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RESUMO

A diversidade genética entre as 18 linhagens endogdmicas de milho foi estimada
através da técnica de RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA™) com o objetivo de
correlacionar estas medidas de distdncia genética com as performances dos respectivos hibridos
simples.

Oito linhagens obtidas da populagdo BR-105 e dez da populagdo BR-106 foram
utilizados como material basico. Estas linhagens foram cruzadas em um esquema dialélico a
nivel intra- e interpopulacional, e os hibridos simples obtidos foram avaliados em experimentos
com repetigdes. DNA foi extraido de folhas de cada linhagem e usado como molde para a
reagdo de amplificagdo. As reagbes foram realizadas em um volume de 25ul e otimizadas para
25 ng de DNA, 3,0 mM de cloreto de magnésio e 2,0 unidades de enzima 7ag-DNA polimerase
(Gibco-BRL). Trinta e dois “primers” diferentes foram usados resultando em 325 produtos de
amplificagdo reprodutiveis, dos quais 262 foram polimoérficos.

A distdncia genética foi determinada usando o coeficiente de Jaccard e cerca de
80,6% de polimorfismo foi detectado. O dendrograma foi construido usando o método de
agrupamento de UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Averages™). A
analise do dendrograma final dividiu as amostras em trés grupos distintos (GI, GII e GIII) com
distancias genéticas médias de 0,73 = 0,06, 0,52 = 0,06 ¢ 0,46 + 0,13, respectivamente. A
analise de coordenadas principais (multivariada) confirmou a divisdo das linhagens em trés
grupos. As estimativas de distdncias genéticas foram correlacionadas com caracteres de

interesse agronémico (produgdo de grios, altura de planta e de espiga) de hibridos simples ¢



com a heterose. As estimativas das correlagdes, quando a divisdo de grupos foi desconsiderada,
foram proximas de zero, mas correlagdes significativas foram detectadas entre as distdncias
genéticas envolvendo os grupos GI x GII (r = 0,70) e GI x GIII (r = 0,87) com os dados
correspondentes de produgdo de grios. Uma inadequagdo aos padrdes heterdticos previamente
estabelecidos foi encontrada ja que a populagdo BR-106, de ampla base genética, pdde ser
subdividida em dois grupos diferentes (pertencentes a GI e GIII) e a populagdo BR-105, de base
genética mais réstrita, teve a maioria das linhagens avaliadas alocadas num outro grupo
heterético (GII), enquanto apenas uma de suas linhagens integrou-se ao GIL.

Os resultados obtidos indicaram que a técnica de RAPD pode ser utilizada para
alocar de forma correta os genotipos a diferentes grupos heterdticos €, também, para direcionar

os cruzamentos envolvendo linhagens de grupos heteréticos mais distintos.



SUMMARY

Genetic diversity among the 18 maize S3 inbred lines was determined by using
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) in order to correlate them with the performance
of the respective single-crosses.

Eight inbred lines from BR-105 population and ten derived from BR-106
population were used as base material. The inbreds were crossed following a diallel mating
design for intra- and interpopulation levels, and the single-crosses were evaluated in replicated
experiments. Genomic DNA was isolated from leaves of each inbred line and used in
amplification reactions. Reactions were performed in a total volume of 25 ul with 25 ng of
DNA, 3.0 mM of magnesium chloride and 2.0 units of 7ag-DNA polymerase enzyme (Gibco-
BRL). Thirty-two different primers were used giving a total of 325 reproducible amplification
products, 262 of them being polymorphic.

Genetic divergence was determinated using Jaccard’s similarity coefficient and
around 80.6% of polymorphism was detected. A final dendrogram was constructed using an
unweighted pair-group method with arithmetical averages (UPGMA). Cluster analysis divided
the samples into three distinct groups (GI, GII, GIII) with average genetic distances of 0.73 %
0.06, 0.52 + 0.06 ¢ 0.46 = 0.13, respectively. The group division was confirmed by principal
coordinate analysis. The genetic distances were correlated with important agronomic traits
(grain yield, plant and ear heigth) and with heterosis. No correlation was found when group
division was unregarded, but significant correlations were detected between GI x GII and GI x
GIII genetic distances with their respective single-crosses’ yielding. A non-correspondence to

the established heterotic groups were found as BR-106, a broad genetic base population, was



devided in two different groups (belonging to GI and GII) and BR-105, a narrow genetic base
population, remained mostly grouped in GIII, except from one inbred line allocated to GI.
The results indicated that RAPD is a powerful tool for allocating genotypes into

different heterotic groups, and to guide crosses with distinct lines.



INTRODUCAO]




1. INTRODUCAO

Nas espécies alégamas como o milho (Zea mays L.), a obtengdo de cultivares
hibridos baseia-se no processo de endogamia-hibridagio, o qual permite identificar, selecionar e
reproduzir indefinidamente o(s) genotipo(s) superior(es) de uma populagdo. Desta forma,
plantas de uma populagéo sdo autofecundadas (em geral, de 6-7 gerag¢Bes) até um nivel de
homozigose elevado (99%), obtendo-se assim linhagens homozigéticas ou puras. A seguir, estas
linhagens sdo cruzadas com linhagens de outra populagdo, ou com linhagens elites ja existentes,
gerando hibridos. Estes hibridos sfio avaliados em experimentos com repeti¢des em diversos
locais e anos, de forma a permitir a identifica¢do do(s) hibrido(s) superior(es).

A principal dificuldade de um programa de melhoramento desta natureza reside
na avaliag@o de linhagens, devido a grande quantidade de esforgos e recursos que sdo alocados
nesta fase. Tal fato deve-se a necessidade de instalag@io de experimentos em extensas areas, em
diferentes locais e épocas de plantio, além da subsequente tomada de dados e processamento
estatistico dos mesmos.

Dados experimentais acumulados desde os estudos iniciais de endogamia e
produgéio de hibridos de milho, t€m demonstrado que a heterose para a produgdo de grios e
outras caracteristicas é fungo da heterozigosidade de um grande numero de locos. Assim, existe
uma correlagio positiva entre a diversidade genética entre parentais com a produgéo de grdos do
F1 e o nivel de heterose em milho (Moll et al. ,1962,1965; Paterniani & Lonnquist, 1963).

Desta forma, medidas indiretas da diversidade genética entre linhagens e

populagdes sdo importantes para a identificagdo, reconhecimento e exploragdo de padrdes



heterdticos existentes no germoplasma disponivel. Neste sentido, varios ‘critérios ou conjunto de
caracteres tém sido utilizados. Medidas da distancia genética utilizando-se marcadores
morfologicos (Smith & Smith, 1989) e citolégicos (Moll et a/.,1972; Chugtai & Steffensen,
1987) t€m se mostrado pouco eficazes quanto a capacidade de discriminar as diferengas
existentes. Marcadores bioquimicos moleculares, tais como isoenzimas e proteinas de reserva
(zeinas), também foram utilizados; entretanto, a diversidade genética avaliada por estes
marcadores apresentou-se limitada pelo pequeno numero de locos polimérficos disponiveis
(Price et al.,1986; Lamkey et al., 1987; Smith & Smith, 1989). Com o advento de marcadores
moleculares ao nivel de DNA, como os RFLPs (“Restriction Fragment Length Polymorphism”)
e RAPDs (“Random Amplified Polymorphic DNA”), pdde-se acessar um amplo grau de
polimorfismo (Burr et al., 1983; Helentjaris er al., 1986; Helentjaris, 1987).

Marcadores moleculares do tipo RFLPs tém sido amplamente utilizados para
avaliar a variabilidade disponivel em germoplasmas de diferentes espécies (Helentjaris er al.,
1988; Evola et al., 1986; Landry et al., 1987). Em programas de melhoramento de milho, tem-se
avaliado a correlagdo das distdncias genéticas entre linhagens de milho, obtidas a partir de
RFLP, com a performance dos respectivos hibridos simples. A existéncia desta correlagio
possibilitaria a predi¢do do comportamento das linhagens em hibridos simples, através de
analises no laboratorio, antes das avaliagdes no campo. Desta forma, seria possivel diminuir o
tempo € a quantidade de recursos e esforgos alocados na fase de avaliagido dos hibridos (Lee et
al, 1989; Smith et al., 1990; Melchinger et al., 1991, Messmer ef al.,1991). Os resultados da
correlagdo entre as distdncias genéticas das linhagens baseadas em RFLPs e a performance dos
respectivos hibridos simples no campo sdo contraditorios, demostrando a necessidade de

realizagdo de estudos adicionais (Godshalk ez al., 1990; Melchinger et al., 1990a,b).



A técnica de RAPD (Williams er al., 1990; Welsh & McClelland,1990) ¢ hoje
uma ferramenta poderosa para acessar a diversidade genética. Devido as suas caracteristicas, 0s
marcadores moleculares do tipo RAPD expdem elevada parcela do polimorfismo entre os
individuos, sendo que a técnica necessaria para sua utilizagdo ¢ relativamente simples e rapida.
Desta forma, estes marcadores tém sido amplamente utilizados para os mais diferentes
organismos como procariotos (Welsh & McClelland, 1992) e eucariotos (Torres. er al., 1993;
Heun & Helentjaris, 1993; Yang & Quiros, 1993).

Marcadores moleculares do tipo RAPD exploram o polimorfismo entre os
individuos a partir de um numero grande de regides no genoma, sendo estas estritamente
aleatorias. Portanto, tanto regides codificadoras como ndo codificadoras podem ser avaliadas.
Assim, espera-se que as distdncias genéticas entre linhagens obtidas a partir deste tipo de
marcador apresentem maior correlagdo com a performance dos respectivos hibridos simples.

Neste ambito, o presente trabalho se propds a utilizar marcadores moleculares do
tipo RAPD para avaliar a diversidade genética entre linhagens endogdmicas de milho (Zea mays
L) com o objetivo de correlacionar tais medidas com dados de performance de hibridos simples.
Havendo correlagdes significativas entre os dados moleculares e os dados de campo, estas
medidas poderiam servir para direcionar ou até mesmo predizer novos cruzamentos entre os

mesmos grupos de linhagens.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Milho (Zea mays L.): a espécie cultivada mais cosmopolita do

mundo

As origens do milho datam provavelmente do surgimento da agricultura moderna
no Novo Mundo, cerca de 8.000 anos atras. Acredita-se que ele tenha como ancestral uma
graminea selvagem, originaria do México e da Guatemala, denominada Teosinte [Z. mexicana
(Schrad.) Kuntze]; portanto, o centro de origem do milho situa-se também nesta regido (Galinat,
1988). Quando os europeus chegaram ao Novo Mundo, a divergéncia entre milho e teosinte ja
devia estar tdo avangada que as duas espécies foram classificadas inicialmente pelos
taxonomistas em géneros separados. Posteriormente, mediante comparagdes citogenéticas, o
erro foi retificado, sendo que o milho € o teosinte pertencem atualmente a0 mesmo género,
denominado Zea (Reevis & Mangelsdorf, 1942).

O milho ¢ uma monocotiledénea pertencente a familia Gramineae e tribo
Andropogoneae, juntamente com o sorgo, o Coix (“lagrima de Cristo”) e o Tripsacum (Clayton,
1973; Jain & Benerjee, 1974; Clayton, 1983). E uma espécie alégama, mondica, sendo que sua
morfologia resulta da supressdo, condensagdo e multiplicagdo de varias partes da anatomia
basica das gramineas (Anderson, 1945; Alava, 1952; Bonnet, 1954). O numero basico de

cromossomos do milho, x = 10, ¢ igual ao do teosinte (Kuwada, 1911).



Geneticamente, o milho € a espécie mais acessivel e melhor caracterizada dentre
as plantas superiores, tanto em estudos basicos de genética e citogenética, como em estudos
visando o entendimento € manipulagio de seu germoplasma.

Desde a diferenciagdo entre milho e teosinte, a diversidade do milho evoluiu para
cerca de 300 ragas identificadas até o presente (Paterniani, 1990) e milhares de variedades,
sendo portanto, uma espécie altamente politipica. O milho ¢ encontrado nos mais diversos
ambientes, havendo genoétipos cultivados em diferentes latitudes. Existem também ragas e
variedades adaptadas a condigbes ecologicas especificas como, por exemplo, baixas (0 a 100
m), médias (1000 a 2000 m) e altas altitudes (acima de 2000 m). Ha igualmente tipos variantes
de endospermas, que foram selecionados durante sua domesticagdo com o objetivo de atender
necessidades especificas, tais como endosperma dentado, duro ou cristalino, amilaceo, pipoca ¢
doce. Dentro de cada tipo, existem ainda variagdes quanto a coloragdo e certos componentes
quimicos. Assim, uma enorme variabilidade esta presente dentro € entre linhagens, variedades e
ragas de milho. Apesar de apenas parte desta variabilidade ter sido examinada sistematicamente,
varios fatores genéticos ja foram identificados, determinando a cor ¢ a morfologia das estruturas
constituintes de cada parte ou tecido da planta. Enquanto uma observagdo casual poderia sugerir
que esta variagio seria controlada através de efeitos sobrepostos de alguns fatores, que estariam
sendo expressos em pequenos incrementos, uma analise genética mais direta tem estabelecido
mais de 100 locos condicionando variagdes morfologicas geneticamente simples na estatura da
planta, bem como na forma e estrutura das partes vegetatiilas e reprodutivas (Coe et al., 1988).

No cendrio da produgio mundial de grdos, o milho situa-se em segundo lugar,
sendo superado apenas pelo trigo. Os Estados Unidos sdo atualmente os maiores produtores de

milho e cultivam essencialmente um so tipo de endosperma, o dentado amarelo, € o doce em



segundo lugar. No Brasil, com o advento do milho hibrido, popularizou;se o endosperma semi-
dentado amarelo, o qual representa a maior parcela do milho cultivado, embora o milho dentado
amarelo também seja cultivado. Outros tipos de endosperma sdo cultivados em menor escala. O
milho tem grande importancia econdmica no Brasil e ocupa o primeiro lugar em area cultivada,
desconsiderando-se as pastagens, sendo um cereal de multiplas aplica¢des, de consumo elastico,
e que proporciong o desenvolvimento de industrias, gerando grande numero de empregos diretos

e indiretos (Paterniani, 1995).

2.2. Melhoramento do milho: Selecao dos parentais

O melhoramento do milho ja era realizado pelos indios americanos ha milhares
de anos, embora de forma b.astante primitiva, baseado apenas na selegdo de caracteristicas de
interesse. A partir do final do século XVIII teve inicio o melhoramento empregando-se algum
tipo de metodologia. As primeiras variedades de milho foram obtidas através de selegdo massal
e, posteriormente, através de selegio com teste de progénie. Apds os trabalhos pioneiros de
Shull (1908), East (1908) e Jones (1918), teve inicio o melhoramento de milho visando o
desenvolvimento de hibridos, primeiramente, através de programas experimentais de
melhoramento em vaérias estagdes agricolas norte-americanas. O melhoramento do milho como
pratica comercial privada s6 ocorreu anos depois. O desenvolvimento de linhagens endogamicas
em outras partes do mundo deu-se rapidamente apds a Segunda Guerra Mundial (Hallauer et al.,

1988).



Com o advento dos hibridos simples comerciais, tbmou—se emergente a
necessidade de melhorar as linhagens endogdmicas parentais. Varios sdo os caracteres de
importincia econdémica a serem melhorados nas linhagens, tais como resisténcia as doengas e
insetos, resisténcia 4 seca, aumento na produgdo de grdos, melhoria da qualidade nutricional da
semente, entre outros.

Os Amétodos de selegdo de parentais podem ser divididos em duas categorias: (a)
a priori ou avaliagdo direta dos parentais e (b) a posteriori ou por algum tipo de teste de
progénie (Baenziger & Paterson, 1992). Os programas de melhoramento de espécies anuais tém
se baseado predominantemente na ultima categoria, especialmente para o desenvolvimento de
hibridos F1. Os métodos a priori tém sido utilizados mais freqiientemente para avaliagdo de
caracteres herdaveis simples, por melhoristas experientes, empregando-se populagdes sob
melhoramento ou germoplasma exotico.

