie poderia produzir homologia
para o padrdo de amplificacdo. Penner et al. (1993) descreveram que a
reprodutibilidade de resultados obtidos com RAPD pode ser obtida entre
laboratérios. Estes autores descrevem que esta reprodutibilidade ocorre em
funcdo do emprego do mesmo conjunto de condigbes e parametros, otimizados
especificamente para uma cultivar ou espécie, desta maneira 0 mesmo padrao de
amplificacdo é produzido. Desta forma, superar as limitagcdes de RAPD, e tornar
este um marcador que produz resultados mais confiaveis, envolve a padronizagao
dos parametros de reacao, desenvolvimento de primers para o marcador SCAR,
selecionar os primers mais adequados e utilizar varios primers contando para a
analise somente os fragmentos reproduziveis (Demeke et al., 1997). Kjolner et al.

(2004) concluiram que apesar da analise com AFLP ser superior ao RAPD quanto
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a eficiéncia, este ultimo pode ser utilizado como um marcador confiavel em
pequenos laboratérios que possuem pouca estrutura tecnoldgica.

O fato dos genomas de eucariontes serem intercalados com sequéncias
simples repetidas de DNA estimulou o desenvolvimento de outro método para a
analise molecular do genoma destes organismos. Estas sequéncias foram
denominadas de microssatélites ou locus SSR (Simple Sequence Repeats)
(Tautz, 1989). O polimorfismo em locus SSR tem sido amplamente utilizado como
marcadores genéticos em mamiferos (Tautz, 1989); estas sequéncias ocorrem
também freqlentemente em genomas de plantas, apresentando uma grande
variagcao para diferentes individuos e acessos (Akkaya et al. 1992; Senior e Heun
1993; Wu e Tanksley 1993; Menkir et al., 2004). Os loci de SSRs sdo marcadores
co-dominantes e mais informativos do que os marcadores RAPD e RFLP (Russell
et al.,, 1997). O desenvolvimento de técnicas especificas € que séao passiveis de
automatizagao, tal como a PCR, tornou este marcador mais efetivo e mais rapido
do que RFLP (Mitchell et al., 1997).

Outro tipo de marcador baseado em reagcdes em cadeia de amplificacoes
de segmentos de DNA usando enzimas polimerases (PCR) foi denominado de
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism); este € um marcador multi-loci e
foi desenvolvido por Vos et al. (1995). Os marcadores AFLP s&o fragmentos
genbmicos produzidos por enzimas de restricdo e detectados apds uma
amplificacdo seletiva que produz um bom numero de marcas (fragmentos
amplificados). Este marcador € interessante, pois pode ser utilizado para realizar
um fingerprinting em genomas de diferentes complexidades, incluindo o genoma
de milho (Vos et al.,, 1995). O AFLP tem sido empregado para identificar
sequéncias de DNA ligada a loci de resisténcia a doencgas (Becker et al., 1995;
Cervera et al., 1996), para fingerprinting de DNA (Vos et al., 1995; Sharma et al.,
1996; Laborda et al., 2005; Oliveira et al., 2004) e para estimar a relagcéo entre
polimorfismo molecular e a performance de hibridos de milho (Ajmone-Marsan et
al., 1998).

Demeke et al. (1997) sugerem que o uso combinado de diferentes
marcadores tais como: RFLP, RAPD, AFLP e microssatélites podem fornecer
melhores informagdes do que quando um so tipo de marcador € utilizado, uma vez
que alguns dos problemas apresentados por um marcador podem ser superados

pelo uso de outros marcadores.
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2.4.1. Marcadores RAPD

A técnica RAPD foi descrita, independentemente por dois grupos de
pesquisadores, Williams et al. (1990) e Welsh e McClelland (1990), que a
denominaram, respectivamente, de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
e Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR). Constituindo-se
basicamente, em uma variacdo do protocolo da PCR, RAPD tem sido a
denominacdo mais utilizada e envolve a amplificacdo simultdnea de varias
sequéncias aleatdrias do genoma, utilizando um unico primer (oligonucleotideo)
de sequéncia arbitraria para realizar esta amplificacdo (Welsh e McClelland, 1990;
Williams et al. 1990). Desta forma, sdo amplificadas sequéncias de DNA
distribuidas ao acaso no genoma, sem a necessidade do conhecimento prévio da
sequéncia do DNA (Caixeta et al., 2006).

A partir do desenvolvimento da técnica RAPD na década de 90, esta vem
sendo amplamente utilizada para estudar genética de populagbes, pois 0s
produtos de DNA amplificados cobrem tanto regides codificadoras como né&o
codificadoras do genoma. Kazan et al. (1993); Liu et al. (1994); Rus-Kortekaas et
al. (1994); Thormann et al. (1994); Albo-Elmafa e Shimada, (1995); Brummer et al.
(1995) e Sun et al. (1997) usaram RAPD, tanto para examinar variagdes
intraespecificas como interespecificas para varias espécies de plantas. Stojsin et
al. (1996) também usaram RAPD com o objetivo de fazer a caracterizagdo de
milhos hibridos. Este marcador tem sido particularmente bastante utilizado, pois
gera um grande conjunto de dados de forma rapida e com menor trabalho do que
o envolvido para outros marcadores. Outra vantagem para o uso de RAPD é que
nenhuma informagado prévia do genoma € necessaria (Fischer et al., 2000;
Klinbunga et al., 2000).

A deteccdo dos produtos de amplificagdo na técnica RAPD ¢ feita,
geralmente, em géis de agarose, separados por eletroforese, e corados com
brometo de etidio, e visualizado sob luz ultravioleta (Ferreira e Grattapaglia, 1998;
Milach, 1998; Caixeta et al., 2006). Uma vez amplificado, o DNA pode ser usado
em uma variedade de procedimentos analiticos. A técnica RAPD é simples, e
apresenta uma série de vantagens em relagdo as demais, tais como rapidez
operacional, por ndo requerer isolamento de uma sonda especifica e nenhuma

informacéao prévia sobre seqiiéncias de nucleotideos, além de custo relativamente
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baixo e de permitir um numero ilimitado de marcadores, devido a ocorréncia de
um numero maior de anelamentos (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Milach, 1998;
Binneck, et al., 2002). O primeiro passo para a utilizagao desta técnica é a selegéo
dos primers a serem utilizados, que deve basear-se na seguinte ordem: revelar
diferencas, produzir bandas bem definidas e favorecer um padrao reproduzivel
(Loxdale et al., 1996; Demeke et al., 1997).

Verifica-se o polimorfismo para as sequéncias de DNA amplificadas na
técnica RAPD, quando ndo ocorre pareamento do primer com uma regiao
homdloga do genoma, ou quando este pareamento € dificultado; em
consequéncia disso ndao ha amplificagdo desta regidao e, o resultado € a nao
formacdo de bandas; ou também, quando ocorre alteragdo do comprimento da
regido a ser amplificada (por duplicagéo, inser¢cao ou eliminagado de nucleotideos),
resultando no aparecimento de bandas com numero de pares de bases diferentes
(Milach, 1998). Nesse contexto, o polimorfismo € evidenciado em razado da
presenca ou auséncia de bandas apdés a amplificacdo e separagdo por
eletroforese em gel.

Uma caracteristica fundamental dos marcadores RAPD ¢é o fato deles se
comportarem como marcadores genéticos dominantes, portanto, o polimorfismo
genético detectado pelos marcadores RAPD tem natureza binaria, isto €&, o
segmento amplificado (banda no gel) esta presente ou ausente. Enquanto o
gendtipo homozigoto recessivo (aa) € identificado pela auséncia da banda no gel,
0os genodtipos homozigoto dominante (AA) e heterozigoto (Aa) sao colocados
juntos na mesma classe fenotipica, isto €, como a presenga da banda no gel
(Williams, et al., 1990; Carlson et al., 1991; Ferreira e Grattapaglia, 1996; Milach,
1998).

Segundo Salem et al. (2007), os marcadores RAPD podem ser utilizados
com diferentes finalidades para estudo de genética de plantas: a) diversidade
genética, variagbes e relagdes genéticas; b) deteccdo, localizagdo e/ou
identificacdo de marcadores moleculares ligados a uma caracteristica especifica;
c) deteccgao de hibridos; d) mapas genéticos, e e) analise de variagao somaclonal.
Estes autores descreveram o emprego deste marcador com diferentes finalidades
para espécies economicamente importantes como: arroz, milho, trigo, sorgo,

cevada, centeio e aveia.