Apesar de invgstigac(”)es tedricas e praticas, o desenvolvimento de métodos para
identificar, escolher e usar parentais capazes de produzir hibridos superiores tem sido uma “luta
constante”. No caso do milho, ndo é possivel predizer as performances dos hibridos a partir das
linhagens parentais, isto ¢, a correlagdo entre linhagens e hibridos € muito baixa para se ter

algum valor preditivo, principalmente para a produggo de graos (Hallauer ef al., 1988).
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2.3. Heterose e a diversidade genética

O fendémeno do vigor hibrido em milho, foi primeiramente descrito por Darwin
no século XIX. Resultados dos estudos de autofecundagdo de milho realizados por Shull (1908),
East (1908) e Jones (1918) fizeram com que os melhoristas despertassem para o fato de poder
haver uma relagdo entre produgdo de grdos ou heterose para esta caracteristica e diversidade
genética.

A heterose em cruzamentos entre cultivares e linhagens endogdmicas tem sido
medida e predita através do emprego de metodologias genético-estatisticas, mas sua base
genética especifica ndo foi completamente elucidada. Visdes divergentes a respeito do
fendmeno levaram a extensivas pesquisas relativas a métodos de melhoramento, de
desenvolvimento de linhagens ¢ de escolha de testadores, além de outros métodos de selegdo.
Duas premissas confrontantes, tentando explicar a base do fendmeno, atribuiram suas causas
como sendo devido a efeitos primarios de sobredomindncia ou a efeitos de dominéncia
parcial/completa.

Em milho, ha fortes evidéncias de que a heterose nesta espécie € resultante do
acumulo de locos com alelos expressando domindncia parcial/completa (Hallauer er al., 1988).
Smith & Smith (1989) relataram, para milho, que a heterose seria uma fungdo da
heterozigosidade em um grande nimero de locos.

Beal (1877) relatou o primeiro dado de produgdo em cruzamentos controlados de
cultivares de milho. Depois destes experimentos, a performance dos cruzamentos entre

cultivares passou a ser comparada a performance dos cultivares parentais. Richey (1922)
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analisou dados de 244 cruzamentos de milho e relatou que 86,5% estavam acima da média dos
parentais.

Estudos realizados por Moll et al. (1962, 1965) e Paterniani & Lonnquist (1963)
mostraram uma correlagdo positiva entre divergéncia genética (inferida em fung@o das relagdes
ancestrais, separagdo geografica e adaptagdo a diferentes ambientes), produgdo de grdos do Fl e
heterose para esta caracteristica em milho. Estes estudos indicaram que a heterose, medida entre
cruzamentos de populagdes € variedades de diferentes regides geograficas, era maior a medida
em que a divergéncia genética entre as populagdes aumentava. Moll et al. (1962) relataram que
a heterose expressa numa variedade de cruzamentos concordava com a classificagdo original
dos parentais, baseada na divergéncia genética presumida a partir das distdncias geograficas.
Mas este conceito de divergéncia genética também parecia ter limites relativos a um méaximo de
expressdo da heterose. Moll er al. (1965) descobriram que a heterose expressa nos cruzamentos
entre as variedades mais geneticamente diversas era menor do que a heterose entre as
consideradas geneticamente menos diversas. Esta redugdo na heterose foi atribuida a
incompatibilidade de combinagdes génicas que poderiam resultar do cruzamento de duas
populagdes parentais altamente divergentes (Moll er al., 1965)

Melhoristas que desenvolvem hibridos tém usado predominantemente o conceito
de grupos heterdticos na selegio de parentais visando estabelecer combinagdes hibridas
superiores. Um grupo heterético € uma cole¢do de germoplasma que, quando cruzado com um
germoplasma externo ao seu grupo, tende a exibir um maior grau de heterose (em média) do que
quando cruzado com um membro de seu proprio grupo (Lee, 1995). E claro que excegdes
importantes a esta tendéncia tém sido observadas, mas o conceito tem fornecido uma ferramenta

simples e conveniente para o manejo de germoplasma, ¢ tem sido aplicada na manutengdo de
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germoplasma e criagdo de populagdes usadas na identificagdo das 'melhores combinagdes
hibridas, e, também, na classificagdo de germoplasma exético.

O estabelecimento de grupos heterdticos em milho tem sido um processo
laborioso, requerendo décadas para evoluir nos programas de melhoramento norte-americanos.
Sem nenhum beneficio da sistematica dos métodos de melhoramento, varias combinagdes de
parentais foram .testadas at¢ que “pedigrees” dominantes emergiram, estabelecendo uma
identidade para um grupo heterético (Hallauer er al., 1988). Divergéncias de opinides surgiram
em estudos recomendando cruzamentos de cultivares norte-americanos com diferentes tipos de
endospermas (Richey, 1922), enquanto outros estudos mostravam que a heterose expressa era
maior quando cultivares com tipos similares de endospermas eram cruzados (Paterniani &
Lonnquist, 1963). A escolha de qual padrdo heterdtico deve ser usado depende da freqiiéncia de
alta performance dos hibridos, derivados de linhagens oriundas das respectivas populagdes de
base. Neste sentido, espera-se que as linhagens obtidas de populagdes com padrdes heteroticos
distintos, tendam a se complementar até um maximo de performance hibrida. No Brasil,
cruzamentos entre linhagens de origem dentada e dura sdo amplamente utilizados com esta
finalidade (Hallauer et a/., 1988).

A obtengdo de hibridos tem sido o principal objetivo de programas de melhoramento,
convencidos dos méritos da heterose, uniformidade e estabilidade dos hibridos. Para algumas
espécies, tais como as produtoras de cacau, borracha e dleo de palmaceas, um dos principais
problemas tem sido o tempo e espago para testar o grande niumero de combinagdes hibridas € a
falta de registros de “pedigree” e de performance que ajudariam a diminuir o possivel nimero

de combinagdes a serem testadas (Lee, 1995).
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Para milho, o unico meio de produgdo de hibridos paira uso comercial € o
cruzamento de linhagens endogdmicas. Diferentes esquemas de cruzamentos estdo disponiveis
para aumentar a homozigosidade das linhagens, mas a mais rdpida e intensa forma de
endocruzamento ¢ através da autofecundagdo (Hallauer, 1990).

Os melhoristas tém utilizado varios métodos para acessar a diversidade genética
e estabelecer relag:ﬁes entre germoplasma elite, sobretudo com a finalidade de aumentar o ganho
genético. Eles tém tido acesso, geralmente, a informagdes de genealogia, dados de performance
(capacidade de combinag@o, avaliagio da progénie, selegdo, etc.) e também por meio de
inferéncias feitas através de varios delineamentos experimentais (Dudley, 1987; Troyer et al.,
1988).

O coeficiente de Malecot (1948) ou de coancestralidade (f), o qual fornece uma
estimativa do grau de similaridade genética entre dois individuos, ¢ a probabilidade de que um
alelo de um individuo X seja_ idéntico, por descendéncia, a um alelo de um individuo Y, sendo
uma probabilidade média baseada em relagdes de “pedigree” (Dudley, 1994). Esta medida tem
sido vastamente utilizada para estimar niveis de diversidade genética, bem como de
relacionamento genético entre plantas autogamas como aveia (Rodgers et al., 1983), trigo (Cox
et al.,.1985b) e soja (Cox et al., 1985a), entre outras.

Para plantas alégamas, incluindo o milho, coeficientes de coancestralidade ndo
tém sido facilmente determinados, ja que os dados de “pedigrees” das linhagens sdo muitas
vezes escassos ou ainda imprecisos, especialmente quando a selegdo ¢ feita a partir de
populagdes com ampla base genética. Além disto, estimativas das relagdes genéticas baseadas
neste coeficiente podem ser inadequadas devido a simplificagdes do modelo, tais como: (1)

auséncia de selegdo, mutagdo, migragdo e deriva; (2) meiose regular dipldide e (3) nenhum
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parentesco entre os individuos (f = 0) a ndo ser os ancestrais comuns observados (Melchinger,
1993). No entanto, varios aspectos comuns aos programas de melhoramento fogem a estas
premissas: (1) intensa selegdo; (2) deriva devido ao pequeno tamanho de amostra; (3) meiose
irregular em algumas culturas e (4) registros desconhecidos ou incorretos de “pedigree”

(Bernardo, 1993; Messmer et al., 1993).

2.4. Marcadores bioquimicos e diversidade genética

Dados morfolégicos tém sido tradicionalmente utilizados como descritores de
variedades de plantas e para a distingdo de cultivares. Entretanto, os caracteres morfologicos,
muitas vezes, ndo retratam ficlmente as relagdes genéticas existentes devido as suas interagoes
ambientais € ao grande descqnhecimento do controle genético dos caracteres avaliados (Smith
& Smith, 1989). Além disto, a classificagdo de materiais em grupos heteréticos com base neste
grupo de descritores tem sido reconhecida como inadequada ja que alguns tipos de endosperma
diferem em apenas um unico gene (Coe et al.,1988).

Com o advento das técnicas de eletroforese e de HPLC-fase reversa (“reversed-
phase High Performance Liquid Chromatography”), no inicio da década de 60, surgiu uma nova
classe de marcadores bioquimicos revelados através da andlise de proteinas: as variantes
isoenzimaticas. Elas logo foram utilizadas em estudos para caracterizar a variagdo genética de
varias espécies, inclusive milho (Stuber & Moll, 1972; Stuber et al., 1980). Esta nova classe de

marcadores representou um avango frente aos descritores morfoldgicos e citoldgicos, ja que ela
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ndo ¢ tdo profundamente afetada pela interagfio com o ambiente, como observado nos casos
anteriores.

Em milho, isoenzimas tém sido extensivamente utilizadas para caracterizar a
variagdo genética existente entre linhagens endogamicas (Stuber & Goodman, 1983; Smith et
al., 1985ab), hibridos comerciais (Smith, 1984, 1986), populagdes exoticas e de polinizagdo
aberta (Khaler er al., 1986; Smith, 1986) e colegdes de germoplasma (Goodman & Stuber, 1983;
Dobley et al., 1983).

Varios estudos tentaram relacionar dados de divergéncia genética entre linhagens
endogimicas de milho, medidos através de isoenzimas, com a performance dos respectivos
hibridos simples. Em experimentos dialélicos envolvendo linhagens selecionadas € 8 a 15 locos
isoenzimaticos, a correlagdo entre o numero de locos isoenzimaticos heterozigotos € a produgido
de hibridos ou a capacidade especifica de combinagido (CEC) dos mesmos foram positivas, mas
muito pequenas para serem preditivas (Hunter & Kannenberg, 1971; Heidrich-Sobrinho &
Cordeiro, 1975; Gonella & Peterson, 1978; Hadjinov et al., 1982). Price et al. (1986)
relacionaram a produgio de grios de hibridos simples com a heterozigosidade em 13 locos
isoenzimaticos polimoérficos. Os autores nfio encontraram uma associag@o entre performance de
cruzamento ¢ nimero de locos isoenzimaticos heterozigoticos. Lamkey et al. (1987) também
encontraram que as diferengas alélicas dos locos isoenzimaticos ndo eram preditivas da
performance dos cruzamentos. Frei et al. (1986) relacionaram dados de isoenzimas para
linhagens com “pedigrees” similares e diversos e encontraram uma associagdo entre a
dissimilaridade de dados isoenzimaticos com alta produgdo. No entanto, o valor preditivo das
linhagens avaliadas ficou restrito a linhagens com “pedigrees” similares e linhagens especificas

mostraram desvios do padrdo geral.
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Tersaé et al.(1994) avaliaram nove sistemas isoenzimaticos de 39 populagdes de
girassOis (Helianthus annuus L.) origindrias de dez paises diferentes. Nestas populagdes,
analisou-se também a capacidade de combinagio com quatro linhagens testadoras, para
produgiio, umidade e conteudo de 6leo das sementes. Quatro sistemas isoenzimaticos dentre os
demais testados, geraram a melhor discriminag@o da capacidade especifica de combinagdo com
as quatro linhagens testadoras. Dois destes sistemas (malato desidrogenase e glutamato
oxaloacetato tranéaminase) agruparam as populagdes de acordo com a origem geografica, sendo
consistentes com dados de heterose e capazes de predizer a qual grupo heterdtico cada
populagdo pertence.

Existem ressalvas quanto ao uso de descritores bioquimicos na avaliagdo das
relagdes filogenéticas entre linhagens de milho. Dados isoenzimaticos coletados para 21 locos
de 72 hibridos de milho norte-americanos revelaram associagdes que foram incongruentes com
os seus grupos heterdticos (Smith er al, 1985a). A partir de dados isoenziméticos e
cromatograficos, Smith &. Smith (1987, 1988) compararam analises multivariadas e
agrupamentos e foram capazes de distinguir subgrupos de linhagens de milho relacionadas por
“pedigree”. Entretanto, os dados isoenzimaticos foram piores estimadores das relagdes genéticas
entre linhagens elites de milho do que medidas de distincias baseadas em “pedigree” e heterose
(Smith & Smith, 1989).

Uma das maiores limitagdes dos estudos que se utilizam de isoenzimas reside no
namero limitado de locos examinados e no baixo nivel de polimorfismo existente (Melchinger
et al., 1990a). Desta forma, nio ha uma boa amostragem da variagdo genética. Este fato ¢
caracteristica intrinseca do marcador, uma vez que a eletroforese de proteinas apenas permite o

reconhecimento de polimorfismos de regifes expressas, as quais representam uma pequena
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parte do genoma, na maioria das espécies (Marshall & Brown, 1975; Edwards et al., 1987).
Além disto, um outro problema envolvendo esta classe de marcadores € a possibilidade de que
um unico gene codifique diferentes proteinas (policistronico) ou de que uma proteina seja
formada a partir de porg¢des codificadas por diferentes genes, as quais s3o unidas num Unico
produto final. De forma geral, os marcadores bioquimicos, juntamente com os moleculares, sdo
presumivelmente neutros; entretanto, casos de n3o-neutralidade foram relatados, como por
exemplo o da Adh em Drosophila (Anderson & MacDonald, 1983). Assim, ao que parece, 0 uso

deste tipo de marcadores para fins preditivos parece um tanto quanto controverso.

2.5. Marcadores genotipicos e diversidade genética
2.5.1. RFLP: principios e aplicacoes da técnica

A variagdo na seqiiéncia de DNA ¢ a base da diversidade dentro de uma espécie.
Em muitos casos, a variagdo da sequéncia ¢ fenotipicamente neutra, pois grande parte das
mutagdes que alteram a seqi€ncia de nucleotideos somente ¢ mantida durante a evolugdo
porque sdo mutagdes silenciosas, ou seja, nio causam nenhum efeito no individuo. O numero
destas variages € elevado, podendo chegar a 1 em cada 100 nucleotideos. Este tipo de variagdo
ndo esta sujeito a influéncia do ambiente, representando assim uma excelente fonte de
polimorfismo a ser explorada.

O desenvolvimento de técnicas para o estudo do DNA provocou uma verdadeira

revolug@o no campo da biossistematica, da evolugéio e da genética e melhoramento de plantas e
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animais. A grande sensibilidade destas técnicas associada a descoberta dé regides com alto grau
de variabilidade tem permitido avangos significativos para estudos de polimorfismos em
populagdes humanas com aplicagdes na clinica forense e na determinagio de paternidade.

Marcadores moleculares do tipo RFLP (“Restriction Fragment Length
Polymorphism™) apresentam heranga mendeliana, sendo em sua maioria codominantes. A
detecgdo do polimorfismo entre individuos € baseada na diferenga do tamanho do fragmento de
restrigdo, observada em autoradiogramas, apds hibridizagdo de uma membrana (Southern, 1975)
contendo o DNA digerido por uma dada enzima, com uma sonda especifica. Assim, todo
marcador molecular do tipo RFLP ¢ caracterizado por uma associagdo especifica sonda/enzima
(Souza, 1995).

A medida que enzimas de restrigdo cortam o DNA em sitios especificos,
mutagOes pontuais dentro de um sitio resultam na perda ou ganho de um sitio de
reconhecimento, gerando, nesta regido, fragmentos de restri¢do de tamanhos diferentes.
Mutagdes causadas por insergdes, delegbes ou inversdes de segmentos de DNA também podem
gerar variagdo de comprimento nos fragmentos de restri¢do (Gebhardt & Salamini, 1992).

A variagdo na seqiéncia de DNA detectada por este método foi determinada de
RFLP por Botstein er al. (1980). O fendmeno foi primeiramente descrito para linhagens
mutantes de adenovirus (Grodzicker ef al., 1974) e sua heran¢a mendeliana foi demostrada para
DNA de levedura por Peter & Botstein (1977). Entretanto, foi com estudos de genes de globinas
humanas que o potencial dos RFLPs como marcadores de dignostico se tornou evidente, atraves
da correlagdo entre uma mutagdo de um alelo especifico de B-globina e a presenga de certos

fragmentos de RFLPs (Jeffreys, 1979).
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Botstein et al. (1980) sugeriram o uso desta classe de mafcadores genéticos para
a construcdo de mapas de ligagdo altamente saturados do genoma humano. O potencial desta
estratégia para o melhoramento de plantas foi reconhecido poucos anos mais tarde (Beckmann
& Soller, 1983; Tanskley, 1983). Sugeriu-se sua aplicagdo na construgdo de mapas de ligagdo e
a utilizagdo destes mapas para a localizagdo de caracteristicas de interesse agronémico. Além
disso, os marcadqres moleculares do tipo RFLP associados a caracteristicas agronoémicas de
interesse, podem ser utilizados em programas de melhoramento, com a finalidade de monitorar
a selegdo a ser realizada (“MAS - Marker Assisted Selection”; Gimelfarb & Lande, 1994).

Burr et al. (1983) foram os primeiros a sugerirem a utilizagdo dos RFLPs para
explorar as relagdes evolutivas entre populagdes € para o estudo da similaridade entre linhagens,
permitindo, assim, a estimativa das distdncias genéticas entre elas. Hoje ha varios trabalhos na
literatura utilizando a técnica de RFLP para avaliar o polimorfismo de diversas espécies vegetais
tais como milho (Messmer ef al., 1991, 1992), aveia (Besse et al., 1994), cebola (Bark &
Harvey, 1995) e feijao (Velasquez & Gepts, 1993), entre outras. Mediante o uso deste tipo de
marcador, verificou-se o alto grau de polimorfismo intraespecifico em espécies de polinizagéo
cruzada, tais como milho (Zea mays L.), batata doce ([pomoea batata L.), e cruciferas (Brassica
campestris). Estas espécies aparentam ter maior grau de polimorfismo do que as que fazem
autofecundagdo. Gebhart & Salamini (1992) propuseram que, em milho, a presenga de
elementos de transposigdo poderia estar ampliando esta variabilidade.

Os RFLPs apresentam uma série de vantagens em relag@o a todos os outros tipos
de marcadores (morfoldgicos, citologicos ou bioquimicos) usados inicialmente: (a) os
marcadores do tipo RFLP sdo codominantes e livres de efeitos pleiotropicos; (b) ndo sdo

afetados pelo ambiente; (c) s3o praticamente ilimitados em numero; (d) t€m distribui¢do
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aleatoria no genoma e sua estabilidade independe do estagio de desenvolvimento da planta
(Evola et al., 1986; Helentjaris et al., 1985). Desta forma, eles permitem uma estimativa precisa
da distdncia genética entre genoétipos, devido a possibilidade de amostrarem o genoma uniforme

e completamente.

2.5.2. Associacdo das distancias genéticas estimadas a partir

de RFLPs com a performance de hibridos simples

Visto que a diversidade genética entre linhagens esta relacionada a produgio de
hibridos F1 e ao nivel de heterose (Moll et al., 1962,1965; Paterniani & Lonnquist, 1963), varios
estudos foram desenvolvidos com a finalidade de verificar se as distdncias genéticas estimadas
através dos dados de RFLPs estariam positivamente correlacionadas com a produgdo de graos de
hibridos F1 e/ou com o nivel de heterose para esta caracteristica. Também tem se avaliado a
utilidade destes dados para predizer a performance de hibridos simples em milho. A eficiéncia
de um programa de melhoramento de hibridos poderia ser aumentada se cruzamentos superiores
pudessem ser preditos antes da avaliagdo no campo, através da sele¢do de linhagens parentais.

Os resultados obtidos até o momento sdo conflitantes. Lee et al. (1989) avaliaram
a utilidade dos dados de RFLP para elucidar padrdes heterdticos de linhagens e hibridos simples
de milho e correlacionaram estes dados com medidas de produgdo de grdos e com a capacidade
especifica de combinagédo, obtendo correlagdes significativas para 06 dos 10 cromossomos de
milho. Melchinger er al. (1990a,b) também relataram correlagdes positivas entre medidas de
distancias genéticas estimadas por RFLPs com a performance dos hibridos F1 para a produgéo

de graos. Embora significativos, os valores ndo foram preditivos. Smith et a/. (1990) usaram 287
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combinagdes clone-enzima para determinar distincias genéticas entre liﬂhagens endogimicas de
milho relacionadas e ndo-relacionadas a linhagens elites do cinturio norte-americano. Os
autores relataram correlagdes altamente significativas entre as distincias genéticas medidas por
RFLPs com heterose (r = 0,87) e com performance dos hibridos F1 para produgio de grios (r =
0,93).

Oqtros trabalhos ndo encontraram nenhuma correlagdo direta entre heterose ou
qualquer carater agrondmico examinado com medidas de distdncia genética obtidas por RFLPs
(Godshalk er al, 1990; Dudley et al., 1991; Boppenmaier et al., 1992). Estes resultados sugerem
prudéncia na utilizagio destes dados para estimativas de produgdo de hibridos simples e de
heterose.

Varios argumentos tém sido apresentados para explicar a auséncia de correlagdo
encontrada. Entre eles estd o fato de que as sondas utilizadas ndo representem necessariamente
seqiiencias codificadoras de_ importancia para a produgio. Esta correlagdo poderia ser positiva
se as sondas utilizadas fossem reconhecidamente ligadas a locos de interesse agrondmico, tais
como QTLs (“Quantitative Trait Loci”) (Dudley et al., 1991; Melchinger et al., 1990a,b;
Godshalk er al., 1990). Embora at¢ o momento exista bastante conhecimento sobre sondas
ligadas a QTLs em milho, a questdo de como estas regides sdo reguladas € quais os genes nelas
presentes ainda permanece nio esclarecida.

Charcosset ef al. (1991) propuseram, teoricamente, a necessidade de haver um
desequilibrio de ligagdo entre o grau médio de heterozigosidade num loco marcador € num QTL
para a associagdo entre eles ocorrer. Bernardo (1992) demonstrou a necessidade de certas
condigdbes para que haja a predi¢dio efetiva da performance hibrida utilizando-se a

heterozigosidade num loco marcador: (1) fortes efeitos de domindncia; (2) as freqiiéncias
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alélicas em locos individuais nas linhagens parentais deveriafn ser negativamente
correlacionadas (comportamentos contrarios); (3) alta herdabilidade do carater agrondmico
avaliado; (4) pequena faixa de variagio da média de freqiéncias alélicas parentais; (5) 30 - 50%
dos QTLs (a0 menos) deveriam estar ligados aos marcadores moleculares € (6) ndo mais de 20 -

30% dos marcadores moleculares deveriam estar dispersos no genoma ou ligados a QTLs.
2.5.3 RAPD: principios e aplicagdes da técnica

Desde o seu desenvolvimento, a técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction” -
Saiki et al., 1988) tem revolucionado vérios ramos da Biologia Molecular. Modificagdes desta
técnica produziram uma classe especifica de marcadores moleculares dita RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA™), (Williams ef al., 1990; Welsh & McClelland, 1990).

A técnica de RAPD ¢ baseada na amplificagdo por PCR de fragmentos de DNA,
utilizando oligonucleotideos de bases aleatorias como “primers” para amplificar o DNA
gendmico. Os “primers” usados, em geral, tém de 9 a 10 pares de base (pb) de tamanho, t€m
alto conteudo de GC (guanina/citosina - de 50 a 80%) e ndo contém seqiiéncias palindromicas.
Os produtos de PCR sdo produzidos em regides do genoma flanqueadas por dois sitios que
devem estar a uma distidncia maxima de 4.000 pb, ja que este ¢ o limite para que ocorra a
amplificagdo por PCR. Os produtos de amplificagdo sdo analisados por eletroforese em géis de
agarose, corados com brometo de etideo. Pelas condigdes da reagdo de PCR, o limite do
tamanho das bandas varia de 100 a 3000 pb (Kang et al., 1993).

Num ensaio de RAPD, um tnico “primer” de DNA de sequéncia aleatoria ¢

misturado com o DNA gendmico, na presenga de uma polimerase termoestavel (7ag-DNA
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polimerase) e de um tampéo de reagdo. Na reagdo de PCR, a mistura € sﬁbmetida a varios ciclos
de desnaturagdo, anelamento e extensdo, amplificando o fragmento flanqueado pelo par de
“primers”.

Apesar da aparente facilidade de sua metodologia, a técnica requer uma
otimizagdo empirica entre uma dada combinagdo DNA molde - “primer”, o que pode ser
problematico devido 4 uma série de variaveis a serem consideradas: (a) temperatura de
anelamento; (b) durag¢do da desnaturagio; (c) intervalos de anelamento e extensdo; (d) qualidade
e concentragdo de DNA; (e) concentragdo de magnésio (cofator da enzima); (f) concentragdo da
polimerase; (g) seqiiéncia do “primer” e (i) termociclador. Recentemente, Schweder et al.
(1995) indicaram também o efeito do intervalo de transi¢do entre a temperatura de desnaturagdo
e a temperatura de anelamento.

Marcadores do tipo RAPD sdo herdaveis e de carater dominante, em sua maioria.
Os polimorfismos podem ser devido a alteragdes de uma tnica base, delegdes nos sitios dos
“primers” ou inser¢des que aumentem a distdncia entre os sitios de anelamento dos “primers”
acima de 3000 pb. A freqiiéncia de polimorfismos varia de 2,5 bandas/”primer” em Neurospora
para 0,5 banda/“primer” em milho (Kang et al, 1993). Os polimorfismos geralmente sdo
reconhecidos pela presenga de um fragmento amplificado em um dos genétipos em relagéo a
auséncia deste mesmo fragmento em outro gendtipo. A reagdo de amplificagdo € repetida com
varios “primers” diferentes em condigdes que resultem na produgdo de varias bandas para cada
“primer”. Um unico “primer” pode identificar varias marcas, cada uma representando um loco

(Williams et al., 1993).
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Esta técnica distingue-se da técnica de RFLP pela sua fapidez e facilidade de
trabalho, ja que ndo envolve hibridiza¢do ou radioatividade. Além disto, utiliza uma quantidade
bem menor de DNA (10 - 50 ng) do que a técnica de RFLP (2 - 10 pg) (Waugh & Wayne, 1992).

Ragot & Hoisington (1993) compararam trés protocolos de marcadores
moleculares: c-RFLPs (¢ = quimioluminescente), r-RFLPs (r = radioativos) € RAPDs quanto ao
custo e tempo requerido. Os experimentos de avaliagdo foram feitos com milho. O aumento do
custo total com aumento do niamero de individuos e dos marcadores analisados foi maior para
RAPDs do que RFLPs. Entretanto, RAPDs foram os de maior eficiéncia e custo para estudos
envolvendo pequenos tamanhos de amostra, enquanto os RFLPs mostraram vantagem para
grandes tamanhos de amostra. c-RFLPs requiseram menos tempo do que r-RFLPs (pelo menos
de exposi¢do).

Recentemente, Michelmore (1991) mostrou que o perfil de bandas de RAPD
ligado a um carater de interesse poderia ser facilmente identificado usando-se duas amostras de
DNA: uma, de individuos qué expressem o carater e outra, de individuos que ndo o expressem.
Qualquer polimorfismo entre os dois “pools” deveria estar ligado ao carater. Os marcadores
identificados como polimorficos nos “pools”, poderiam ser confirmados quanto a sua co-
segregacdo com o carater, através de sua analise na populagdo segregante. Esta técnica foi
denominada de “Bulk Segregant Analysis” e hoje ¢ amplamente usada para mapear caracteres
simples com marcadores do tipo RAPD (Rafalski & Tingey, 1993).

Uma vez que um marcador ligado a um carater ¢ encontrado, € relativamente
simples transformar a técnica de RAPD em outro ensaio de PCR mais reprodutivel, pelo uso de:
AS - PCR (“Allele - Specific PCR”- Wu er al., 1989), Ligagdo Alelo Especifica (Nickerson et

al., 1990) ou SCAR (“Sequence - Characterized Amplified Region”- Paran & Micheimore,
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1993). Outras técnicas que também sdo utilizadas atualmente para avaliar a divergéncia na
seqiiéncia de DNA sdo a de SSCP (“Single - Strand Conformational Polymorphism Assay™-
Masato et al., 1989) e DGGE (“Denaturating Gradient Gel Eletrophoresis”- Myers et al., 1987),
as quais podem ser aplicadas a produtos individuais de amplificagdo derivados de bandas de
RAPD. Os microssatélites, que revelam o polimorfismo no nimero de pequenas repeti¢des em
“tandem”, tém sido utilizados mais recentemente para acessar a diversidade de genomas de
eucariotos (Rafalski & Tingey, 1993).

Entre as principais aplicagdes do RAPD estdo o “fingerprint” (Welsh &
McClelland, 1991; Lanham et al., 1995), o mapeamento genético (Ruter et al., 1992; Binelli &
Bucci, 1994; Plomion ef al., 1995) e a tipagem molecular de genotipos e de espécies para estudo
de genética de populagdes, melhoramento e biossistematica (Halward et al., 1992; Huff et al.,
1993; Hilu, 1995).

Assim, na clinica médica, a técnica de RAPD tem sido utilizada para distinguir
isolados clinicos de microrgénismos patogénicos, como é o caso de Heliobacter pylori, bactéria
associada 4 etiologia de carcinomas gastricos: 64 isolados puderam ser diferenciados com um
{inico “primer”, sugerindo a existéncia de um elevado nivel de diversidade genética dentro desta
espécie (Akopyanz et al., 1992).

Na sistematica de fungos patogénicos, a identificagdo da variabilidade genética €
feita segundo padrdes de morfologia e de comportamento fisiologico do fungo. Entretanto, estas
abordagens nfio sdo suficientes para a correta identificagdo de especies patogénicas, o que €
essencial para o estabelecimento de espécies, variedades e isolados de fungos entomo- ou
fitopatogénicos como por exemplo Leptosphaeria (Goodwin & Annis, 1991) e Fusarium

(Crowhurst er al., 1991).
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Na sistematica de insetos, a diagnose de espécies e a filogenia de um grupo de
coledpteros (Ips grandicollis) foi feita com base em dados de RAPD. As espécies tém
morfologia muito semelhante e sfo simpétricas; logo, o diagnostico por DNA resolveu o
problema. A filogenia conseguida foi congruente com a reconstrugio por dados de isoenzimas
(Cognato et al., 1995). Também, utilizou-se a técnica de RAPD para diferenciar espécies de
tragas (Lepdoptera: Plutellidae) suceptiveis ou resistentes & Bacillus turingensis (Heckel et al.,
1995).