15



2.4.2. Marcadores SSR (Seguéncias Simples Repetidas) ou microssatélites

O genoma de eucariotos apresenta varias classes de sequéncias de
bases repetidas, e uma destas consiste de segmentos curtos que foram
denominados como motivos. Estes motivos séo repeticdes em tandem (repeticoes
sequenciais) de uma, duas, trés, ou até seis pares de bases nucleotidicas (pb);
dentre os diversos motivos, as repeti¢gdes de dinucleotideos (dois pares de bases)
sao as mais abundantes. Essas sequéncias repetidas podem diferir no numero de
repeticbes entre os diferentes individuos (Schlétterer, 2000), e podem estar
distribuidas aleatoriamente através do genoma (Jacob et al., 1991). Com o
advento da técnica da PCR, as propriedades de DNA microssatélites foram
convertidas em um marcador genético altamente versatil. Estes marcadores foram
denominados microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) (Litt e Luty,
1989; Weber e May, 1989).

Segundo Shagai-Marroof et al. (1994) os microssatélites sdo marcadores
moleculares muito usuais, pois eles sdo: 1) abundantes; 2) uniformemente
distribuidos; 3) altamente polimdrficos; 4) co-dominantes; 5) proporciona rapida
obtencao de resultados por PCR; 6) sao relativamente simples para interpretar, e
7) € um marcador facilmente acessado por outros laboratorios, pois as sequéncias
de primers estdo disponiveis na literatura especializada. Gupta et al. (1996)
descreveram que o marcador microssatélite € uma técnica baseada na
amplificacdo das sequéncias repetidas. As sequéncias de DNA que flanqueiam a
regidao variavel dos loci SSRs sdo conservadas e sao utilizadas para sintetizar
pares de primers (Schidtterer, 2000). Esse par de primers é utilizado para a
amplificacdo dos loci SSR. O polimorfismo € detectado quando existe diferenca no
produto amplificado. Esta diferenca é resultante de produtos de amplificacdo
(sequéncias de bases) com variagdo no comprimento (Weber e May, 1989; Litt e
Luty, 1989). Apds a amplificagdo através da PCR, os produtos da amplificagao de
loci SSR podem ser separados através de eletroforese em géis de agarose de alta
resolucdo. Para a deteccado de pequenas diferencas nos produtos de amplificagéo
utiliza-se preferencialmente gel de poliacrilamida corado com prata. Os resultados
também podem ser analisados por autoradiografias quando os produtos dos loci
SSR sdo marcados com is6topos radioativos. A amplificagcdo de diferentes loci

SSR pode ser realizada através de PCR multiplex. Este tipo de avaliacdo é
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possivel gracas ao uso de corantes fluorescentes especificos para cada par de
primer usado na amplificagao dos diferentes loci SSRs (Gupta et al., 1996). Cada
fragmento produzido através da amplificagdo, separado através de eletroforese
em gel de poliacrilamida (Kun-Sheng e Tanksley, 1993), ou em gel de agarose de
alta resolucéo (Becker e Heun, 1995), representa um alelo do locus (Gupta et al.,
1996).

A hipervariabilidade de microssatélites ndo é totalmente entendida,
podendo ser decorrente de crossing-over desigual, ou devido a deslizamento de
sequéncias durante a replicacdo do DNA. Durante a replicacdo do DNA, a
sequéncia de nucleotidios nova pareia-se com a sequéncia de nucleotidios molde.
Se o pareamento for feito com uma repeticdo errada na sequéncia original, a DNA
polimerase pode adicionar ou deletar uma ou mais copias da repeticdo na nova
sequéncia de DNA, em um processo conhecido como slippage (Tautz et al.,
1986). Estes eventos podem resultar em variagdo do numero de copias da
unidade basica de repeticdo (Schldtterer e Tautz, 1992). Evolutivamente o DNA
microssatélite € muito importante como marcador em razdo de sua taxa de
mutacdo que tem sido considerada como altissima. A suposicdo de alguns
autores € a seguinte: € 10.000 vezes mais provavel um microssatélite ganhar ou
perder uma repeticdo de uma geragado para a proxima, do que O gene para
hemoglobina sofrer mutacdo em uma unica base, promovendo a desordem
denominada anemia falciforme, por exemplo. Além disso, um microssatélite pode
retornar ao seu estado de comprimento original dentro de poucas geragdes
(Moxon e Wills, 1999).

O extensivo uso de microssatélites para estudos de variagdo genética
ocorre em funcido da sua abundancia, hipervariabilidade no comprimento de seus
alelos, distribuicdo casual nos diversos genomas e a pequena quantidade de DNA
que € usada para a amplificagdo e subsequente analise (Kun-Sheng e Tanksley,
1993). Os microssatélites ocorrem frequentemente e casualmente (ou
aleatoriamente) em todo o DNA de eucarionte examinado (Beckmann e Soller,
1990), representando uma vasta fonte de marcadores altamente informativos
(Zhao e Kochert, 1992; 1993). Trata-se de um marcador co-dominante
apresentando segregagao mendeliana simples e gracas a sua hipervariabilidade,

ele € um importante marcador para 0 mapeamento genético de espécies com
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pouco polimorfismo intraespecifico, como € o caso da maioria das espécies
autégamas (Roder et al., 1995).

A maior limitagdo do método de analise dos loci SSR é a obtencdo dos
primers especificos que flanqueiam as repeti¢cdes. Para a obtengéo destes primers
ha a necessidade da construgao de bibliotecas genémicas e do sequenciamento
de DNA em larga escala, um investimento inicial que é alto e requer infra-estrutura
especializada de laboratoério (Chin et al., 1996). No entanto, uma vez obtidos os
primers informativos para uma espécie, os custos e a demanda de mao-de-obra
sao reduzidos drasticamente, e os ensaios laboratoriais sdo rapidos, aumentando
a acessibilidade da técnica. Os marcadores microssatélites sdo apresentados,

portanto, como ferramenta eficiente na identificagao e diferenciacédo de individuos.

2.4.3. Associacéao entre diferentes marcadores moleculares

Desde que Demeke et al. (1997) sugeriram que o uso combinado de
diferentes marcadores moleculares tais como: RFLP, RAPD, AFLP e
microssatélites podem fornecer melhores informacdes do que quando um so tipo
de marcador é utilizado, na literatura especializada sao encontrados cerca de
duas dezenas de trabalhos que exploram a combinagao e/ou comparacao destes
marcadores. Hahn et al. (1995); Smith et al. (1997); Ajmone Marsan et al. (1998);
Pejic et al. (1998) compararam os diferentes marcadores para estudar a
diversidade genética em milho, e relatam que esta comparagao permite avaliar a
eficiéncia relativa das diferentes técnicas disponiveis.

Sun et al. (2001) compararam o polimorfismo obtido para 28 hibridos de
milho Canadense; a comparacgao foi realizada utilizando os marcadores RAPD e
microssatélites. Com esta comparagao estes autores obtiveram diferencas entre
os dois marcadores; o maior nivel de diversidade foi obtido para microssatélites
em relagcdo ao RAPD, e estes autores atribuiram as diferengas obtidas, em fungao
das diferengas genéticas entre os hibridos avaliados e escolhidos e/ou em fungao
das regides do genoma do milho que foram acessadas por estes dois marcadores.
RAPD sdo marcadores dominantes e microssatélites marcadores co-dominantes.
Sun et al. (2001) registraram que os dados obtidos com microssatélites vém
aumentando consideravelmente a cada dia, e estes indicaram também que o nivel

de polimorfismo obtido com este marcador € maior do que o obtido com RFLP.
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Messmer et al. (1991), Liu e Furnier (1993), e Sun et al. (1999) discutiram
outros fatores que afetam a correlagcdo entre marcadores moleculares, e
sugeriram que estas diferengas podem estar associadas com a natureza do
polimorfismo genético detectado pelos diferentes tipos de marcadores, e com a
diferenca no numero de sondas ou primers utilizados. Rus-Kortekaas et al. (1994),
Russell et al. (1997), e Sun et al. (1999) relataram que o nivel de polimorfismo
aumenta de acordo com a sequéncia de marcadores apresentada:
isozimas<RAPD<microssatélites.

Os materiais biolégicos também diferem entre si; segundo Garcia et al.
(2004) as populagdes de milho tropical e temperado diferem geneticamente umas
das outras, pois populag¢des tropicais geralmente foram originadas de compostos
com mais alta variabilidade genética. Estes autores relataram que para formar
grupos heteréticos bem definidos € importante o uso de marcadores moleculares.
A diversidade e a distancia genética entre as linhagens de milho tropical foram
avaliadas, e os referidos autores descreveram que o0s marcadores que
apresentaram maior numero de fragmentos polimoérficos foram AFLP e RFLP. A
correlagcdo genética calculada para as avaliagdes realizadas com estes dois
marcadores foi alta. Os autores justificam esta alta correlagcédo pelo fato dos dois
marcadores apresentarem principios técnicos similares, ambos avaliam sitios de
restricdo do genoma.