Em plantas, os RAPDs tém sido utilizados para detectar variagdo genética intra-
especifica (Williams et al., 1990; Welsh et al., 1991; Caetano-Anollis ef al., 1991; Hu & Quiros,
1991; Kazan et al., 1992; Chalmers et al., 1994; Abdelnoor et al., 1995), para a avaliagio
comparativa da variabilidade inter- e intra-especifica (Huff er al., 1993; Haley et al., 1994), para
a determinagdo da variabilidade genética de plantas micropropagadas in vitro (Martin & Pérez,
1994; Consoli, 1995), para descarte de hibridos somaticos, como € o caso de hibridos de batata
gerados por fusdo de protopléstos (Newburry & Ford-Lloyd, 1993), para a construgdo de mapas
genéticos (Carlson er al., 1991; Klein-Lnakhorst et al., 1991; Michelmore er al., 1991,
Giovannoni ef al., 1991; Reiter et al., 1992; Al-Janabi et al., 1993) e para avaliar o fluxo génico
entre espécies (Amold ef al., 1991). A técnica também tem sido utilizada na determinagdo de
parentais (Welsh ef al., 1990), com propésitos de classificagdo e sistematica (Honeycutt er al.,
1992; Khider, 1994) e para descarte de contaminantes em progénies de cruzamentos controlados
em espécies florestais (Roy ef al., 1992).

Abdelnoor et al. (1995) utilizaram a técnica de RAPD para avaliar a diversidade
genética entre 38 cultivares de soja brasileiros (Glycine max L. Merrill). A analise possibilitou a

separa¢do dos cultivares em cinco grupos distintos, baseados nas distdncias genéticas entre eles.
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Comparagdes entre os dados de RAPD e os dados de “pedigree” para estes mesmos cultivares
foram coerentes na maioria dos casos. Os autores recomendaram o uso da técnica de RAPD
como uma poderosa ferramenta para o estudo da diversidade genética entre individuos da
mesma especie.

Huen & Helentjaris (1993) analisaram a heranga de RAPDs em hibridos F1 de
milho. Usando 21 “primers”, eles obtiveram um total de 140 fragmentos diferentes para a
presenga/auséncia e para a intensidade de variagdo. Considerando todos os genétipos analisados,
20,7% apresentaram fragmentos nao-polimorficos, enquanto 31,1% foram polimoérficos,
indubitavelmente, distintos pela simples presenga e auséncia de um fragmento especifico dos
genotipos das linhagens. Por outro lado, 42,7% foram polimorfismos quantitativos os quais
tiveram variagdo de intensidade do fragmento. Os autores atribuem parte desta diferenciagdo de
intensidade a um padrdo intermediario entre os padrdoes dos parentais (domindncia parcial).
Davis er al. (1995) identificaram dez marcadores codominates (de 300 a 1350 pb) no
mapeamento de populagdes de Cicer arietum L. e Fragaria vesca L. Atribuiram este fendmeno
a presenga de banda heteroduplex (ndo-parental), migrando mais vagarosamente que as outras,
presente em individuos heterozigotos. Sugeriram que uma mistura de DNAs dos parentais antes
da reagdo de PCR (“Template mixing”) poderia propiciar a geragdo de uma banda ndo-parental.
Existem outros relatos a cerca deste fendomeno (Hunt & Page, 1992; Aylife er a/., 1994). Assim,
ao que parece, o “dogma” de que RAPDs sdo exclusivamente marcadores dominantes parece
estar sendo abalado pela descoberta de bandas ndo-parentais, ainda que ocasionais. E claro que
a visualizagdo da codominincia é ainda um fenémeno raro em RAPDs quando comparado &

RFLPs, e requer estratégias especiais de otimizag¢éo como o “Template mixing”.
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Varios trabalhos propuseram-se a fazer estudos comparativos entre isoenzimas,
RFLPs ¢ RAPDs, com a finalidade de avaliar a utilidade de cada tipo de marcador na
determinagdo de relagdes genéticas entre diferentes espécies (Liu & Furnier, 1993; Thormann et
al., 1994; Halldén et al., 1994; Heun et al., 1994, Baruffi et al., 1995; Vicario et al., 1995).

A variagdo genética em locos isoenzimaticos foi examinada nas espécies Populus
tremiloides (A) e Populus grandidentata (B) (Liu & Furnier, 1993). Os resultados de RFLPS
foram consistentes com o de isoenzimas, de forma que a espécie (A) teve maior variabilidade
genética do que a espécie (B). Os padrées de RAPD, em ambas as espécies, mostraram maior
variabilidade do que as estimativas de outros marcadores. Entretanto, os RAPDs se adequaram
plenamente ao “fingerprinting” dos individuos. Heun er al. (1994) comparando dados de
isoenzimas ¢ RAPDs a fim de determinar as relagdes genéticas entre acessos de aveia (Avena
sterilis L.) mostraram que, embora a correspondéncia entre os elementos das matrizes de
distdncias para os dois marcadores tenha sido moderada, as relagdes entre os acessos,
representadas pelos agrupamentos e pelo método de ordenagdo, foram de consideravel acordo.
Os autores afirmaram que a andlise dos dados de RAPD resultou numa separagdo mais
definitiva dos acessos. Também dados de RAPD para isolados de Giardia duodenalis se
correlacionaram significativamente com dados isoenzimaticos para os mesmos isolados
(Morgan et al., 1993). A diferenciagdo de 16 eco-espécies de arroz (Oryza sativa L.) utilizando a
técnica de RAPD se mostrou de acordo com dados anteriores de isoenzimas e de RFLPs
(Fukuoka et al., 1992).

Thormann et al. (1994) compararam a eficiéncia de marcadores do tipo RFLP e
RAPD para estimar relagdes filogenéticas entre e dentro de espécies cruciferas (Brassica sp.,

Raphanus sativus). Baseados em comparagdes entre as matrizes de similaridade genética e
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valores cofenéticos, os marcadores do tipo RAPD foram muito similares aos do tipo RFLP para
estimar relagdes genéticas intraespecificas. Entretanto, a nivel interespecifico, os autores
encontraram diferencas entre estes dois tipos de marcadores, de forma que, a este nivel, os
RAPD:s pareceram ser menos confiaveis do que os RFLPs. Este fato deve-se a amplificagdo, em
individuos diferentes, de fragmentos que possuem 0 mesmo tamanho mas nio correspondem ao
mesmo loco, ou seja, ndo sdo homologos. Os autores descartaram a possibilidade da presenga de
DNA mitocondrial e de cloroplasto poderem estar contribuindo para as diferengas entre os

dendrogramas obtidos por RAPDs e por RFLPs.

2.5.4. Associacdo das distincias genéticas estimadas a partir

de RAPDs com a performance de hibridos simples

Ha poucos trabalhos na literatura que relatem o uso da técnica de RAPD para
avaliar as distincias genéticas de espécies vegetais, com a finalidade de correlacionar estas
estimativas com dados de performance de hibridos simples ou de heterose. Jain er al. (1994)
exploraram o potencial dos ensaios de RAPD para avaliar as relagdes de genotipos de Brassica
Juncea de diversas origens geograficas e para predizer a performance dos hibridos F1. Embora
nenhuma correlagfio direta tenha sido encontrada entre as medidas de distancia genética e o grau
de heterose, os autores encontraram que 90% dos cruzamentos entre genotipos indianos ¢
exoticos tiveram performance de grios acima da média. Assim, defenderam o uso da técnica de
RAPD para alocar genotipos de origem desconhecida para grupos heteroticos ja estabelecidos,
mas sugeriram cautela quanto a utilizagdo das distdncias genéticas baseadas unicamente em

dados de RAPD para predizer a performance hibrida.
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Desta forma, até o presente momento, o trabalho, que foi objeto desta tese, é
pioneiro na investigacdo das distdncias genéticas através de dados de RAPD com linhagens
endogimicas de milho (Zea mays L.) visando correlacionar estas medidas com dados de

performance dos respectivos hibridos simples.



(OBJETIVOS)
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

3.1.1. Conhecimento mais profundo sobre a diversidade genética existente em duas populagdes
tropicais de milho (BR-105 ¢ BR-106), de importincia em programas de melhoramento no

Brasil;

3.1.2. Predigdo da heterose antes da analise de hibridos simples no campo, reduzindo assim,

recursos e esfor¢os alocados na fase de avaliag@o dos hibridos;

3.2. Especificos

3.2.1. Avaliar o polimorfismo entre linhagens obtidas de duas populagdes divergentes através de

marcadores moleculares do tipo RAPD;

3.2.2. Estimar as distdncias genéticas entre estas linhagens.

3.2.3. Examinar a correlagido entre as distdncias genéticas (estimadas a partir da diversidade
detectada por RAPDs) entre as linhagens, com a performance para produgdo de grdos, altura de
planta e de espiga medida para seus respectivos hibridos simples e para a heterose medida para

cada uma destas caracteristicas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal:

Foram utilizadas 18 linhagens endogdmicas (S3) de milho (Zea mays L.), obtidas
no programa de melhoramento desenvolvido pelo professor Dr. Claudio Lopes de Souza Jr., do
Departamento de Genética da ESALQ/USP. Oito destas linhagens sdo provenientes de uma
populagdo tailandesa, que foi trazida para o CIMMYT (México) e depois, para o Brasil (BR-
105), enquanto que as outras dez restantes sdo originadas de uma populag@o brasileira (BR-106)
(Tabela 01). BR-105 e BR-106 sdo populagdes liberadas pelo Centro Nacional de Pesquisa de
Milho e Sorgo - EMBRAPA - Sete Lagoas - M.G.

A populagio BR-106 foi obtida pelo intercruzamento das populagdes
Centralmex, Maya e Composto Dentado € o material resultante foi cruzado com BR-108, uma
populagdo de porte baixo e ciclo precoce. A populagdo BR-106, portanto, apresenta porte baixo
e grios dentados amarelos.

A populagdo BR-105, originalmente denominada “Suwan-DMR”, foi obtida na
Tailandia, através de selegdo recorrente com progénies S1, utilizando-se alta intensidade de
selegdio. Apresenta porte baixo, ciclo precoce e graos duros alaranjados.

Por ser resultante de cruzamentos entre populagdes € compostos, BR-106 ¢
considerada uma populag@o de alta variabilidade genética, enquanto que BR-105, por ter sido
submetida a selegdo recorrente com progénies S1 e alta intensidade de sele¢do, pode ser

considerada um sintético que apresenta menor variabilidade genética em relagdo a BR-106
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(Souza Jr. et al., 1993). Estas populagles apresentam, em cruzamento, elevados valores de
heterose, o que as aloca em grupos heteréticos distintos (Souza Jr. et al., 1993; Naspolini F.° et

al., 1981).

4.2, Avaliacoes de campo

Das populagdes BR-106 ¢ BR-105, foram selecionadas 10 ¢ 08 linhagens
endogémicas, respectivamente, as quais foram cruzadas entre si num esquema dialélico, gerando
80 hibridos simples. Estes hibridos foram avaliados em latices 10 x 10, em trés locais, com duas
épocas de plantio por local € duas repeti¢des por experimento, em 1993/1994. Foram incluidas
20 testemunhas para completar os cem tratamentos. As parcelas foram constituidas de 3,6 m de
comprimento, espagadas de 0,90 m entre linhas e 0,20 m entre plantas dentro de linhas, com um
total de 20 plantas por parcéla apos o desbaste. Tomaram-se dados de produgéio de grdos por
parcela, sendo estes transformados em toneladas por hectare (t/ha), altura da planta (cm/planta)
e altura da espiga (cm/espiga) de cinco plantas tomadas aleatoriamente por parcela.
Simultaneamente, as linhagens foram avaliadas nas mesmas condi¢des que os experimentos dos
hibridos em blocos casualizados. De posse dos valores médios das linhagens e seus respectivos
hibridos, estimaram-se os valores de heterose para cada cruzamento como: h = FI - (1/2) (L1 +
L2), onde L1 e L2 sdo os valores das linhagens parentais, e '/ corresponde ao valor do hibrido
entre as duas linhagens. Foram também avaliados em blocos casualizados (nas mesmas
condigbes acima descritas) os hibridos simples intrapopulacionais, isto €, resultantes dos

cruzamentos de linhagens oriundas da mesma populagéo.
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A instalagdo dos experimentos de campo, bem como a tomada de dados, foram
realizadas pelo Prof. Dr. Claudio Lopes de Souza Jr., na Estagdo Experimental do Departamento

de Genética da ESALQ-USP, Piracicaba, SP.

4.3. Métodos
4.3.1. Coleta e preparo do material vegetal

Vinte sementes de cada linhagem foram plantadas em casa-de-vegetagdo
(Departamento de Genética da ESALQ/USP, Piracicaba, S.P.), no primeiro semestre de 94,
tendo recebido adubagdo adequada. Plantas, com cerca de 05 semanas de crescimento, tiveram
suas folhas coletadas e colocadas rapidamente em gelo, trazidas para o CBMEG/UNICAMP
onde foram congeladas em nitrogénio liquido. Em seguida as folhas congeladas foram
liofilizadas (72h, -60°C, 05 a 10 microns de Hg), moidas num moinho mecanico (Ciclotec-1093
Sample Mill, Tecator), acondicionadas em frascos plasticos hermeticamente fechados e
armazenadas em freezer - 20°C.

Para cada linhagem foram misturadas quantidades iguais de folhas de dez
plantas, em média, (“bulk”) no momento da coleta do material. Desta forma, cada uma das
dezoito amostras era constituida da mistura de, pelo menos, 10 plantas da linhagem. Este
procedimento foi adotado para evitar que polimorfismos dentro de uma linhagem, pudessem

interferir nos resultados de diversidade entre as linhagens.



Tabela 1. Linhagens endogidmicas de milho (Zea mays L.),
seus cddigos de uso, nomenclatura e populagdo

de origem.

CODIGO DE USO NOMENCLATURA ORIGEM

01 05-01.4B BR-105
02 05-05.24 BR-105
03 05-17.14 BR-105
04 05-18.64 BR-105
05 05-19.1B BR-105
06 05-23.2B BR-105
07 05-33.5B BR-105
08 05-34.2B BR-105
09 06-03.5B BR-106
10 06-06.34 BR-106
11 06-08.14 BR-106
12 06-08.24 BR-106
13 06-14.4B BR-106
14 06-24.7B BR-106
15 06-28.14 BR-106
16 06-29.7B BR-106
17 06-37.5B BR-106

18 06-44.1B BR-106
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4.3.2. Extracdo do DNA gendomico

DNA gendmico foi isolado de acordo com Hoisington et al. (1994). Adicionou-se
9,0 ml de tampdo de extracdo CTAB (100 mM Tris-7,5, 700 mM NaCl, 50 mM EDTA-8,0, 140
mM BME, 1% CTAB) quente (65°C) a 300 mg de tecido liofilizado ¢ moido em tubos de
propileno de 15,0. ml para centrifuga. O tecido foi homogeneizado com tampédo de extragio,
com auxilio de bastdo de vidro e também através de inversdes suaves e, em seguida, incubado
por 60 minutos a 65°C com agitagdo a cada 15 minutos. Apds serem removidos do banho,
esperou-se 4 a 5 minutos e adicionou-se 4,5 ml de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) a cada
tubo. A mistura foi conseguida através inversdo suave por 5 a 10 minutos.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 2.500 rpm. A
fase aquosa foi transferida para novos tubos de 15 ml. Repetiu-se a extragdo com cloroférmio/
alcool isoamilico (24:1). O Sobrenadante foi transferido para novos tubos de 15 ml contendo
25,0 ul de RNase A a 10,0 mg/ml. A solugdo foi misturada através de lentas inversdes e 0s tubos
foram incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Um total de 6,0 ml de isopropanol foi adicionado a cada tubo € misturado por
inversdes suaves. O DNA precipitado de cada linhagem foi removido com o auxilio de “anz6is”
construidos utilizando-se pipetas Pasteur.

O DNA foi recuperado, colocado em tubo plastico de 5,0 ml, contendo 3,0 ml de
solugdo “Wash 1” (76% EtOH; 0,2M NaOAc) onde permaneceu em imersdo por 20 minutos.

Em seguida, o DNA foi transferido para outro tubo de 5,0 ml, brevemente lavado

em 2,0 ml de solugdo “Wash 2” (76% EtOH, 10mM NH,OAc) e transferido para novo tubo
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contendo 1,0 ml de TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0). O DNA de cada linhagem
permaneceu neste tubo “overnight”, sob agitagdo lenta para sua ressuspensio completa. Em
seguida, foi realizada uma extragdo com fenol para se obter uma maior pureza de DNA, fator
crucial para um bom desempenho das reagdes de amplificagdo. Adicionou-se a0 DNA de cada
linhagem 1,0 ml de fenol equilibrado (0,1 mM Tris-HCI, pH 8,0 € 0,2% [B-mercaptoetanol). Os
tubos foram centrifugados (10 min., 2.500 rpm) e o sobrenadante foi transferido para novo tubo.
Foi feita uma nov.a extragdo de cada DNA com 1,0 ml de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).
Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para um tubo novo, sendo precipitado por
adicdo de 50,0 pl de NaCl 5M e 2,5 ml de etanol absoluto. A solugdo foi misturada através de
inversdes e 0 DNA precipitado foi removido com o auxilio de um bastdo de vidro. Novamente,
foram feitas lavagens em solugio de “Wash 1” e “Wash 2”, tal como previamente descrito.
Finalmente, tendo atingido maior grau de pureza, 0 DNA foi ressuspendido
“overnight” em TE, sob agitagdo lenta, & temperatura ambiente. O DNA obtido foi quantificado

e diluido para utilizag@io nas reagdes de RAPD.
4.3.3. Quantificacao do DNA

Inicialmente, 0 DNA de cada uma das linhagens foi quantificado em
espectrofotdmetro (Beckman - Du-65 Spectrophotometer) obtendo-se uma estimativa grosseira
de sua concentragio. Mediante esta primeira estimativa, aliquotas de 10,0 ul foram retiradas de
cada amostra e diluidas 2 uma concentrago estimada de “40,0 ng/ul”. Aliquotas de 5,0 ul (200
ng) retiradas das solugdes de “40,0 ng/ul” migraram em gel de agarose 0,8% ao lado de um

padriio de concentragdo de DNA, construido a partir d¢ DNA de fago A, numa gama crescente
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de 50 a 300 ng. Mediante comparagdo visual da intensidade das bandas do DNA das amostras €
dos padrdes, novas concentragdes foram estimadas. O processo de quantificagdo foi repetido
com o DNA de cada linhagem até se ter certeza de suas respectivas concentragfes. Uma
dilui¢do de 2,5 ng/ul (aproximadamente 300 pl) foi feita e novas aliquotas foram migradas em
gel junto com o padrdo de concentragio de DNA. Uma vez verificado que as diluigSes estavam
corretas, foram feitas novas diluigdes para um volume final de 4,0 ml a fim de serem usadas ao
longo de todo og experimentos de RAPD. As diluigdes finais foram feitas em “tampdo de
dilui¢do de DNA”, contendo apenas 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) € 0,2 mM de EDTA (pH 8,0) ao
invés de TE, ja que este altimo contém uma concentragdo muito alta de EDTA. O EDTA ¢ um
agente quelante que, em excesso, interfere na reagdo de amplificagéo.

O DNA, tanto no estoque concentrado como diluido, foi armazenado a 4°C sendo

periodicamente requantificado para avaliar possivel degradagéo.
4.3.4. Condicoes de Amplificagio

As reagdes de amplificagdo foram realizadas como descrito por Williams er al.
(1990) com pequenas modificagdes. As amplificagdes foram efetuadas num Termociclador 480
(Perkin Elmer). Uma desnaturagfo inicial do DNA foi conduzida a 94°C por 5 minutos; esta
etapa foi seguida por 45 ciclos de amplificagdo (94°C, 1 min - desnaturagao; 35°C, 1 minuto -
anelamento; 72°C, 2 minutos- extensio). Ao final dos 45 ciclos, adicionou-se um passo final de
extensdo (7 minutos a 72°C), seguido de um passo de incubagio ( 15°C, ).

As reagdes foram realizadas em 25,0 ul contendo 0,2 uM de “primer” (Kits

Operon, Technologies Inc.- Alameda, CA), 2,0 unidades de Tag-DNA polimerase (Gibco BRL-
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50/ul), 2,5 ul de tampido 10X fornecido pelo fabricante (200 mM Tris-HCl, pH 8.4 ¢ 500 mM
KCL), 0,1 mM de cada dNTP e 3,0 mM de MgCl,. A quantidade de DNA utilizada foi de 25 ng
para cada linhagem. Todas as reagdes foram feitas com repetigdes.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em géis de agarose
1,5% usando tampdo TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM Acido Boérico e 2 mM EDTA dissodico) e,
como marcador de peso molecular, foi usado o DNA do fago ¢x174 digerido com Haelll €
misturado ao DNA do fago A digerido com Hindlll. Os géis foram corridos a uma taxa inferior a

3 V/cm, corados com brometo de etideo e fotografados com maquina polaréide sob luz UV.
4.3.5. Andlise dos dados moleculares

A analise dos dados foi realizada, a partir da leitura dos géis, comparando o perfil
de bandas amplificadas com um mesmo “primer” para as diferentes linhagens endogamicas de
milho. Os registros foram tomados de acordo com a presenga ou auséneia (1 ou O,
respectivamente) de cada banda de DNA reprodutivel com o mesmo peso molecular. Os dados
foram organizados numa matriz binaria, sendo que as linhagens endogdmicas constituiram as
colunas da matriz, enquanto os dados referentes a presenga ou auséncia de bandas, obtidos a
partir de todos os produtos de amplificagdo gerados pelos “primers”, foram organizados como
linhas da respectiva matriz.

Coeficientes de similaridade entre todas as linhagens foram gerados a partir da

matriz binaria (Anexo I) de acordo com Jaccard (1908): onde a = numero de

coincidéncias positivas, b = numero de bandas que estdo simultaneamente presentes na
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linhagem i e ausentes na linhagem i’, ¢ = numero de bandas que estdo simultaneamente
presentes na linhagem i’ e ausentes na linhagem i, » = tamanho total da amostra (a + b + ¢ + d),

e d = numero de coincidéncias negativas, sendo:

i\i’ 1 0
1 a b
0 c d

onde: 1 e 0 referem-se a presenga ou auséncia de bandas, respectivamente nas linhagens i e i”.

Como pode ser visto através da formula, o coeficiente de Jaccard exclui a dupla
auséncia de bandas de mesmo peso molecular como um fator que assemelharia duas linhagens
(Jaccard, 1908). Outros coeficientes (Anexo A) usados para estimar semelhanga para variaveis
dicotdmicas como o de Coincidéncia Simples (“Simple Matching”) consideram “d”
(coincidéncia de zeros). Além disso, o coeficiente de Jaccard em relagdo ao de Dice (Dice,
1945) ndo da peso duplo .para as coincidéncias positivas o que, no caso de linhagens
endogimicas, poderia superestimar a similaridade entre duas linhagens. Tanto o coeficiente de
similaridade de Jaccard quanto o de Dice foram testados com os mesmos conjuntos de dados.
As matrizes de parecenga ou similaridade foram utilizadas para a construgdo de dendrogramas
através de métodos de agrupamento.

Um numero aleatorio e crescente de bandas polimorficas (50, 98, 150, 190, 215 ¢
262 bandas) foi utilizado para construir dendrogramas sucessivos, com o objetivo de avaliar as
mudangas nos agrupamentos com o acréscimo de bandas, e de acompanhar a “estabilidade™ dos
agrupamentos gerados. O método de médias das distancias ou UPGMA (“Unweighted Pair-

Group Method with Arithmetical Averages™) foi utilizado para a construgdo dos agrupamentos.
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Este ¢ um processo hierarquico, onde a cada passo diminui-se uma dimensdo da matriz de
similaridade através da unido dos pares mais semelhantes, até se reunir todos os pontos em um

unico grupo (Bussab et al., 1990).
4.3.6. Coeficiente de correlacdo cofenética (rcos)

Como um indicativo quantitativo do desempenho da analise de agrupamento,
utilizou-se o coeficiente de correlagdo cofenética, computando uma correlagdo entre os
correspondentes elementos da matriz de similaridade original e a matriz de similaridade gerada
por um método de agrupamento hierdrquico, dita matriz cofenética. Este coeficiente
inicialmente proposto para avaliar a concordancia entre um agrupamento obtido e sua estrutura
original, passou a ser empregado, posteriormente, como um método de avaliag@o para diferentes
agrupamentos obtidos a partjr do mesmo conjunto de dados (Bussab er al., 1990). Quanto mais
proximo da unidade, melhor ¢ a representa¢do do coeficiente; quanto mais proximo de zero,
pior. Entretanto, a interpretagdo do quanto significa um coeficiente de correlagdo cofenética
entre duas variaveis (alto/baixo), depende da area de estudo e da natureza dos dados. Pode-se
dizer que um valor em torno de 0,8 pode ser considerado um bom ajuste (Bussab er al., 1990).

Rholf (1992) apresentou uma sugestdo para interpretagdo do grau de ajuste destas medidas:
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Nivel Interpretagdo
0,9 < reof Muito Bom
0,8 <rees<0,9 Bom
0,7 <res< 0,8 Regular
Ieor < 0,7 Péssimo

Rholf & Fisher (1968) mostraram que os procedimentos estatisticos normais ndo
podem ser utilizados para testar a significancia deste tipo de correlagdo ja que uma matriz €
construida a partir de outra. Estes autores também demonstraram que a maioria das correlagdes
cofenéticas encontradas s3o em geral significativas.

Correlagdes cofenéticas foram calculadas para os sucessivos dendrogramas
obtidos tanto com o coeficiente de similaridade de Jaccard (Jaccard, 1908) quanto com o de
Dice (Dice, 1945). Os resultados foram utilizados para sustentar as escolhas do melhor

coeficiente e do agrupamento mais “estavel”.

4.3.7. Analise multivariada

Complementando a andlise de agrupamento dos dados, utilizou-se 0 método de
ordenacdo de coordenadas principais calculadas a partir da matriz de similaridade original.

Entre os métodos de ordenagdo estdo o de componentes principais (PCA -
Pearson, 1901; Hotelling, 1933,1936) € o de coordenadas principais (PCO - Gower, 1966). A
analise dos dados através da ordenagdo consiste em transformar um conjunto original de

variaveis em outro conjunto de dimensdo equivalente, mas com propriedades importantes, que
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sdo de grande interesse em certos estudos de methoramento. Cada coor&enada principal € uma
combinacdo linear das variaveis originais. Além disso, s3o independentes entre si e estimadas
com o proposito de reter, em ordem de estimagdo, 0 maximo da informagdo, em termos de
variagdo total, contida nos dados iniciais (Manly, 1994). Quando as dissimilaridades sdo
medidas em termos de distincias euclidianas, a analise de componentes principais eqiiivale & de
coordenadas principais (Dunn & Everitt, 1982).

De forma geral, a viabilidade de utilizar coordenadas principais em estudos de
divergéncia genética depende da possibilidade de resumir o conjunto de varidveis originais em
poucas coordenadas, o que significa ter uma boa éproximac;ﬁo do comportamento dos
individuos (progenitores), oriundo de espago n-dimensional (n = numero de caracteres
estudados) para um espago bi- ou tridimensional, simplificando a interpretagdo dos resultados.

Cada coordenada explica um percentual da variagdo total e as duas primeiras
coordenadas sdo utilizadas quando elas envolvem pelo menos 80% da variagio total (Cruz &
Regazzi, 1994). No caso deste limite ndo ter sido atingido nas duas primeiras coordenadas, a
analise é complementada com a dispersdo grafica em rela¢do ao terceiro € quarto eixos.

Utilizou-se, para fim de analise das similaridades das 18 linhagens endogamicas,
um sistema de trés coordenadas principais. Todas as analises dos dados moleculares foram
obtidas utilizando-se o pacote de analise estatistica NTSYS (“Numerical Taxonomy and

Multivariate Analysis System”), versdo 1,70 (Rholf, 1992).
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4.3.8. Correlacdo dos dados moleculares (genéticos) com os

dados de performance dos hibridos simples

Distancias genéticas (GD) foram calculadas a partir das medidas de similaridade
(GS) como: GD = 1 - GS. As distincias genéticas para cada par de linhagens endogamicas
foram correlacionadas com os seguintes caracteres de interesse agrondmico, bem como com a
heterose avaliada para cada uma destas caracteristicas:
e Produciio de graos (t/ha); e Altura de planta (cm/planta); e Altura de espiga (cm/planta).
O coeficiente de correlagdo utilizado foi o linear (p) e sua estimativa foi indicada
por 1, calculado pela férmula:

T XY - (X)XY)
r= N ,onde X e Y sdo as variaveis e r varia de [+1,-1].

2 (TX) 2 (XY)
lex SECS Y =]

Inicialmente, as distAncias genéticas obtidas para todos os pares de linhagens
endogamicas foram correlacionadas com os dados de campo obtidos para os respectivos
hibridos. Depois, outra metodologia foi adotada mediante a separagdo das distancias genéticas
de acordo com o padrdo de agrupamento observado no dendrograma final e com o método de
ordenagdo. As linhagens 01 e 16 foram excluidas do calculo das correlagbes entre grupos,
devido a falta de registros de campo apropriados para o cruzamento destas linhagens com outras
num mesmo conjunto de experimentos. Ainda, para o calculo da correlagdo entre os grupos GI x

GII1, foi também desconsiderado o par de linhagens irmis 12 x 11.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise molecular via RAPD

5.1.1. Otimizacdo das condicoes de amplificacdo

O DNA gendmico da linhagem 01 de milho foi escolhido para a otimizagdo das
condi¢des de amplificagdo. Foram avaliadas concentragdes de 10 ng, 20 ng, 30 ng, 40 ng e 50 ng
(com trés repetigdes para cada) utilizando o “primer” OPB-01 (GTTTCGTCC) e 2,0 unidades
(U) de enzima (Figura 1A). O perfil de bandas gerado foi o0 mesmo de 10 ng a 30 ng,
apresentando alteragdo com o aumento da quantidade de DNA (perda de bandas de alto peso
molecular). Desta forma, estabeleceu-se a concentragdo 6tima de trabalho como sendo 25 ng de
DNA/25 pL de reagéio de amplificagdo. Foram feitas sempre duas amplificagdes com a mesma
quantidade de DNA (25ng) para cada linhagem e apenas as bandas reprodutiveis nas duas
repetigdes foram selecionadas e interpretadas como marcadores polimorficos.

Reagdes com esta quantidade de DNA foram desenvolvidas avaliando-se 2,0 e
3,0 unidades de enzima (Figura 1B). Foi encontrado um perfil reprodutivel de bandas com 2,0 U
tendo-se adotado esta concentragdo para as demais amplificagdes. Em seguida, foram avaliadas
diferentes concentragdes de magnésio (2,5 mM, 3,0 mM, 3,5mM, 4,0 mM e 4,5mM). O melhor
padrio de bandas foi obtido com 3,0 mM (Figura 1C). Um aumento na concentragido de

magnésio produziu bandas menos reprodutiveis. Isto é esperado ja que a concentragdo de ions
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magnésio afeta, entre outras coisas, o anelamento dos “primers”, a dissociagdo das fitas € a

especificidade do produto final (Innis & Gelfand, 1990).
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Figura 1A-B-C: (A) Efeito da quantidade de DNA (10, 20,30,40 e 50 ng) sobre o perfil de RAPD
da linhagem 01 com o "primer" OPB-01 e com 2.0 unidades (U) de enzima, (B) Efeito da
quantidade de enzima (2,0 e 3.0 U) sobre o perfil de RAPD da linhagem 01 com o "primer" OPB-
01(GTTTCGCTCC) e 30 ng de DNA: (C) Efeito da quantidade de magnésio (2.5; 30:40e4,5
mM) sobre o perfil de RAPD da linhagem 01 com o "primer" OPB-01 e 25 ng de DNA. (M)

marcador de peso molecular AHindlll/¢x174Haelll:C¢o controle sem DNA.
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4.1.2. Selecdo de “primers”

Apo6s os procedimentos de otimizagdo da reagéio de amplificagdo, foi feita uma
selecdo entre 68 “primers” sendo 19 do Kit B (OPB-02 a OPB-20), 19 do Kit C (OPC-02 a OPC-
20), 20 do Kit D (OPD-01 a OPD-20) e 10 do Kit E (OPE-01 a OPE-10). Esta selegio foi feita
utilizando-se DNA de apenas 03 linhagens tomadas arbitrariamente: 01, 11 e 17. Com este
procedimento foi possivel conhecer o perfil dos “primers” relacionados acima, viabilizando a
selecdo dos mais polimorficos para serem usados em amplificagdes com todas as linhagens
(Figuras 2A e 2B). Os “primers” que revelaram monomorfismos ndo foram usados para a
analise das progénies.