Garcia et al. (2004) indicaram também em seus estudos que todos os
marcadores utilizados, menos o RAPD, foram consistentes para estudar a
diversidade em populacbes de milho tropical e produziram estimativas das
distancias genéticas com boa correlagdo. Estes autores indicam que RFLP parece
ser o marcador mais ‘robusto” (eficiente) em termos de quantidade de
polimorfismo avaliado, apesar de na pratica ele ser uma técnica muito trabalhosa.
Também foi descrito neste trabalho que os marcadores SSRs foram promissores
em termos de polimorfismo e conteudo de informacgdes revelada, mas que este
marcador pode apresentar alguns custos iniciais adicionais associado com o
desenvolvimento de primers. Estes autores sugerem que AFLP é a melhor
escolha para avaliar a diversidade, e estimar a relacdo genética entre linhagens
de milho tropical com alta fidelidade. Segundo estes autores o sistema AFLP
apresenta bom nivel de precisdo para estimativas de distancia genética e predigao

de cruzamentos. Os resultados obtidos com AFLP foram altamente
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correlacionados com os resultados obtidos com RFLP, sendo que o primeiro € um
sistema mais rapido e que nao requer prévio conhecimento de sequéncias de
DNA. Russell et al. (1997); Pejic et al. (1998) e Garcia et al. (2004) descreveram
que AFLP pode ser aplicado para qualquer espécie de planta, sem que haja
prévio conhecimento da sequéncia de DNA, e tem sido assumido que este
marcador é eficiente, produzindo um grande niumero de bandas em cada ensaio.

Em funcdo das caracteristicas dos marcadores AFLP e SSR, muitos
estudos foram realizados com estes marcadores para estimar a diversidade
genética em varias espécies tais como: cana-de-agucar (Lima et al., 2002), trigo
(Plaschke et al., 1995; Manifesto et al., 2001), algodao (Liu et al., 2000; Abdalla et
al., 2001); soja (Priolli et al., 2002) e sorgo (Smith et al., 2000; Ghebru et al.,
2002). Segundo Laborda et al. (2005), AFLP e SSR sado técnicas muito
reproduziveis, e os resultados obtidos por estes dois marcadores sdo na maioria
das vezes correlacionados, mesmo que estes marcadores apresentem diferentes
aspectos genéticos que afetam sua utilidade para analise. Em um sé gel de AFLP
estes autores detectaram 98 bandas com uma taxa de 89% de polimorfismo. Em
contraste com a eficiéncia dos ensaios empregando AFLP, os ensaios com SSR
detectam um s6 locus por vez no gel, entretanto possui o potencial para detectar
multiplos alelos em um sé locus. Segundo Laborda et al. (2005) esta caracteristica
torna SSR mais apropriado para muitos estudos de diversidade.

Laborda et al. (2005) testaram 109 loci de microssatélites e destes
somente 37 foram aproveitados, caracterizando um baixo aproveitamento. Estes
autores justificam este baixo aproveitamento em fungdo dos primers terem sido
desenvolvidos para linhagens de milho temperado e terem sido usados para
estudar linhagens tropicais. Ainda foi descrito por estes autores que para
microssatélites existe uma pequena diferenga entre os alelos, muitas vezes
necessitando separa-los em géis de poliacrilamida ao invés de em géis de
agarose.

Henderson e Petes (1992) discutiram que o valor de PIC para
microssatélite muitas vezes pode ser baixo. Segundo estes autores o valor de PIC
revela ndo somente a presenca dos muitos alelos, mas também as suas
frequéncias. Valor baixo para PIC pode retratar a presenca de alelos raros, isto &
aqueles que estdo em baixa frequéncia. Segundo Sénior et al. (1998) a presenca

de alelos raros para microssatélites pode ser explicada em funcao da alta taxa de
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mutacao descrita para este marcador, ou mesmo pela introducéo de germoplasma
exotico.

Considerando as diferengcas descritas para os diferentes tipos de
marcadores Manifesto et al. (2001) descreveram que quando os resultados
obtidos com SSR e AFLP para trigo foram comparados, uma baixa correlagao (r=
0,27) foi encontrada. Ja os estudos realizados por Pejic et al. (1998) e Barbosa et
al. (2003) apontaram para uma correlagdo alta para os resultados obtidos por
estes dois marcadores. Provavelmente as discordancias nos resultados obtidos
para as analises de linhagens, realizadas por um tipo ou outro de marcador, € um
reflexo do nivel de diversidade para o material analisado, e também pelos
diferentes niveis de variacdo estimados por cada tipo de marcador. De acordo
com Li et al. (2001), a inconsisténcia entre diferentes marcadores especialmente
para linhagens, é resultante do fato que marcadores avaliam diferentes fontes de
variacbes do DNA, e que estas podem evoluir por diferentes vias. As mutacdes
avaliadas por AFLP sao menos frequentes que as avaliadas por SSR, portanto os
resultados obtidos pelo primeiro marcador revelam mais alto valor de similaridade,
podendo resultar em grupos mais consistentes. SSR maximiza as diferengas entre
linhagens, pois eles podem avaliar a diversidade de outra forma que AFLP, ele
mede as diferengas em micro-nivel.

Laborda et al. (2005) descreveram que SSR é o marcador mais usual
para a analise da variabilidade genética, pois com ele é possivel detectar
pequenas diferencas. Devido aos eventos de slippage e crossing-over desigual,
que levam a formagédo de multiplos alelos, cada linhagem pode ser agrupada em
diferentes categorias. Este alto nivel de polimorfismo obtido por este marcador,
torna-o inapropriado para estabelecer a relagdo de pedigree entre cultivares. Mas
ele é apropriado para estudar a real variabilidade genética entre gendtipos e
distingui-los com o propdsito de cruzamentos.

Segundo Laborda et al. (2005), os marcadores como AFLP que obtém
menor polimorfismo, sdo mais apropriados para analises de pedigree. Estes
autores relatam que todos os tipos de marcadores sdo capazes de revelar a
diversidade genética, mas em funcgdo das diferentes formas que estes marcadores
estimam esta diversidade, alguns marcadores podem subestimar a divergéncia

genética exibida pelos gendtipos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético e experimentos de campo

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas 10 linhagens
endogamicas S; de milho pipoca. Estas linhagens foram utilizadas para estudar a
diversidade genética e comparar a eficiéncia dos marcadores RAPD e
microssatélite. As linhagens Yellow Pearl popcorns | e |l sdo derivadas de um
composto americano. As linhagens Zélia | e Il foram obtidas a partir do hibrido
triplo da Pioneer. A linhagem Curagua é originaria de populagdo Curagua do
Chile. As linhagens IAC112 | e |l foram obtidas a partir do hibrido triplo modificado
IAC 112. As linhagens Avati Pichinga | e Il sdo linhagens obtidas da populagao
Pichinga do Paraguai. A linhagem Pisankalla foi originada de uma populacéo
Colombiana (Quadro 01). Estas linhagens foram desenvolvidas na fazenda-escola
da Universidade Estadual de Maringa, sob responsabilidade do Professor Dr.
Carlos Alberto Scapim. Todas estas linhagens pertencem ao Programa de
Melhoramento de Milho Pipoca do Departamento de Agronomia da Universidade

Estadual de Maringa.

Quadro 01. Linhagens de milho pipoca avaliadas com RAPD e SSR e suas
respectivas origens

Linhagens Origem das Linhagens
P1-1 | Yellow Pear Popcorn|  |Derivada de um composto Americano
P1-2 | Zélial Derivada do hibrido triplo da Pioneer
P1-3 | Curagua Derivada da populagédo Curagua do Chile
P1-4 | Zéliall Derivada do hibrido triplo da Pioneer
P1-5 | Yellow Pear Popcorn Il |Derivado de um composto Americano
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Quadro 01, Cont.

Linhagens Origem das Linhagens
P91 | IAC 1121 Derivada do hibrido triplo modificado IAC 112
p9-2 | IAC 11211 Derivada do hibrido triplo modificado IAC 112
P9-3 | Avati Pichinga | Derivada da populagao Pichinga do Paraguai
P9-4 | Pisankalla Derivada de uma populacdo Colombiana
P9-5 | Avati Pichinga Il Derivada da populagéo Pichinga do Paraguai

Aproximadamente 15 sementes de cada linhagem foram germinadas em
pequenos balaios plasticos contendo solo, no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Eletroforese de Vegetais (UEM, Maringa-PR), para produzirem as folhas que

foram utilizadas como amostras para a extragdo de DNA.

3.2. Extracao do DNA

Para a extracdo de DNA das amostras de folhas das plantulas de milho
pipoca foi utilizada a metodologia descrita por Hoisington et al. (1994) com
pequenas modificagdes. Cerca de 300 mg de folhas jovens coletadas apés 10 a
15 dias do plantio, de 10 plantas de cada linhagem de milho pipoca, totalizando
100 amostras, foram pulverizadas separadamente com nitrogénio liquido. O tecido
vegetal foi colocado em microtubos para centrifuga (com capacidade para 2 mL) e
sobre ele foi adicionado 800 pL de tampao de extracdo contendo CTAB (Tris-HCI
1M pH 7,5; NaCl 5M pH 8,0; CTAB 1% e 140mM de B-mercaptoetanol)
previamente preparado. Os microtubos foram bem agitados por inversdo e
incubados em banho-maria a 65°C durante 1 hora, agitando suavemente a cada 5
minutos. Apds o banho-maria, esperou-se aproximadamente 5 minutos para que
as amostras alcangcassem a temperatura ambiente e foi adicionado 800 yL de
cloroférmio:alcool isoamilico, preparado na proporcdo 24:1. O conteudo dos

microtubos foi misturado com suaves inversdes durante 5 minutos.
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Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos com
12.000 r.p.m em temperatura ambiente. A fase aquosa (fase superior) foi
transferida com o auxilio de uma micropipeta para microtubos de 1,5 mL e
novamente foi adicionado 800 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) agitando
suavemente durante 5 minutos. As amostras foram centrifugadas com 12.000
r.p.m em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram transferidos para
microtubos de 1,5 mL e a estes foram adicionados 300 pL de isopropanol gelado
para precipitar o DNA. O conteudo dos microtubos foi misturado por inversao
durante 1 minuto e as amostras foram mantidas overnight em -20°C para que o
precipitado tornasse evidente.

A préxima etapa foi uma centrifugagdo com 12.000 r.p.m por 5 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 800 uL
de etanol 70% gelado a cada microtubo, que foi agitado levemente por inversao
durante 2 minutos e novamente centrifugado com 12.000 r.p.m em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi deixado secar; depois de
seco, foram adicionados 400 uL de TE (Tris-HCI 1M e ETDA 0,5 M pH 8,0) e
mantido overnight a 4°C.

Apods o periodo overnight, foi adicionado 4 L de RNAse na concentracao
de 10 ng/pL a cada microtubo e estes foram deixados em temperatura ambiente
por 2 horas. Em seguida, foi adicionado 200 uL de fenol mais 200 uL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), procedendo suave agitagcdo durante 5
minutos. As amostras foram centrifugadas com 13.000 r.p.m. por 5 minutos na
temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um microtubo novo, e
adicionando 400 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) procedendo a agitagao
durante 5 minutos, e as amostras foram centrifugadas com 13.000 r.p.m. por 5
minutos na temperatura ambiente, e para precipitar o DNA a fase aquosa foi
transferida para microtubo novo. Para precipitar o DNA foram adicionados 250 yL
de isopropanol gelado e 25 pyL de NaCl 5 M; a solugao foi misturada por inversdes
suaves por 1 minuto, e cada amostra foi mantida over-night a -20°C.

Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas com 12.000 r.p.m por
5 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 1mL de etanol 70% gelado, e agitado por inverséo

durante 2 minutos. As amostras foram centrifugadas com 12.000 r.p.m por 5
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minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi

seco e ressuspendido em 100 pyL de TE. As amostras foram estocadas em 4°C.

3.3. Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi feita por anadlise em gel de agarose
0,8% com tampé&o TAE 1X (Tris, Acetato de Sddio, EDTA, pH 8,0 - Hoisington et
al., 1994) usando solugdes de DNA padréao (Fago A) de concentragbes gradativas
e conhecidas (50, 100, 150 ng). O gel foi corado em solugédo de brometo de etidio
contendo 0,5 ug/mL e a imagem foi capturada com Ultraviolet Transilluminador
High Performance - Edas 290 utilizando o programa Kodak 1D 3.5. Com base na
quantificacdo do DNA das amostras, foram selecionadas de 5 a 7 plantas de cada

uma das 10 linhagens para analise através de RAPD e microssatélites.

3.4. Amplificagdo do DNA com primers para RAPD

3.4.1. Padronizacédo das reacfes de amplificacdo com primers de RAPD

Para a obtencao de fragmentos de DNA amplificados utilizando os primers
de RAPD, foram selecionados aleatoriamente dois individuos das linhagens P1 e
P9 (totalizando seis amostras) para padronizar as concentragées de DNA a serem
utiizadas na amplificacdo das reagcbes de RAPD; foram testadas as
concentragbes de: 10, 15, 20, 25 e 30 ng. Para as amplificacbes também foi
padronizada a concentragdo de MgCly; para esta condicdo foram testadas as

concentracdes de: 2,0, 2,5, 3,0 e 3,5 mmol/L.

3.4.2 Selecao de primers

A selecdo de primers foi realizada com a amplificagcdo de duas amostras
de DNAs de cada uma das linhagens P1 e P9. Para a selegédo foram utilizados os
primers para RAPD desenvolvidos pela Operon Technologies Inc - Alameda, CA,
USA,; para os testes foram utilizados os Kits A (1 a 20), Kit B (1 a 20), KitC (1 a
20), Kit F (5, 9, 13), Kit I (5), KitL (11), Kt M (1 a 10) e Kit P (2, 4,7 a 11 e 17,
totalizando 83 primers avaliados.
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Destes 83 primers avaliados, nove amplificaram com padrao de bandas
bem definidas e foram escolhidos para amplificar as 50 amostras de DNAs de
individuos de milho pipoca para as linhagens P1-1, P1-2, P1-3, P1-4, P1-5 e para
as linhagens P9-1, P9-2, P9-3, P9-4 2 P9-5. Os primers selecionados foram:
OPAO03, OPA12, OPB07, OPB17, OPC05, OPC11, OPF05, OPL11 e OPMO02.

3.4.3 Amplificagdo do DNA

Para o estudo da diversidade utilizando primers para RAPD foram
amplificados DNAs de cinco individuos por linhagens. As reagcdes de amplificagao
para os ensaios de RAPD foram feitas em um termociclador Techne TC-512,
conforme o protocolo original descrito por Williams et al. (1990) com pequenas
modificagdes. As reagbdes foram padronizadas para um volume final de 20 uL
contendo 0,3 umol/L de primers (Operon Technologies Inc, - Alameda, CA, USA),
1 unidade de Tag-DNA polimerase (Invitrogen), 2,0uL de tamp&o de reagcdo 10X
(Invitrogen), 0,1 mmol/L de cada dNTP, 2,5 mmol/L de MgCl, 15 ng de DNA
gendmico € agua mili-Q autoclavada q.s.p.

A desnaturacdo do DNA foi feita a 96°C por 5 min. Esta etapa foi seguida
por 45 ciclos de amplificagdo (94°C por 1 min.; 35°C por 1 min.; 72°C por 2 min.).
Apos os 45 ciclos foi realizada uma extensao final de 7 min em 72°C.

Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose 1,7%
preparada com tampao TBE 0,5X (44,5 mmol/L Tris, 44,5 mmol/L acido borico e 1
mmol/L EDTA). O marcador de peso molecular utilizado nos géis foi o DNA
Ladder 1Kb (Invitrogen). Os géis foram corados com brometo de etidio (0,5

ug/mL) e fotografados sobre luz ultravioleta.
3.5. Amplificacdo do DNA com primers para microssatélites ou SSR
3.5.1 Selecédo de primers
Para a analise com microssatélites, inicialmente foi extraido o DNA de 10

plantas de cada linhagem de milho pipoca, resultando em um total de 100

amostras de plantas. Para as reagdes de amplificagdo com primers de SSR, foram
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selecionados de 5 a 7 DNAs extraidos de cada linhagem. Para a escolha dos
marcadores polimorficos, foram testados 51 primers de SSR. Todos as
sequéncias destes microssatélites foram obtidas a partr do site
http://www.maizegdb.org/ssr.php. Para a padronizagao das condi¢gdes de reacao e
escolha dos primers foram testados: 25, 30 e 50 ng de DNA de duas amostras. As
amostras utilizadas para a selegao dos microssatélites foram tomadas de forma
casual. Tanto para a selecao dos 51 pares primers, como para o estudo da
diversidade genética, a amplificagdo do DNA foi realizada utilizando o programa
Touchdown PCR (Don et al., 1991); este programa € bastante interessante para o
anelamento dos primers de microssatélites (Quadro 02). O produto da
amplificagdo foi separado e analisado em gel de agarose MS8 para verificar a
complementaridade, reprodutibilidade e presenga de polimorfismo para cada
primer avaliado. Dos 51 pares de primers testados para as linhagens P1-1, P1-2,
P1-3, P1-4, P1-5, P9-1, P9-2, P9-3, P9-4, P9-5, 27,4% foram polimérficos, e
72,6% monomorficos. Para investigar a variabilidade genética para estas 10

linhagens de milho pipoca 14 primers polimérficos foram selecionados.