Cerca de 10,2% dos “primers” testados foram completamente monomérficos
para as trés linhagens. Do total de 604 bandas, 253 foram polimorficas correspondendo a 41,9%
de polimorfismo. O numero de bandas para cada “primer” variou de 03 a 21 com uma média de
9 bandas por “primer”. Todos os “primers” testados (com excegio de OPD-14) apresentaram
um padrio reprodutivel de bandas. O peso molecular dos produtos amplificados variou de 230
pb a 3000 pb.

A distdncia genética destas 03 linhagens foi estimada usando o coeficiente de
Jaccard (Anexo B). A linhagem 11 apresentou 52% de similaridade em relag@o a linhagem 17,
enquanto a linhagem 01 proveniente de outra populagdo (BR105) apresentou apenas 6,8% de
similaridade em relagdo as outras duas (Figura 3). Estes dados foram obtidos a partir do
experimento de selecdo de “primers”. Eles foram analisados com o objetivo de ter-se uma idéia

preliminar sobre o comportamento do RAPD em linhagens de milho.
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Figura 2A-B: (A) Perfil de RAPD para 03 linhagens endogdmicas de milho (01, 11 e 17,
respectivamente) com dois "primers" para fins de selegio: OPC-07 (GTCCCGACGA) e OPC-
08 (TGGACCGCTG); (B) Perfil de RAPD para as mesmas 03 linhagens descritas acima com
dois outros "primers" para fins de selecdo: OPE-OI (CCCAAGGTCC) e OPE-02

(GGTGCGGGAA): (a) e (b) representam duas repetigdes com 25 ng de DNA cada umae (M) €

marcador de peso molecular AHindI11/¢x174Haelll.
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Figura 3. Dendrograma de 03 linhagens endogdmicas de milho (Zea mays L.)
usadas para fins de sele¢do de “primers”. As distdncias genéticas foram obtidas
pela analise de 253 bandas polimérficas. Os coeficientes de similaridade foram
gerados de acordo com Jaccard e o agrupamento foi feito segundo o método de
UPGMA. As cores foram usadas em relagdo ao posicionamento das linhagens
nos grupos GI (verde) e GIII (azul) do dendrograma obtido apds a andlise das 18

linhagens (Figura 12).
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4.1.3- Produtos do RAPD das 18 linhagens

O DNA genomico de cada linhagem foi amplificado em duas repetigdes,
seguindo-se as condi¢des de amplificacdo estabelecidas, com um total de 32 “primers”
incluindo 16 do Kit B ( OPB-03 a OPB-18), 8 do Kit C ( OPC-03, OPC-04, OPC-05, OPC-07,
OPC-09, OPC-13,‘OPC-14, e OPC-16), 6 do Kit D (OPD-01, OPD-02, OPD-10, OPD-11, OPD-
19, OPD-20) e 2 do Kit E (OPE-01 € OPE-08), (Tabela 2). Um total de 325 produtos de
amplificagdo legiveis e reprodutiveis foram gerados, sendo que destes, 262 foram polimorficos.
Isto representa 80,62% de polimorfismo gerado para estes dados. O numero de bandas para cada
“primer” variou de 3 a 19, obtendo-se um nimero médio de 11 bandas por “primer” (Figuras 4,
5 e 6). Os produtos amplificados apresentaram a mesma amplitude de peso molecular ja

verificada.



Tabela 2. “Primers” utilizados no RAPD das 18 linhagens

endogiamicas de milho.

“Primer” Seqiiéncia Bandas totais

(Operon) (5°-3) (n ° de bandas

polimérficas)*
OPB-03 CATCCCCCTG 13(11)
OPB-04 GGACTGGAGT 11 (07)
OPB-05 TGCGCCCTTC 11 (05)
OPB-06 TGCTCTGCCC 09 (08)
OPB-07 GGTGACGCAG 07 (05)
OPB-08 GTCCACACGG 16 (14)
OPB-09 TGGGGGACTC 13(12)
OPB-10 CTGCTGGGAC 15 (13)
OPB-11 GTAGACCCGT 15 (13)
OPB-12 CCTTGACGCA 12 (10)
OPB-13 TTCCCCCGCT 11 (09)
OPB-14 TCCGCTCTGG 07 (05)
OPB-15 GGAGGGTGTT 07 (03)
OPB-16 TTTGCCCGGA 09 (05)
OPB-17 AGGGAACGAG 19 (12)
OPB-18 CCACAGCAGT 14 (11)
OPC-03 GGGGGTCTTT 09 (05)
OPC-04 CCGCATCTAC 19 (15)
OPC-05 GATGACCGCC 04 (02)
OPC-07 GTCCCGACGA 11 (09)
OPC-09 CTCACCGTCC 09 (01)
OPC-13 AAGCCTCGTC 14 (10)
OPC-14 TGCGTGCTTG 14 (12)
OPC-16 CACACTCCAG 14 (11)
OPD-01 ACCGCGAAGG 05 (02)
OPD-02 GGACCCAACC 07 (05)
OPD-10 GGTCTACACC 07 (05)
OPD-11 AGCGCCATTG 10 (06)
OPD-19 CTGGGGACTT 11(11)
OPD-20 ACCCGGTCAC 13 (08)
OPE-01 CCCAAGGTCC 09 (04)
OPE-08 TCACCACGGT 08 (05)

* Apenas bandas reprodutiveis foram contadas.
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Figura 4A-B: Perfil de RAPD para as |8 linhagens endogamicas de milho com os seguintes
"primers”": (A) OPB-09 (TGGGGGACTC) e (B) OPB-11 (GTAGACCCGT), (M) € marcador

de peso molecular A fmdl11/§ x174Haelll
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Figura 5A-B: Perfil de RAPD para as 18 linhagens endogémicas de milho com os seguintes

"primers”: (A) OPB-12 (CCTTGACGCA) e (B) OPB-17 (AGGGAACGAG). (M) ¢

marcador de peso molecular A md!11/¢ x174Haelll.
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Figura 6A-B: Perfil de RAPD paraas 18 linhagens endogamicas de milho com os

seguintes "primers": (A) OPB-18 (CCACAGCAGT) e (B) OPC-07

(GTCCCGACGA). (M) é marcador de peso molecular MHinddlH/b x174Haelll
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Os perfis de RAPD das 18 linhagens de milho foram éomparados, € a variagdo
nos perfis de bandas foi observada para cada “primer”. As relagdes genéticas entre as linhagens
foram estimadas usando os coeficientes de similaridade de Dice (1945) e Jaccard (1908).
Ambos produziram perfis idénticos de agrupamentos com numeros crescentes de bandas
polimorficas. As correlagdes cofenéticas foram muito proximas, sendo que as geradas por
Jaccard foram ligeiramente superiores as de Dice indicando um melhor ajuste dos dendrogramas
produzidos por UPGMA em relagdo as respectivas matrizes de similaridade produzidas por
Jaccard, do que em relagdo aquelas geradas por Dice (Tabela 3). Assim, o coeficiente de Jaccard

foi eleito como o melhor para se produzir a matriz de similaridade final dos dados.

Tabela 3. Coeficientes de correlagdes cofenéticas (re¢) para um numero crescente de
bandas polimdrficas. Dois coeficientes de similaridade (Jaccard e Dice) foram

utilizados.

50 bandas 98 bandas 150 bandas 190 bandas 215 bandas 262 bandas

Feof. Jaccard 0,83 0,88 0,93 0,94 0,95 0,95

Tcof. Dice 0,80 0,86 0,91 0,93 0,94 0,94

Dendrogramas com numeros crescentes de bandas polimorficas (50, 98, 150,
190, 215 e 262) foram construidos a partir de suas respectivas matrizes de similaridades
(Anexos C, D, E, F, G e Tabela 4, respectivamente). As Figuras 7, 8, 9, 10, 11 e 12 representam
os respectivos dendrogramas. Tal metodologia foi adotada com o objetivo de verificar a

reprodutibilidade dos sucessivos agrupamentos gerados, de tal forma a estabelecer o numero
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necessario de bandas contidas na matriz original de dados para produzir.um dendrograma final
estavel. O dendrograma formado a partir de 262 bandas polimdrficas (Figura 12) mostrou a
estabilidade desejada para a agrupamento das 18 linhagens endogamicas e foi considerado como
o dendrograma final.

No dendrograma final, o primeiro grupo (Grupo I ou GI) incluiu uma linhagem
da populagédo BR-}OS (linhagem 01) e trés da populagdo BR-106 (linhagens 10,12 ¢ 13). Este foi
0 grupo mais consistente, mantendo o mesmo perfil desde o dendrograma de 150 bandas
polimorficas (Figura 9). A linhagem 01 apresentou a maior divergéncia genética, mesmo com
relagdo a linhagens presentes no mesmo grupo, € especialmente para com aquelas do segundo
grupo (Grupo II ou GII). O segundo grupo (GII), no dendrograma final, foi composto de sete
linhagens da populagdo BR-105 (linhagens 02, 03, 04, 05, 07 ¢ 08) e uma da populagdo BR-106
(linhagem 16) e manteve o mesmo agrupamento desde o dendrograma de 150 bandas
polimorficas (Figura 9), exceto pela linhagem 16, que oscilou entre o Grupo III e o Grupo II,
permanecendo a partir de 215 bandas polimorficas no Grupo II. O terceiro grupo (GIII) fo1
constituido apenas de linhagens da populagdo BR-106 (linhagens 09, 11, 14, 15, 17 ¢ 18) no
dendrograma final. A composi¢do do Grupo III esteve alterada no dendrograma com 215 bandas
(Figura 11) pela saida das linhagens 06 e 07 (sempre agrupadas juntas) para o Grupo IL. Estas
duas linhagens da populagdo BR-105 mantiveram sua associagdo com linhagens do GII também
nos dendrogramas de 150 e 262 bandas polimorficas.

De forma geral, observou-se a manutengdo do agrupamento gerado ja com 215
bandas polimorficas (Figura 11) em relagdo aquele de 190 bandas polimdrficas (Figura 10).
Houve um aumento progressivo da correlagdo cofenética entre a matriz de similaridade ¢ a

respectiva matriz cofenética produzida para cada um dos varios dendrogramas (Tabela 3).
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As matrizes de similaridade dos dendrogramas gerados éom numeros de bandas
crescentes foram comparadas e verificou-se também um gradual aumento na correlagdo das
mesmas em relagdo a matriz gerada com 215 bandas polimorficas. Assim, a matriz de
similaridade produzida com 150 bandas (Anexo E) apresentou um coeficiente de correlagdo de
0,97 em relagdo a de 215 bandas (Anexo G).

A matriz de similaridade produzida a partir de 190 bandas polimérficas (Anexo
F) ajusta-se perfeitamente aquela produzida com 215 bandas polimoérficas (Anexo G) (r = 0,99),
enquanto que a ultima ajusta-se perfeitamente aquela produzida por 262 bandas polimorficas
(Tabela 4) (r = 0,99). Isto corrobora a correlagdo cofenética encontrada para 262 bandas
polimorficas e atesta a estabilidade dos coeficientes de similaridade gerados a partir de 150
bandas polimorficas. Houve alta correlagdo entre o dendrograma gerado para 262 bandas
polimorficas (Figura 12) e a matriz de similaridade dos dados (Teef, Jaccara = 0.95) (Tabela 4).

Distancias genéticas entre linhagens das duas populagdes (BR-105 e BR-106)
variaram de 0,47 a 0,75, apresentando 0,63 + 0,08, como distancia genética média. As linhagens
da populagdo BR-105 apresentaram distdncia genética média de 0,58 * 0,12, variando de 0,29 a
0,77, enquanto que as linhagens provenientes da populagdo BR-106 apresentaram distincia
genética média de 0,59 + 0,14, variando de 0,11 a 0,77. Embora as médias de GDs das duas
populagdes sejam similares, houve uma maior amplitude de variagdo na populagdo BR-106,
indicando que esta populagdo tem maior variabilidade genética (Tabela 5).

O dendrograma final produzido pela analise de agrupamento a partir de 262
bandas polimorficas (Feof, Jaccara = 0.95) subdividiu as linhagens em trés grupos heteroticos
distintos que foram denominados de Grupo I (GI), Grupo II (GII) e Grupo III (GIII) (Figura 12),

cujas distdncias genéticas médias foram de 0,73 + 0,06, 0,52 + 0,06 ¢ 0,46 * 0,13,
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respectivamente (Tabela 5). O Grupo I (GI) incluiu uma linhagem da populagdo BR-105 e trés
outras da populagdo BR-106. A linhagem da populagdo BR-105 (linhagem 01) apresentou as
maiores distancias genéticas em relagéo as outras linhagens do mesmo grupo (linhagens 10, 12 e
13) e para com outras linhagens da mesma populagdo (BR-105) reunidas no GII. O Grupo II
(GID) incluiu 7 linhagens derivadas da populagdo BR-105 (linhagens 02, 03, 04, 05, 06, 07 ¢ 08)
e uma derivada da populagdo BR-106 (linhagem 16). O ultimo grupo (GIII) incluiu 6 linhagens

(09, 11, 14, 15, 17 ¢ 18) da populagéo BR-106.
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Figura 7: Dendrograma das 18 linhagens endogamicas de milho (Zea mays
L.). As distdncias genéticas foram obtidas pela analise de 50 bandas
polimorficas. Os coeficientes de similaridade foram gerados de acordo com
Jaccard e o agrupamento foi feito segundo o método de UPGMA. As cores
foram utilizadas em relagdo ao posicionamento das linhagens GI (verde), GII

(vermelho) e GIII (azul) no dendrograma final (Figura 12).
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Figura 8: Dendrograma das 18 linhagens endogdmicas de milho (Zea mays
L.). As distdncias genéticas foram obtidas pela analise de 98 bandas
polimérficas. Os coeficientes de similaridade foram gerados de acordo com
Jaccard e o agrupamento foi feito segundo o método de UPGMA. As cores
foram usadas em relagdo ao posicionamento das linhagens nos grupos GI

(verde), GII (vermelho) e GIII (azul) no dendrograma final (Figura 12).
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Figura 9: Dendrograma das 18 linhagens endogamicas de milho (Zea mays
L.). As distAncias genéticas foram obtidas pela andlise de 150 bandas
polimérficas. Os coeficientes de similaridade foram gerados de acordo com
Jaccard e o agrupamento foi feito segundo o método de UPGMA. As cores
foram usadas em relagdo ao posicionamento das linhagens GI (verde), GlI

(vermelho) e GIII (azul) no dendrograma final (Figura 12).
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Figura 10: Dendrograma das 18 linhagens endogamicas de milho (Zea mays L.).
As distancias genéticas foram obtidas pela analise de 190 bandas polimorficas. Os
coeficientes de similaridade foram gerados de acordo com Jaccard e o
agrupamento foi feito segundo o método de UPGMA. As cores foram usadas em
relacdo ao posicionamento das linhagens nos grupos Gl (verde), GII (vermelho) e

GI1I (azul) no dendrograma final (Figura 12).
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Figura 11: Dendrograma das 18 linhagens endogdmicas de milho (Zea mays
L.). As distincias genéticas foram obtidas pela analise de 215 bandas
polimorficas. Os coeficientes de similaridade foram gerados de acordo com
Jaccard e o agrupamento foi feito segundo o méetodo de UPGMA. As cores
foram usadas em relagdo ao posicionamento das linhagens GI (verde), GII

(vermelho) e GIII (azul) no dendrograma final (Figura 12).
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Figura 12. Dendrograma das 18 linhagens endogamicas de milho (Zea mays
L.). As distincias genéticas foram obtidas pela andlise de 262 bandas
polimérficas. Os coeficientes de similaridade foram gerados de acordo com
Jaccard e o agrupamento foi feito segundo o método de UPGMA. Os trés
grupos principais foram ilustrados com cores diferentes: GI (verde), GII

(vermelho) e GIII (azul).
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Tabela 5. Valores médios, minimos, maximos e desvios-padrdes das
distancias genéticas de cada par de linhagens calculados

a partir de RAPD com 262 bandas polimdrficas para 18
linhagens endogamicas de milho.

Grupos de combinagoes N* Médias Min. Max. Desvios-

de linhagens padrdes
BR-105 x BR-105 28 0.58 029 0,77 0,12
BR-106 x BR-106 45 0,59 0,11 0,77 0,14
BR-105 x BR-106 " 80 0,63 047 0,75 0,08
GIxGI 06 0,73 0,55 0,71 0,06
GII x GII 28 0,52 0,29 0,58 0,06
GIII x GIII 15 0,46 0,11 0,61 0,13
GIxGI* 21 0,75 0,66 0,76 0,02
GIxcm' 17 072 0,60 0,74 0,04
GI x GHI 42 0,58 0,50 0,65 0,03

* Numero de combinagdes de linhagens ndo relacionadas (f < 0,1)
® 80 Hibridos simples F1
¢ Excluiu as combinagdes contendo as linhagens 01 e/ou 16

4 Excluiu as combinagdes contendo a linhagem 01 ¢ o par 12 x 11
de linhagens irmds
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Com a finalidade de avaliar a precisdo e a fidelidade da leitura das bandas dos
géis ¢ de garantir que ndo tenha havido nenhuma distor¢do no critério de sele¢do das bandas que
foram lidas como polimorficas, uma nova leitura dos géis foi realizada por uma outra pessoa.
Em decorréncia da diferenga de critérios pessoais estabelecidos para leitura das bandas, um total
de 300 bandas polimorficas foram lidas desta vez ao invés das 262 anteriores. O coeficiente de
similaridade de Jaccard foi novamente utilizado (Anexo H) e o dendrograma correspondente foi
gerado através de UPGMA (Figura 13). Também trés grupos maiores puderam ser visualizados e
mantiveram o mesmo conteudo das suas linhagens constituintes que os GI, GII e GIII do
dendrograma de 262 bandas. Houve apenas um mudan¢a na posi¢do de agrupamento das
linhagens 4 ¢ 5 dentro do segundo grupo em relagdo ao GII, e da linhagem 9 dentro do terceiro
grupo em relagdo ao GIII. A comparagdo das matrizes cofenéticas geradas para estes dois
dendrogramas (com 300 e 262 bandas polimorficas respectivamente) produziu uma correlagéo

de 0,98, o que indica uma altissima similaridade entre os agrupamentos gerados.
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Figura 13: Dendrograma das 18 linhagens endogimicas de milho (Zea mays
L.). As distincias genéticas foram obtidas pela andlise de 300 bandas
polimérficas através de releitura dos dados. Os coeficientes de similaridade
foram gerados de acordo com Jaccard e o agrupamento foi feito segundo o
método de UPGMA. As cores foram usadas em relagdo ao posicionamento

das linhagens Gl (verde), GII (vermelho) e GIII (azul) no dendrograma final

(Figura 12).
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A associagdo entre as linhagens foi também invesﬁgada através da andlise
multivariada. A analise de coordenadas principais foi desenvolvida com base nas similaridades
genéticas (Figura 14). As coordenadas principais 1 ¢ 2 (PC1 e PC2) explicaram 27,5% da
varidncia total, enquanto o terceiro eixo (PC3) contribuiu com apenas 8,5% da varidncia total.
Embora nem toda a varidncia foi explicada, as trés coordenadas principais dividiram as
linhagens endogdmicas em trés grupos heteroticos (Figura 14), refletindo o mesmo padrdo de
associagdo em grupos observados no dendrograma final (Figura 12). Os grupos GI e GIII
mostraram um perfil mais espalhado de suas linhagens constituintes do que o grupo GII, o que
poderia indicar que as linhagens do GII teriam maior similaridade genética do que as dos outros
grupos. Entretanto, GII apresentou uma maior distdncia genética média do que GIII (52,4% +
6,0 para GII e 46,1 £ 13,0 para o GIII). Como as linhagens 06 € 07 apresentam-se bem
distanciadas em relagdo as demais do Grupo II poder-se-ia assumir que estas estivessem
causando este desvio do qomportamento esperado. Entretanto, o calculo da média do Grupo II
excluindo as linhagens 06 e 07 produziu um valor bem proximo ao anterior (53,0% =* 4,2)
demostrando que a premissa anterior ndo estaria correta.

Note-se que a analise de coordenadas principais com trés e€ixos para estes dados
reproduz a separagdo dos trés grandes grupos visualizados no dendrograma final. Entretanto,
este sistema de trés coordenadas exprimiu apenas uma pequena parte da varidncia total (36%), e
somente com o 11° vetor (dos 18 possiveis) 81,6% da varidncia total seria explicada. Como um
espago de 11 dimensdes torna-se inviavel de se analisar graficamente, o uso do espago
tridimensional para ilustrar o esquema de separagdo maior dos grupos foi aceitavel. Cautela,

todavia, deve ser mantida frente a analise das varidncias internas a estes grupos, pois poderia
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poderia estar havendo sobreposi¢do dos planos vistos a este nivel, dando uma falsa idéia de
homogeneidade interna em um ou outro grupo.

A andlise dos trés grandes grupos em relagéo as trés coordenadas principais
mostra que a distancia genética do GI para o GII e para o GIII € maior do que a observada entre
os grupos GII e GII. A estimativa das médias de distdncias genéticas entre os pares de
combinagdes de linhagens GI x GII, GI x GIII e GII x GIII foi de 75,3% + 2,4, 72,4% + 39 ¢
582134, respectivamente. Desde que haja uma correlagdo positiva entre a heterose da geragdo
F1 e a divergéncia genética parental (Moll er al., 1962, 1965, Paterniani & Lonnquist, 1963),
poder-se-ia esperar que os hibridos obtidos de cruzamentos entre linhagens endogdmicas de Gl e
GII ou GI e GIII teriam uma melhor performance do que hibridos obtidos de cruzamentos entre

linhagens GII e GIIL
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5.1.4. Correlacdo entre distdncia genética e performance do

hibrido

Distancias genéticas de GI x GII foram correlacionadas com seus cruzamentos
obtidos de uma avaliagdio de 80 hibridos F1 interpopulacionais (Tabela 6). O mesmo
procedimento foi.usado para as distincias entre GII x GIII e GI x GIII, sendo que as Gltimas
foram correlacionadas com outro conjunto de experimentos, conduzidos para cruzamentos
intrapopulacionais (Tabela 6).

Nenhuma correlagdo consistente foi encontrada entre as GDs e os caracteres
agrondmicos avaliados para hibridos simples, produzidos a partir das 18 linhagens endogémicas,
quando a divisdo de grupos foi desconsiderada. A Figura 15A ilustra o padrdo encontrado entre
as GDs totais e a produgdo de grios para F1 (r = 0,16). A heterose para a produgio total de grdos
também foi correlacionada éom GDs, mas produziu correlagio inconsistente e negativa, isto €,
r=-0,15 (Tabela 8).

Quando os grupos foram considerados, as GDs entre GI x GII apresentaram
elevado valor de correlagdo (r = 0,70) com a produgdo de griios em F1, mas ainda trés
cruzamentos mostraram produgdo abaixo da média e distdncia genética acima da média de
distancia (Figura 15B - Quadrante 1V). Os pares de linhagens GI x GII apresentaram baixa
correlagiio para outros caracteres agrondmicos (altura de planta e altura de espiga) ou com a
heterose medida para estas caracteristicas. As distancias genéticas entre GI x GIII apresentaram
alta correlagdo com a producdo de grios para F1 ( r = 0,87) e nenhuma distincia genética acima

da média associada com produgdo de grdos abaixo da média (Figura 15C - Quadrante IV).



Tabela 6. Produgio de grios para os hibridos F1 e heterose para
cruzamentos inter- e intrapopulacionais. GDs indicam
as distancias gen€ticas entre 0s parentais.

Cruzamento GD Hibrido Heterose| Cruzamento GD Hibrido Heterose
(t/ha) (t/ha) (t/ha) (t/ha)
Interpopulacionais Interpopulacionais
(06" x 05") (06" x 05"

09 x 01 0.73 7.10 482 15x03 0.36 5.5 3.24
09x 02 0.54 6.73 435 15x 04 0.38 7.89 587
09x 03 0.59 6.15 3.91 15x 08 0.51 8.30 6.40
09 x 04 0.539 7.39 5.03 15x06 0.52. 7.07 5.69
09 x 05 0.57 5.68 345 15x07 0.54 7.17 5.32
09 x 06 0.64 6.98 5.26 15x 08 0.35 6.35 4.93
09 x 07 0.635 742 5.23 16 x 01 0.68 6.33 4.46
09 x 08 0.61 6.67 4.72 16 x 02 047 3.90 4.14
10x 01 0.62 6.03 3.88 16x03 0.56 4.63 2.84
10x 02 0.69 6.19 4.14 16 x 04 0.54 3.81 1.87
10x03 0.69 5.96 3.86 16 x 05 0.50 7.20 538
10x 04 0.66 6.03 3.80 16 x 06 0.36 6.33 3.23
10x 05 0.70 6.77 4.66 16 x 07 0.535 5.79 4.03
10x 06 0.71 6.90 331 16 x 08 0.54 6.19 4.66
10x 07 0.72 6.80 475 17x01 0.73 6.72 4.11
10x 08 0.72 6.29 4.46 17 x02 0.50 6.61 4.10
11x01 0.74 7.13 4.6 17x03 0.54 6.42 3.83
11 x 02 0.55 6.60 4.17 17 x 04 0.53 6.93 4.24
11 x03 0.601 6.86 437 17x 05 0.33 7.07 451
11x04 0,61 6.95 434 17 x 06 0.35 6.85 481
11x05 0.55 7.60 5.12 17x07 0.58 7.35 4.84
11 x 06 0.55 8.00 6.04 17 x 08 0.56 6.69 4.01
11x07 - 0.60 744 5.00 18 x 01 0.74 6.49 4.00
11 x 08 0.62 7.16 4.95 18 x 02 0.35 7.20 4.64
12x01 0.63 6.79 433 18x 03 0.58 6.35 6.78
12x02 0,70 6.57 4.22 18x 04 0.59 6.74 4.18
12x03 0.71 6.60 4.20 18x 05 0.56 6.78 435
12x04 0.69 6.60 4.07 18 x 06 0.60 7.31 5.40
12x 05 0.72 7.59 5.19 18 x 07 0.59 7.00 4.60
12x 06 0.73 7.68 5.79 18 x 08 0.538 6.92 4.77
12x07 0.75 7.82 547 Intrapopulacionais

12 x 08 0.73 6.88 4,76 (06" x 06%)

13x 01 0.71 7.52 391 10 x 09 0.66 5.66 3.66
13x02 0.76 6.80 3.30 10x11 0.69 6.94 4.69
13x03 0.72 6.60 3.04 10x 14 0.68 6.19 4.10
13x 04 0.73 6,97 3.29 10x 15 0.68 6.82 5.14
13x 08 0.73 7.41 3.86 10x17 0.68 6.57 5.56
13x 06 0.73 747 443 10x 18 0.67 7.75 6.82
13x07 0.75 7.72 421 12x09 0.71 6.55 424
13x08 0.71 7.16 3.89 12x11 0.55 1.49 -1.06
14 x 01 0.73 6.69 431 12x 14 0.62 3.71 1.31
14x 02 0.54 7.16 4.89 12x 15 0.67 6.09 4.09
14 x03 0.58 6.84 451 12x17 0.62 4.25 1.61
14 x 04 0.60 6.82 4.37 12x18 0.60 3.80 1.29
14 x 05 0.54 7.53 5.21 13x09 0.70 6,87 3.41
14 x 06 052 6.35 454 13x11 0,71 7.08 3.37
14 x 07 0.55 6.92 4.64 13x14 0,73 7.68 4.13
14x 08 0.59 6,75 471 13x15 0.74 7.22 4.07
15x 01 0.76 6.94 499 13x17 0.70 7.78 3.99
15 x 02 0.35 7.50 5.66 13x 18 0.72 7.00 3.34

* 06: BR-106/ ® 05: BR-105
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Tabela 7. Correlagdes lineares (r) entre distancias genéticas obtidas por RAPD e dados de
campo para trés caracteres de importdncia econdmica € para suas respectivas

heteroses.

Grupos Altura de Altura de Producio de

Planta (AP)"1 Espiga (AE)'2 Graos (PG)“3

Hibrido AP Heterose AP Hibrido AE Heterose AE Hibrido PG  Heterose PG

80 dados 0,05 0,11 0,02 0,18 0,16 -0,15
GIx GII 0,23 0,19 0,22 0,19 0,70 0,13
GI x GIII 0,57 0,45 0,33 0,18 0,87 0,63
GII x GIII 0,11 0,09 0,06 0,15 0,00 -0,05

"Tem/planta / 2 cm/planta/  t/ha



79

[1D x [D (g) 2 sreuordendodioiur sajdwis sopuqry (8 (V) :ered (seorpiowijod sepueq zog

wod (IdVY 9p SOPEP SOU Sepeaseq) Seonpuasd Serouglsip sns.aa (vy/1) soels ap ogdnpoud ap sooijein) :g-y ¢ eindiy

[19) X [5) 34JU9 BI[JIUIT vIDUL)SI(] 14 SOPLIQIY ()8 SO 2.3 U3 BIJIUIS BIDUE)SI(]
08°0 SLO 0L°0 590 08°0 SL0 0L°0 §9°0 09°0 SS'0 0S°0 SF0 0F0
i | 11 1 n 1 M“-V 1 L T A | - | L | I T | Y o€
" g H Al < m|
A.__h_g_”_ =. W. @ _.._..— =" W.,
2 - 0'S S
670 = S €0°0 = +¥ & - 0
= ; o
S 3
£ 91 =2PEPIAL[oa(] =9 $9°€1 = apeplalad 2
-0 = " =
B . )
S % 05 o
B o
coi 5
B Q O i =] = 1=}
- o -
4 u L
m L] = E . - 0’9 m
= B
o9 B . m g |
= mellm | 2
L N ST
@ r i OIpuLAO[AL. e m
Ay [ - I-l d s
-0L & ’ 5 " =]
m i- fa : =
— ..- i e
= " . - 08 =
Loty B
- &, L] o
i ; I
Cw 06

(a) (V)



80

IO X [1D (@) 2 111D X [D (D) rvred (searowinjod sepueq 79

wod (JdVY p SOpEp sou sepeaseq) sednauad seiourisip sus.24 (ey/1) soesd op oednpoid ap sodljeID) (- 6 BAnsig

LI1D X [[9 311U3 ©IIUIS BIDUE)SI(]

0L0 £9°0 09°0 SN 080 S¥°0 08°0 €L 0L°0 €9°0 09°0 S ]
s 1 s | e 1 i 1 i O...—.. i 1 i | A | i | 1 C1N
Al s i} Al g "
00'0-=41 m e L8 =1 w i
SO-HE=d B - - 9L 0==:¥ & -0¢ -
. ~()°¢S 5]
LO0~ =3pepiAlRQ ‘m . m.. 0L 8T = 2pEplaldeQ i =
_ [ = . E
EXT -0 R,
e =]
=3 o
o o
09 g ]
" 3 - 0'S &
=] =]
' B %
A T 2
= =
—, . 2 L0 =
N Ill m Cappui aopa)L m m
" | - = i etpa oo | o
u .. 2 - lﬁmh. e 0
" B F0L =
= =
L 08 = - Lol
: : :
" = - 08
i I 8 | 11

[119 X [9) 2.1)U3 £21)9ua3 BIDUBISI(]

)



81

Todas as altas distdncias genéticas se mostraram associadas com altds produgdes quando
envolvem cruzamentos de linhagens do GI x GII e GI x GIIL A heterose para produgio de graos
correlacionou-se positivamente com os pares de linhagens GI x GIII (r = 0,63, Tabela 7). O
carater altura de planta também exibiu uma melhor associagdo dos pares GI x GIII com hibridos
F1 (r = 0,57, Tabela 7) do que com os outros pares de linhagens € com a heterose para esta
caracteristica (r = 0,45) do que com os pares GI x GII. Para as distancias GII x GIII, nenhuma
correlagdo consisteﬁte foi encontrada para qualquer um dos caracteres avaliados; a Figura 15D
ilustra esta auséncia de correlag@o para produgdo de grdos. O carater altura de espiga mostrou

baixa associa¢do com todas as combinag¢des de linhagens examinadas (Tabela 7).
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6. DISCUSSAO

Melhoristas de milho utilizam-se de um certo grau de subjetividade para a
sele¢@o de alguns caracteres (tipo de planta, conformagdo de espiga, cor e tipo do endosperma,
etc...); outros, entretanto, sdo mais objetivos por requererem o uso de indices simplificados de
selegdo (produgdo de grios, maturidade, resisténcia a doengas, etc...). Paralelamente ao grande
numero de caracteres a considerar, os melhoristas, ainda tém de descontar os efeitos ambientais
atuantes nos genotipos avaliados, o que pode reduzir a efetividade da selegéo.