3.5.2 Amplificagcdo do DNA

As amostras de DNA dessas plantas foram submetidas a amplificagdo em
termociclador (Techne TC-512), utilizando o programa Touchdown PCR (Don et
al., 1991) (Quadro 02). Para cada reacgao, o volume total da mistura foi de 20 pL.
A reacéo foi preparada com 25ng de DNA genbmico, 2,0 yL de tampéao de reagao
10x (10 mM tris-HCI, pH 8.8), 2,0 mM de MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 1 unidade
de tag-DNA polimerase (Invitrogen), 0,2 uM de primer F e R especifico e agua
mili-Q autoclavada gsp até completar o volume de 20 pL.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 4% (50% agarose comum e 50% agarose MS-8), diluida e tamponada em
TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM Acido Bérico e 1 Mm EDTA). Para estimar o
tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado o marcador de peso molecular
de 100 pares de base (Invitrogen). Os géis foram submetidos a um campo elétrico
de 60 Volts por aproximadamente 5 horas. Apds esse periodo, os géis foram

corados com uma solugao de Brometo de Etidio contendo 0,5 pug/mL.
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Quadro 02. Sequéncia do programa utilizado para amplificagcdo do DNA de Milho

pipoca
Passo Etapa Temperatura Touchdown
1 Desnaturac3o inicial 94°C 1 Min.
2 Desnaturagao 94°C 1 Min.
3 Anelamento 65°C (-1°C/ciclo) 1 Min.
4 Extens&o 72°C 2 Min.
5 Volta ao passo 2 (9 vezes) - -
6 Desnaturacao 94°C 1 Min.
7 Anelamento 55°C 1 Min.
8 Extensdo 72°C 2 Min.
9 Volta ao passo 6 (17 vezes) - -
10 | Extens&o final 72°C 2 Min.
11 Imersao (Hold) 4°C -

Os padrdes de bandas obtidos foram visualizados e capturados com
Ultraviolet Transilluminador High Performance - Edas 290 utilizando o programa
Kodak 1D 3.5.

3.6. Anéalise dos dados obtidos

Para a analise de RAPD os géis foram lidos para a presenga e auséncia
de bandas, criando-se uma matriz binaria. Para calcular a distancia genética entre
as 19 linhagens das populagdes (P1 e P9) foi usado o complemento do coeficiente
de similaridade de Jaccard para isso foi usado o software GENES versao 4.1
(Cruz, 2006).

Para o marcador codominante microssatélite a distancia genética foi
calculada utilizando a distancia modificada de Rogers (Goodman e Stuber, 1983).

A distancia genética foi baseada na frequéncia de alelos para cada locus, esta
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analise considera a quantidade de diversidade genética e expressa a quantidade
de diversidade presente em cada locus ou alelo, o calculo foi realizado utilizando o
software GENES verséo 4.1 (Cruz, 20006).

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi calculado para a distancia
genética entre as distancias genéticas para as diferentes linhagens de milho
pipoca, tanto para quando o marcador RAPD e microssatélite foram utilizados.
Intervalos de confianga Bootstrap (95% de probabilidade) do coeficiente de
Pearson foram estimados a partir de 1000 reamostragens utilizando o programa
SAS (Statistical Analysis System, 1995).

A representacao simplificada das distancias genéticas entre as linhagens
foi obtida pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na
Arithmetc Average) e representadas por meio de dendograma.

A confiabilidade dos grupamentos foi verificada pela analise Bootstrap
com 400 reamostragens, segundo descrito por Felsenstein (1985), utilizando o
software GENES. Foram considerados consistentes os agrupamentos que
apresentaram P maior ou igual a 90%, sendo P a frequéncia de determinado
agrupamento no conjunto dos dendrogramas resultantes das repeticoes

Bootstrap.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparacgao visual em gel de agarose 0,8% da intensidade das bandas
de DNA das amostras das 10 linhagens de milho pipoca, com as amostras de
DNA do fago A de concentragdo conhecida, mostrou que a quantidade de DNA

extraido variou de 10 a 60 ng/uL (Figura 01).

Figura 01. Gel de agarose 0,8%, utilizado para a quantificagdo de DNA. Amostras
1, 2 e 3 sédo DNAs de Fago A de 50, 100, 150 ng. Amostras 4, 5, 6 e 7 sdo DNAs
extraidos de plantas de linhagens de milho-pipoca.

Para a padronizagdo das condi¢gdes de amplificagdo utilizando os primer
de RAPD, foram testadas as concentragdes de DNA e de MgCly; para isso foi
utiizado o primer OPA-04, pois este apresentou boa amplificacdo em testes
anteriores. A melhor concentracdo de DNA testada foi a de 15 ng, e a
concentragédo de 2,5 mmol/L de MgCl, foi a que apresentou bandas mais definidas

no gel de resolugao apdos as amplificagdes (Figura 02).
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Figura 02. As amostras de 1 a 24 foram amplificadas com o primer OPA-04. De 1 a
12 sdo amplificacbes para os testes de concentracdo de DNA. Os testes foram
repetidos com 1 individuo de cada uma das 3 populagdes (1,2,3-10ng; 4,5e 6 —
15 ng; 7,8e 9-20 ng e 10, 11 e 12 — 25 ng). As amostras de 13 a 24 foram
amplificadas com diferentes concentragbes de MgCl, (13, 14 e 15 — 2,0 mmol/L; 16,
17 € 18 — 2,5 mmol/L; 19, 20 e 21 — 3,0 mmol/L e 22, 23 e 24 — 3,5 mmol/L).
Esta padronizagao é necessaria para que reprodutibilidade seja obtida com
o emprego deste marcador. Demeke et al. (1997) descrevem e discutem a
padronizagcao de uma série de parametros experimentais que sao necessarios
para melhorar os resultados obtidos com RAPD. Uma vez que as melhores
condigdes de amplificacdo para RAPD foram estabelecidas, estas foram utilizadas
para as reacdes de selecdo dos primers e para as posteriores amplificacbes do
DNA das amostras das 10 linhagens.
Para a selecédo de primers foram amplificadas seis amostras de DNAs com
83 primers. Destes 83 primers avaliados, nove amplificaram com padrao de
bandas bem definidas e foram escolhidos para amplificar as 50 amostras de DNAs
de plantas de milho pipoca das linhagens P1-1, P1-2, P1-3, P1-4, P1-5 e das
linhagens P9-1, P9-2, P9-3, P9-4 2 P9-5. Os primers selecionados foram: OPA-03,
OPA-12, OPB-07, OPB-17, OPC-05, OPC-11, OPF-05, OPL-11 e OPM-02. O
aproveitamento de primers para RAPD neste trabalho foi de 10,84%. Os primers
selecionados foram aqueles que produziram bandas bem definidas e
reproduziveis no gel, e que apresentaram polimorfismo. A Figura 03 ilustra as
sequéncias de DNA amplificadas com o primer OPM-02 de amostras das
linhagens Zélia | (P1-2), Avati Pichinga | (P9-3), Pisankalla (P9-4) e Avati Pichinga
II (P9-5), por exemplo; a figura representa parte do gel de agarose usado para

amplificar simultaneamente as 50 amostras das 10 linhagens.
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Figura 03. Gel de agarose 1,7% utilizado para separar os fragmentos de DNA de
diferentes linhagens de milho pipoca amplificados com o primer OPM-02. As
amostras de 2 a 6 pertencem a linhagem Zélia | (P1-2), as amostras de 7 a 11
pertencem a linhagem Avati Pichinga | (P9-3), as amostras de 12 a 14 pertencem a
linhagem Pisankalla (P9-4) e as amostras de 15 a 19 pertencem a linhagem Avati
Pichinga Il (P9-5). A amostra 1 corresponde ao marcador 1 Kb DNA ladder
(Invitrogen).

A amplificagdo do DNA das 50 amostras das linhagens Yellow Pearl | (P1-
1), Zélia | (P1-2), Curagua (P1-3), Zélia Il (P1-4), Yellow Pearl Il (P1-5) e das
linhagens IAC-1121 (P9-1), IAC-1121l (P9-2), Avati Pichinga | (P9-3), Pisankalla
(P9-4) e Avati Pichinga Il (P9-5), com os nove primers selecionados resultou na
producao de 126 fragmentos amplificados; destes 22 foram monomorficos e 104
foram polimdrficos conferindo um polimorfismo de 82,54% para as 10 linhagens
avaliadas (Quadro 03). O primer que revelou menor polimorfismo foi o OPC-05,
com 11 bandas das quais sete foram polimorficas (63,64 %). O primer OPM-02
produziu 16 bandas e foi o que apresentou maior quantidade de bandas
polimorficas (93,75%) (Quadro 03).

Para a amplificagdo com primers para microssatélites, foi adotada uma
concentragao de 25 ng de DNA/20 uL de reacgao, pois o perfil de bandas gerado
foi 0 mesmo de quando foi usado de 25 a 50 ng de DNA, sugerindo que a
concentragdo de DNA nesta faixa nao interfere na amplificacdo de DNA de milho
pipoca. Para selegédo dos primers que foram utilizados para estudar a diversidade
genética foram testados 51 pares de primers; para este teste foi utilizado o
programa Touchdown PCR (Don et al., 1991). Este programa é considerado como
adequado para o anelamento dos primers de microssatélites. Para a selecdo dos

primers foram utilizadas duas amostras de DNA das linhagens; estas foram
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escolhidas ao acaso. O resultado para verificar a complementaridade,
reprodutibilidade e presencga de polimorfismo dos mesmos foi analisado em gel de

agarose MS8.

Quadro 03. Numero e frequéncia dos fragmentos monomorficos e polimérficos,
obtidos para cada primer utilizado para amplificar o DNA das diferentes linhagens
de milho pipoca

Numero Numero de Numero de
PRIMERS total de fragmentos (%) fragmentos (%)

fragmentos monomorficos polimorficos
OPA-03 16 02 12.50 14 87.50
OPA-12 16 04 25.00 12 75.00
OPB-07 15 01 06.67 14 93.33
OPB-17 19 03 15.79 16 84.21
OPC-05 11 04 36.36 07 63.64
OPC-11 10 02 20.00 08 80.00
OPF-05 12 04 33.33 08 66.67
OPL-11 11 01 09.09 10 90.91
OPM-02 16 01 06.25 15 93.75
Total 126 22 17.46 104 82.54

Dentre os 51 pares de primers testados, 14 foram selecionados conferindo
um aproveitamento de 27,4%, pois estes foram polimoérficos (Quadro 04). Estes 14
primers foram utilizados para investigar a variabilidade genética para as 10
linhagens de milho pipoca. A posi¢cao destes primers no genoma, os motivos, o
numero de repeticdes por motivos e os respectivos numero de alelos amplificados
estdo apresentados no Quadro 04. O polimorfismo para as 10 linhagens, avaliado
com os 14 primers de microssatélites foi de 52,76%; este polimorfismo foi avaliado
utilizando o programa Popgen 32, e refere-se a heterosigozidade média esperada.

Todas as 50 amostras das 10 linhagens foram avaliadas usando os nove
primers de RAPD e os 14 primers para microssatélites, e com o resultado desta
avaliacdo foi calculado o polimorfismo e as distédncias genéticas entre as
linhagens.

De acordo com a amplificagao dos loci SSR, o numero de alelos por locus
de microssatélites para as 10 linhagens de milho pipoca variou de dois a cinco,
com um total de 47 alelos para todos os primers usados. O maior numero de

alelos foi verificado nos loci Umc1653 e Umc2281, contendo cinco alelos e para
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os loci Umc2227, Umcl636, e Umc2262, foram encontrados quatro alelos

(Quadro 04). O numero médio de alelos por locus foi 3,36.

Quadro 04. Sequéncias dos primers de microssatélite usados na estimagédo da
diversidade genética nas 10 linhagens de milho pipoca, numero de alelos
detectados por cada primer e localizagado destes nos cromossomos

Locus Sequéncia de Nucleotideos Numero de Alelos Cromossomo
Umcl071 GTGGTTGTCGAGTTCGTCGTATT (Reverse) 3 1
Umcl071 GTGGTTGTCGAGTTCGTCGTATT (Forward)

Umc1336 CTCTGTTTTGGAAGAAGCTTTTGG (Reverse) 2 10
Umc1336 GTACAAATGATAAGCAAGGGGCAG (Forward)

Umc1422 CTCATCGCGATCTCCCAGTC (Reverse) 3 2
Umcl422 GAGATAAGCTTCGCCCTGTACCTC (Forward)

Umc1636 GTACTGGTACAGGTCGTCGCTCTT (Reverse) 4 9
Umc1636 CATATCAGTCGTTCGTCCAGCTAA (Forward)

Umcl1653 GCCGCCCACGTACATCTATC (Reverse) 5 6
Umc1653 GAGACATGGCAGACTCACTGACA (Forward)

Umc2227 AGCTGAGCCTTCTCTTCTTGGCT (Reverse) 4 1
Umc2227 ACCTTGAGCGTGGAGTCGGT (Forward)

Umc2245 CGTCGTCTTCGACATGTACTTCAC (Reverse) 3 2
Umc2245 GCCCTGTTATTGGAACAGTTTACG (Forward)

Umc2262 CGTTCCCTGGTACCCTGTCTATAA (Reverse) 4 3
Umc2262 TCTGTTCGGGATTCTTCTTCAGTC (Forward)

Umc2280 AAAAGAAGACGCTTTGTTTGTTGC (Reverse) 3 4
Umc2280 TTTTCGTCAACTTGATGTTTATGAGAGT (Forward)

Umc2281 ATGATGATCTGCAGAGCCTAGTCC (Reverse) 5 4
Umc2281 CAATGATTGGAGCCTAACCCCT (Forward)

Umc2292 ACTTCCGGCATGTCTTGTGTTT (Reverse) 3 5
Umc2292 AGCAGAAGAGGACAAACCAGATTC (Forward)

Umc2293 ATGTTCCGTTTATTATTTGCCCG (Reverse) 3 5
Umc2293 AAAGAACAGACGCGATCCAATC (Forward)

Umc2343 GACTGACAACTCAGATTTCACCCA (Reverse) 3 9
Umc2343 TCATCTTCCCCACAAATTTTCATT (Forward)

Umc2350 CGAATCGAGGATGGTTTGTTTTT (Reverse) 2 10
Umc2350 AGTAGCGACTCCTCTGCGTGAG (Forward)

Total 47

Nas Figuras 03 e 04, é possivel observar diferentes alelos para os loci
estudados. Os valores para os coeficientes de fixagdo F de Wright (Wright, 1965)
estimados a partir da analise das freqUéncias dos alelos nos loci SSR indicaram

que o déficit de heterozigotos nas 10 linhagens corresponde a somente 4,5% (Fs
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= 0,045), e que a diferenciacao entre as 10 linhagens considerando a variagao nas
frequéncias dos diferentes alelos corresponde a 73,49% (Fsr = 0,7349). Todos
estes parametros também s&o indicativos da divergéncia genética alta presente
nas 10 linhagens de milho pipoca. Desta forma, o polimorfismo de DNA detectado
para estas linhagens de milho pipoca analisadas no presente estudo pode ser
considerado como alto, uma vez que usando os 9 primers para amplificar
sequéncias aleatorias, a proporgao de sequéncias polimérficas foi igual a 82,54%,
e usando os 14 primers para loci SSR foi possivel estimar um valor de
heterozigosidade média esperada igual a 52,76%, um déficit de heterozigotos

igual a 4,5%, e uma diferenciagao entre as linhagens de 73,49%.
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Figura 03. Amplificagcdo do DNA genémico de milho pipoca das linhagens Yellow
Popcorn (P1-1), Zélia | (P1-2), Curagua (P1-3) e Zélia Il (P1-4) utilizando o
microssatélite UMC2292. M é o marcador Laeder 100 pb (Invitrogen).
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Figura 04. Amplificagdo do DNA gendmico das 10 linhagens de milho pipoca
usando o microssatélite UMC1071. M € o marcador Laeder 100 pb (Invitrogen).
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A partir do padrao de fragmentos amplificados obtidos para cada primer
de RAPD foi gerada uma matriz binaria, onde para a presenga do fragmento foi
atribuido 1 e para a auséncia foi atribuido O (zero). Esta matriz de dados foi
submetida a analise utilizando o programa GENES, empregando o complemento
do coeficiente de similaridade de Jaccard, e os resultados das distancias
genéticas entre as 10 linhagens estdo apresentados no Quadro 05. Para a analise
do RAPD as linhagens P1-1 (Yellow Pearl 1) e P9-3 (Avati Pichinga I) foram as que
apresentaram o maior valor para a distancia genética (0,4219), e as linhagens P1-
2 (Zélia ) e P1-3 (Curagua) e P1-2 (Zélia I) e P1-4 (Zélia Il) foram as que
apresentaram os valores menores de distancias genéticas (0,2394 e 0,2411
respectivamente). O valor maior para a distancia genética observada entre as
linhagens P1-1 (Yellow Pearl 1) e P9-3 (Avati Pichinga |) pode ser explicado pela
origem divergente de ambas variedades de milho pipoca; a variedade Yellow
Pearl | foi formada a partir de um milho composto americano, enquanto a
variedade Avati Pichinga é originaria do Paraguai. Por outro lado, a origem
comum das linhagens Zélia | e Zélia |l pode explicar a maior similaridade genética,
ou menor divergéncia genética, encontrada entre as linhagens P1-2 e P1-4, mas
nao explica a similaridade genética encontrada entre as linhagens formadas a
partir da variedade Zélia | (hibrido triplo da Pioneer) e as linhagens formadas a
partir da variedade Curagua, originaria do Chile. Moller e Schaal (1999) utilizando
RAPD para identificar a variagdo genética entre 15 acessos de milho nativo da
América, também encontraram alto nivel de polimorfismo entre os acessos, € os
resultados revelaram uma forte correlagdo entre a relacdo genética e a posigcéo
geografica dos acessos nativos americanos. Os referidos autores (Moller e
Schaal, 1999) concluiram que analise de RAPD pode ser potencialmente utilizada
para organizar cole¢cdes de sementes e para entender a diferenciacdo genética
intraespecifica. Outros autores também tém indicado o RAPD como ferramenta
para determinar a extensdo da variedade genética entre linhagens de milho e para
agrupar genotipos diferentes em grupos heteréticos distintos (Lanza et al., 1997;
Liu et al., 1997; Shieh e Thseng, 2002). Da mesma maneira, os resultados obtidos
por Carvalho et al. (2004), estudando 81 acessos de milho, sugerem que RAPD é
um marcador importante para estabelecer e manter uma colegcdao de

germoplasma.
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Quadro 05. Distancias genéticas calculadas entre as dez linhagens de milho pipoca
a partir dos dados obtidos de RAPD, usando o complemento do coeficiente de
similaridade de Jaccard

Pl-1 P12 P13 P14 P15 P91 P92 P93 P94 P95

P1-1 0 0.3316 0.3600 0.3159 0.3098 0.3902 0.4082 0.4219 0.3782 0.4125

P1-2 0 0.2394 0.2411 0.3162 0.3175 0.2685 0.3731 0.2831 0.3141
P1-3 0 0.2415 0.3220 0.3199 0.3119 0.3821 0.3399 0.3487
P1-4 0 0.2875 0.3039 0.2972 0.3821 0.3117 0.2923
P1-5 0 0.3465 0.3246 0.3501 0.3797 0.3275
P9-1 0 0.2740 0.3153 0.3261 0.2745
P9-2 0 0.2814 0.2824 0.2458
P9-3 0 0.3288 0.2906
P9-4 0 0.2923
P9-5 0

Com a analise do polimorfismo dos marcadores RAPD para as 50
amostras individuais de plantas das 10 linhagens foi possivel a constru¢do do
agrupamento apresentado na Figura 04. O dendrograma construido pelo
programa GENES identificou os varios grupos de origens divergentes usados
para formar as 10 linhagens de milho pipoca.

A analise do dendrograma mostra que apesar das linhagens dos grupos
P1 (P1-1, P1-2, P1-3, P1-4 e P1-5) e P9 (P9-1, P9-2, P9-3, P9-4 e P9-5) estarem
na sétima geragdo de cruzamentos entre meio-irmaos, estas ainda contém
variabilidade genética suficiente para garantir o prosseguimento do processo de
selecdo. O dendrograma também mostra as linhagens P1 e P9 em dois grupos
maiores, indicando uma perspectiva para a formagao de 2 grupos heteréticos.

O mesmo conjunto de dados utilizado para formar o dendrograma da
Figura 04 foi utilizado para construir o dendrograma da Figura 05, usando o
programa PopGen 32. No dendrograma da Figura 05, embora cada uma das
amostras das 10 linhagens estejam representadas individualmente (5 amostras
de cada linhagem), estas também formam 2 grupos grandes e distintos
correspondentes aos grupos P1 e P9, similar ao que foi observado usando o
programa GENES para a analise dos marcadores RAPD. Estas evidéncias
indicam que independente da analise utilizada o resultado obtido para RAPD foi

similar.
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Figura 04. Agrupamento das 5 plantas de cada uma das 10 linhagens de milho
pipoca construido com os dados obtidos com o marcador RAPD usando o método
de UPGMA (programa GENES).
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Figura 05. Dendograma da similaridade genética construido com os dados
obtidos com o marcador RAPD para as 10 linhagens de milho pipoca, definido
pelo método de agrupamento UPGMA (programa PopGen 32).

Embora ndo tenham sido encontrados na literatura especializada estudos
com milho pipoca utilizando marcadores RAPD, a organiza¢do das linhagens das
populagdes P1 e P9 em dois grupos distintos parece ser um indicativo da
consisténcia do marcador RAPD para a analise e caracterizagdo molecular de
milho pipoca, estando portanto, em consonancia com os propositos de formagao

de linhagens divergentes em programas de melhoramento genético.
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A partir da analise da frequéncia dos 47 alelos nos loci SSR, foi calculada
a diversidade genética através da distancia genética de Rogers (1972). A maior
distancia genética (0,8495) foi detectada entre as linhagens P1-4 (Zélia Il) e P9-3
(Avati Pichinga) e a menor distancia (0,2092) foi verificada entre as linhagens P1-
2 (Zélia 1) e P1-4 (Zélia 1), conforme pode ser observado no quadro das distancias
genéticas (Quadro 06).

A linhagem P1-4 foi derivada do hibrido triplo da Pioneer, e a linhagem
P9-3 foi derivada da variedade Pichinga originada do Paraguai. Portanto, a maior
distancia genética entre as linhagens de Zélia Il e as linhagens da variedade
Pichinga estimada a partir da analise dos loci SSR, também pode ser justificada
pela disténcia geografica de origem das variedades desenvolvidas no Brasil e no
Paraguai, refletindo assim, a distancia biologica entre as duas variedades
originais.

A comparacgao dos valores de distancia genética estimados com a analise
do RAPD e com a analise dos loci SSR mostrou numeros diferentes. Por exemplo,
as linhagens que apresentaram maior distdncia genética, ou seja, menor
similaridade, para os dados obtidos com o RAPD foram as linhagens P1-1 e P9-3
(0,4219), e na analise dos microssatélites a distancia obtida entre estas mesmas
linhagens foi de 0,6443. As linhagens que apresentaram maior distancia para os
dados obtidos com microssatélite foram as P1-4 e P9-3 (0,8495), e para o RAPD a
distancia entre estas duas linhagens foi de 0,3821. Deste modo, os valores de
distancia genética entre algumas linhagens parecem ser maiores quando os loci
SSR séo usados em comparagao com os marcadores de RAPD.

O polimorfismo RAPD quando comparado com o polimorfismo em loci
especificos, como o de isozimas, por exemplo, foi apresentado como sendo maior
(Baruffi et al., 1995); os autores destas evidencias justificaram que as regides
aleatérias de DNA aparentemente evoluem mais rapidamente do que as
sequéncias de loci especificos. Embora a expressao ou neutralidade dos loci SSR
ainda seja um aspecto controvertido, a variagdo ocorrida em determinados loci
SSR das linhagens de milho pipoca tem conduzido a uma maior divergéncia
genética entre as linhagens; este aspecto pode ser evidenciado pela discrepancia
dos valores de distédncia genética obtidas com a analise de RAPD (menor
distancia genética) e analise de loci SSR (maior distancia genética) entre duas

linhagens.
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Apesar dos valores diferentes de distancias genéticas observadas
analisando o RAPD e os microssatélites, o dendrograma da Figura 06, construido
com o agrupamento dos genotipos avaliados em fungcédo das distancias genéticas
estimadas a partir da analise dos loci SSR e utilizando o método das médias das
distancias (UPGMA; Unweighted Pair-Group Method using an Arithmetic
Average), também identifica os dois grandes grupos formados para os genotipos
P1 e P9, de modo similar ao observado nos agrupamentos determinados com a
analise do RAPD (Figuras 04 e 05).

O valor de correlagao de Pearson estimado a partir da comparacédo das
distancias genéticas obtidas com os dois marcadores, RAPD e microssatélite, foi
igual a r = 0,5453 (Figura 07). Este valor que € um pouco maior do que 0,5
indicando que existe um relativo padréo de associacao entre os resultados obtidos
por estes dois marcadores. O desvio padrao foi de 0,112 e intervalo de confianca
Bootstrap de (95% de probabilidade): 0.315 — 0.684. O intervalo de confianga
demonstra que a associagcdo entre os marcadores € positiva e estatisticamente
diferente de zero, e o valor de correlagcao de Pearson de 0,5453 é um reflexo das
diferencas para a similaridade observada e ja apresentada acima para os dois
marcadores para as 10 linhagens. Estas diferencas podem ser observadas nos
dendrogramas produzidos a partir de resultados obtidos com RAPD e
microssatélite. Os dois dendrogramas construidos com os dados obtidos de RAPD
para as linhagens P1 e P9, apresentam dois grupos principais, mas a linhagem
P1-1 esta isolada destes grupos. Para os dados obtidos com microssatélite as

linhagens P1 e P9 formaram os 2 grupos distintos.

A comparacao de distancias genéticas geradas por diferentes marcadores
moleculares, tem sido descrita por varios autores (Hahn et al., 1995; Russell et al.,
1997; Yang et al., 1996), e tem revelado somente moderada associagao entre as
distancias genéticas calculadas com os marcadores RFLP e RAPD. Pejic et al.
(1998), por exemplo, comparou diferentes marcadores moleculares utilizados para
avaliar a similaridade genética entre linhagens de milho, e observaram grandes
diferencas para os agrupamentos de similaridade obtidos com o emprego de
RAPD, RFLP, SSR e AFLP. O fato é que tem sido pouco frequente que os
resultados obtidos com RAPD se correlacionam com os resultados obtidos com
outros tipos de marcadores para milho (Hahn et al., 1995; Pejic et al., 1998;
Garcia et al., 2004), e também para outras espécies (Doldi et al., 1997; Russell et
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al., 1997). De acordo com Li et al. (2001) a inconsisténcia entre os dados obtidos
por diferentes marcadores, especialmente para avaliar diferentes linhagens,
resulta do fato que os marcadores moleculares avaliam diferentes componentes
de variacdo do DNA, e estes podem evoluir de diferentes maneiras.A comparagao
da eficiéncia entre marcadores moleculares para estudar a diversidade genética
em 18 linhagens de milho tropical, realizada por Garcia et al. (2004), mostrou que
o valor mais baixo de correlagao foi encontrado entre os marcadores de RAPD e
microssatélites; neste trabalho os autores encontraram um valor de correlacédo de
Pearson igual a 0,33. Os valores altos de correlagdes relatados pelos referidos
autores (Garcia et al., 2004) foram verificados entre os marcadores de RFLP e
RAPD (0,50) e entre o RAPD e AFLP (0,48). Esta proposigao de baixa correlagéo
de Pearson para marcadores de RAPD e microssatélites pode ser superada frente
as evidéncias das andlises das 10 linhagens de milho pipoca utilizando os

marcadores RAPD e microssatélites na presente investigagao.

Desta forma, apesar das indicacbes de que os microssatélites
correspondem a marcadores moleculares mais informativos do que a analise de
RAPD (Demeke et al., 1997), as analises das 10 linhagens de milho pipoca
indicam que ambas as técnicas podem fornecer informacgdes consistentes € no
mesmo sentido para estudar a diversidade genética em milho pipoca,
apresentando valores de diversidade genética e distancias genéticas
concordantes. Portanto, a opgado de analisar a diversidade genética em milho
pipoca usando marcadores RAPD para monitorar e orientar programas de
melhoramento genético pode ser feita, desde que as limitagées impostas por esta
técnica sejam superadas. Superar as limitagdes de analise de RAPD, e tornar este
um marcador com resultados mais confiaveis, envolve a padronizagdo dos
parametros de reagéo, a selegdo dos primers mais adequados, e a utilizagado de
varios primers considerando para a analise somente os fragmentos reproduziveis,
conforme as premissas apontadas por Demeke et al. (1997). Para as analises de
RAPD nas 10 linhagens de milho pipoca houve uma preocupagao em padronizar
as melhores condicbes de amplificagdao, e estes cuidados foram importantes e
determinantes dos resultados consistentes obtidos com os dois tipos de

marcadores moleculares.
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A avaliagao da distancia genética entre as linhagens parentais de milho
pipoca, quer seja utilizando os marcadores RAPD ou a analise dos loci
microssatélites, foi um procedimento importante porque a expectativa, de acordo
com as proposi¢des de alguns autores (Shieg e Thseng 2002; Menkir et al., 2004)
€ de que a divergéncia genética estimada possa ser usada para predizer o vigor
de hibridos produzidos a partir de determinados cruzamentos, visando assim,

aumentar a eficiéncia dos cruzamentos em programas de melhoramento genético.

Quadro 06. Distancias genéticas calculadas entre as dez linhagens de milho
pipoca a partir dos dados obtidos com microssatélite usando o coeficiente de
Rogers

P1-1 P1-2 P1-3 P1-4 P1-5 P9-1 P9-2 P9-3 P9-4 P9-5
P1-1 0 0.2677 0.3289 0.3618 0.3402 0.61 0.6387 0.6443 0.6501 0.6575

P1-2 0 0.3056 0.2092 0.4046 0.6403 0.6228 0.7681 0.6945 0.6609
P1-3 0 0.3117 0.4581 0.5374 0.6006 0.6436 0.6498 0.5657
P1-4 0 0.3985 0.7424 0.6966 0.8495 0.7377 0.7559
P1-5 0 0.7698 0.8359 0.7879 0.7194 0.7255
P9-1 0 0.2194 0.3028 0.4212 0.2668
pP9-2 0 0.2861 0.3791 0.3221
P9-3 0 0.4358 0.2649
P9-4 0 0.3469
P9-5 0

P1-2

P1-4 H

P1-3

P1-1

W oW @ th = W b R
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Figura 06. Agrupamento das dez linhagens de milho pipoca construido com os
dados obtidos com os marcadores microssatélites e utilizando o método de
UPGMA.
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Figura 07. Grafico de dispersao construido a partir das distancias genéticas (GD)
obtidas usando marcadores microssatélites e RAPD. A linha reta indica o grau de
correlagdo entre as distancias genéticas. R? é o coeficiente de determinagdo do
ajuste da linha reta.
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5. CONCLUSOES

1. Os diferentes valores de distancias genéticas observadas analisando os dados
obtidos com o RAPD e com o microssatélite € um reflexo das regides do genoma
do milho que foram investigadas por estes dois marcadores. Apesar dos
diferentes valores obtidos para estes marcadores, os dendrogramas construidos
identificam dois grandes grupos formados para os gendtipos P1 e P9, isto é um
indicativo da consisténcia do marcador RAPD para a analise e caracterizagao
molecular de milho pipoca, sendo que este pode ser utilizado com o propdsito de

separar as linhagens divergentes em programas de melhoramento genético.

2. Apesar das indicagbes de que os microssatélites correspondem a marcadores
moleculares mais informativos do que a analise de RAPD, o estudo das 10
linhagens de milho pipoca indicam que ambas as técnicas podem fornecer
informacgdes consistentes para estudar a diversidade genética em milho pipoca.
Portanto, a opgcdo de analisar a diversidade genética em milho pipoca usando
marcadores RAPD pode ser feita, desde que as limitacbes impostas por esta

técnica sejam superadas.

3. A avaliagao da distancia genética entre as linhagens parentais de milho pipoca,
quer seja utilizando os marcadores RAPD ou loci microssatélites, foi um
procedimento importante, pois a divergéncia genética estimada podera ser usada
para predizer o vigor de hibridos produzidos a partir de determinados
cruzamentos, visando assim, aumentar a eficiéncia dos cruzamentos em

programas de melhoramento genético.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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