Um dos objetivos primordiais em programas de methoramento de milho tem sido
o de identificar linhagens endogamicas que produzam cruzamentos exibindo 6timos niveis de
heterose. Desde que se demonstrou uma correlagdo positiva entre a heterose da progénie Fl e a
divergéncia genética dos parentais (Moll et al., 1962, 1965; Paterniani & Lonnquist, 1963), a
busca por meios capazes de avaliar a divergéncia genética de linhagens endogdmicas ou
variedades de milho tem sido uma preocupagdo constante, sobretudo com a finalidade de
predizer o comportamento da performance hibrida. Com este intuito e com o advento da
Biologia Molecular, marcadores do tipo isoenzimas, RFLPs e RAPDs, livres dos efeitos
pleiotropicos caracteristicos dos marcadores fenotipicos, passaram a ser utilizados. Os
resultados tém gerado polémica entre os dois segmentos envolvidos: melhoristas de campo,
propensos a assumir, muitas vezes, que marcadores moleculares teriam sua tnica aplicagido na
tipagem de variedades, ragas ou linhagens e receosos em acreditar nas suas potencialidades
praticas, podendo abreviar etapas do melhoramento; geneticistas moleculares, cientes do ritmo

acelerado dos avangos das técnicas moleculares e esperangosos de que os obstaculos ainda



existentes possam ser logo sanados. Assim se encaixa o desapontamenio de Haullauer (1995)
frente a tecnologia de marcadores de DNA, no estado em que se encontra no presente momento.
Do outro lado, temos Lee (1995) exaltando os marcadores de DNA como o elo fundamental
entre o melhoramento e a biologia de plantas, e afirmando que tais marcadores tém trazido um
novo modo de percepgdo da diversidade genética aos melhoristas.

Bernardo (1994) sugeriu que a producdo de hibridos simples ndo avaliados pode
ser eficazmente predita baseando-se em dados de RFLP parental e dados de produgdo para o
conjunto de hibridos relacionados. Segundo Lee (1995), desafios significativos para a predigdo
da performance hibrida tém permanecido devido a alguns fatores: (a) linhagens derivadas de
populagdes base devem ainda ser testadas em inumeras combinagdes entre grupos; (b) um grupo
heterdtico pode ter uma subestrutura genética importante € imperceptivel (Melchinger er al.,
1991; Livini et al,1992) ou (c) linhagens endogdmicas de origem ndo-caracterizada ou
misturada podem ndo se enquadrar em grupos estabelecidos.

Tentativas iniciais de predi¢do da performance hibrida usando proteinas e
marcadores de DNA, em milho, foram resumidas por Stuber (1994). Associagdes entre a
performance hibrida e a heterozigosidade predita t€ém sido maiores para cruzamentos entre
linhagens de “pedigrees” similares (Frei et al., 1986; Lee et al., 1989; Smith et al., 1990). Estas
observagdes podem ser um indicio dos poderes preditivos relativos ao conhecimento dos estados
alélicos: “idénticos por descendéncia” versus “idénticos em estado” (Smith & Smith, 1992). Se
“alelos” de marcadores do tipo RFLP ou RAPD forem “idénticos por descendéncia”, estes
devem ser informativos da regido do loco e das regides ligadas a ele. Entretanto, para parentais
ndo-relacionados, “alelos” de marcadores podem ser apenas semelhantes em estado, traduzindo

muito pouco sobre seus vizinhos. Assim, a forga das associagdes diminui nos limites superiores
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da heterozigosidade predita e da dissimilaridade genética, e também ﬁara cruzamentos entre
linhagens de “pedigrees” desconhecidos (Melchinger et al., 1990a,b; Godshalk et al., 1990;
Dudley et al., 1991, 1992; Boppenmaier et al., 1992). Melchinger (1993) comparou varios
trabalhos com milho e observou uma relagdo intima entre estimativas de distancias genéticas e
heterose, capacidade de combinagio especifica ou performance dos hibridos simples somente se
o grupo de parentais estivesse relacionado por “pedigree”; as correlagdes observadas eram
fracas ou inexistentes para parentais ndo-relacionados (fj < 0,1, sendo f; = coeficiente de
parentesco).

A falta de associagdo entre diversidade medida com marcadores moleculares e
performance dos cruzamentos entre linhagens ndo-relacionadas poderia ser associada a diversas
causas, tais como baixa associagdo entre a heterozigosidade estimada pelos marcadores € a
heterose nos QTLs (“Quantitative Trait Loci”) nos cruzamentos examinados ou ainda ocorréncia
de epistasia. Moser & Lee (1994) observaram que distancias genéticas baseadas na genealogia e
em dados de RFLPs para aveia correlacionavam-se positivamente, mas ndo se correlacionavam
com as distdncias estimadas em caracteres quantitativos. Algumas correlagdes de baixas
magnitudes foram obtidas entre as varidncias genéticas e os dois estimadores (RFLPs e
genealdgicos) para seis caracteristicas agronomicas avaliadas, entre as quais estavam a produgio
de grios e altura de plantas. As discrepancias entre medidas de genealogia e aquelas estimadas
por RFLPs poderiam ser esperadas ja que ambos os métodos utilizados estdo sujeitos a erros de
amostragem (poucas sondas e gendtipos). Os autores sugeriram que a utilidade dos marcadores
de DNA para as predi¢des da variagdo genética poderia ser ampliada quando: (a) os alelos do
marcador de DNA estdo suficientemente ligados 4 QTLs bem caracterizados e (b) as inferéncias

sdo delimitadas a populagdes genéticas bem definidas.
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Um dos problemas que se encontra no uso de marcadorés moleculares € o fato
que embora estes representam amostragens do genoma das plantas, s3o utilizados para inferir
similaridades do genoma inteiro, entre um conjunto de linhagens ou populagdes. O numero de
marcadores ou sondas utilizados numa analise, ¢ a variabilidade da populagdo de referéncia,
pode afetar diretamente a precisdo das estimativas feitas (Moser & Lee, 1994). Autores como
Messmer et al. (1991) e Smith er al. (1992) ressaltaram que no minimo 100 sondas (locos), no
caso de RFLPs, deveriam ser utilizados para gerar estimativas capazes de traduzir
relacionamentos genéticos verdadeiros entre linhagens de milho.

Dados de literatura indicam que linhagens de milho requererem mais locos
amostrados para gerar estimativas acuradas de distdncia genética, devido a grande variagdo dos
locos de RFLPs, gerando maiores intervalos de confianga e menores correlagdes entre subgrupos
de sondas (Messmer et al., 1991; Smith ef al., 1992; Moser & Lee, 1994). Um levantamento
feito revela, por exemplo, que a correlagdo entre distdncias baseadas em “pedigrees” e
distancias de marcadores moleculares (isoenzimas ¢ RFLPs, no caso) melhora, a medida em que
mais sondas ou locos marcadores sio empregados na analise. Assim, Eloibu ef al. (1990)
obtiveram uma correlagdo ndo significativa de 0,41 baseada em seis sondas em Drosophila;, Cox
et al. (1985) obtiveram correlagdes variando de 0,15 a 0,45 baseadas em 13 marcadores
isoenzimaticos e morfologicos em soja; Smith & Smith (1989) obtiveram uma correlagéo 0,51
baseada em 31 locos isoenzimaticos em milho, Melchinger er al. (1991) estimaram uma
correlagdo de 0,74 baseada na analise de dados de RFLP com 83 sondas em milho; e Smith ef al.
(1990) obtiveram uma correlagdo de 0,90 usando 257 combinagdes sonda-enzima em milho.

Ainda em aveia, espécie relativamente menos polimorfica que milho, uma correlagdo de 0,63
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foi conseguida para 26 sondas de RFLP com dados de “pedigree” estimados pelo coeficiente de
parentesco (Moser & Lee, 1994).

Para dados de RAPD, Sobral & Honeycutt (1994) mostraram uma correlagdo de
0,55 obtida entre as distancias, estimadas por RAPD com 130 bandas polimoérficas e aquelas
medidas experimentalmente com dados de campo para 22 linhagens endogdmicas de milho.

Lee (1995) relatou alguns pontos polémicos sobre as aplicagées de marcadores
moleculares em estudos basicos e aplicados de plantas quanto ao desconhecimento: (1) das
relagdes alélicas dos fragmentos de DNA usados como dados; (2) das freqii€ncias alélicas nas
populagdes de referéncia; (3) das condigdes em que um polimorfismo de DNA refletiria uma
diferenga genética significativa; (4) de como diferentes marcadores de DNA acessariam
diferentes por¢des do genoma e se estas diferengas comprometeriam a amostragem do genoma e
interpretagdo dos dados; (5) da capacidade de prever quando o genoma alvo estaria saturado
com marcadores e de se saber a melhor maneira quando isto ja ocorreu e (6) dos limites de
resolugdo de um método de detecg@o de polimorfismo de DNA.

Charcosset et al. (1991) propuseram a necessidade de haver um desequilibrio de
ligagdo entre o grau de heterozigosidade média medida num loco marcador (para isoenzimas €
RFLPs) e nos QTLs para que haja associagdo entre eles. Bernardo (1992) demonstrou a
necessidade de certas condigdes para uma predigdo efetiva da performance hibrida ocorrer
usando a heterozigosidade molecular entre as quais que: (1) 30 a 50% dos QTLs deveriam estar
ligados ao marcador molecular e (2) ndo mais do que 20 a 30% dos marcadores moleculares
deveriam estar aleatoriamente dispersos no genoma ou néo ligados a QTLs.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, apenas o carater produgio

de grios correlacionou-se consistentemente com as medidas de distdncia genética obtidas por
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Considerando-se plantas individuais, este é um carater de heranga complexa e com baixo
coeficiente de herdabilidade, mas quando estimado através da média de individuos, passa a
apresentar coeficientes de herdabilidade de valores médios a elevados. Produgdo de grdos ¢
ainda um carater que apresenta elevado nivel de domindncia. Tais caracteristicas sustentam
alguns pressupostos de Bernardo (1992) para que haja uma predigio efetiva da performance
hibrida, tais como fortes efeitos de dominincia e alta herdabilidade do carater agronémico
avaliado.

Polimorfismos gerados pela reagéo de polimerase em cadeia (PCR - “Polymerase
Chain Reaction™) com oligonucleotideos arbitrarios sdo baseados em pareamentos irregulares
(“mismatches™) nos sitios de anelamentos dos oligonucleotideos ou por eventos de
insergdo/delegdo, resultando, entdo, na presenga ou auséncia de um produto de amplificagdo de
um unico loco. RAPDs tém natureza dominante e podem eficientemente gerar marcadores
dispersos aleatoriamente por todo genoma, bem como também ligados a genes especificos
(Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Desta forma, considerando-se a natureza da
técnica de RAPD podemos supor que um outro requisito proposto por Bernardo (1992), pelo
qual no minimo 30 a 50 % dos QTLs devem estar ligados ao marcador, tenha sido atingido neste
trabalho.

Smith & Smith (1989) encontraram muitos hibridos com mesmas distancias
medidas por isoenzimas, mas com grandes diferengas na quantidade de heterose e levantaram a
questdo de que isto poderia ser devido a inabilidade de se amostrar aleatoriamente todo o
genoma quando marcadores bioquimicos sdo utilizados. A técnica de RAPD poderia atingir
qualquer loco que estivesse afetando a produgdo de grios aleatoriamente pelo genoma, podendo

superar neste ponto, algumas restri¢des de outros marcadores sitio-especificos. Para tanto, ha a
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necessidade de que uma grande quantidade de oligonucleotideos sejaﬁ utilizados, de modo que
todo o genoma seja analisado quanto ao polimorfismo presente.

Uma questd@o pertinente a ser levantada em estudos que se utilizam da técnica de
RAPD refere-se ao numero minimo de produtos de amplificagdo necessarios para se ter uma boa
confiabilidade das estimativas de distdncias genéticas. Desta forma é possivel atingir a
estabilidade do_s agrupamentos gerados e conseguir boas correlagdes deste tipo de marcador com
outros, ou mesmo, um poder preditivo da performance hibrida.

Sendo assim, a estabilidade do dendrograma deve ser uma tarefa importante num
estudo de diversidade genética utilizando dados de RAPD. De acordo com os resultados obtidos
neste trabalho, o padrdo de agrupamento foi mantido desde do dendrograma produzido a partir
de 150 bandas polimorficas até o de 262 bandas polimorficas (de um total de 325 bandas).
Thormann et al. (1994) relataram que um total de 327 bandas seria suficiente para produzir um
coeficiente médio de variagdo de 10% para RAPD, em Brassica. Jain et al (1994) compararam
dendrogramas gerados usando 200, 300 e 595 produtos de amplificagdo, em Brassica juncea, €
concluiram que os genotipos averiguados podiam ser separados nos mesmos grupos heterdticos
usando apenas um numero limitado de bandas (200). Assim, os resultados obtidos estdo de
acordo com dados da literatura, podendo-se supor que se tenha atingido uma adequada saturagdo
do genoma.

As trés primeiras coordenadas principais da analise multivariada (PCO)
conseguiram reproduzir o padrdo de associagdo em trés grupos encontrado no dendrograma
final. Entretanto, muito da varidncia presente nos dados permaneceu ndo resolvida. Apenas 36%
da varidncia total foi explicada pelos trés primeiros eixos, 0 que ndo necessariamente implica

que a analise de coordenadas principais de produtos gerados por RAPD seja pouco confidvel; ao
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contrario, indica que uma menor propor¢do da informagéo contida na distdncia genética entre as
linhagens poderia ser representada por trés coordenadas principais. Apesar de haver 18 possiveis
eixos a serem formados (cada um correspondente a uma varidvel), dificilmente se consegue uma
boa visualizagio de um espago acima do tridimensional. Como as trés primeiras coordenadas
foram capazes de separar os dados binarios de RAPD em trés grupos principais bem definidos,
0s mesmos grupos visualizados no dendrograma final obtido para os mesmos dados, pdde-se
reconhecer um pﬁdrio consistente de variagdo existente entre os genomas. Pode ser que o
residuo de variago nfio representada nos trés eixos seja decorrente de subgrupos menores
visualizados no dendrograma final o que enfatiza a grande variabilidade presente nos dados de
RAPD entre e dentro dos grupos de linhagens das populagdes estudadas (BR-105 ¢ BR-106) .
Messmer ef al. (1991) também ndo conseguiram explicar a varidncia total presente nos dados
usando um procedimento de ordenagdo para comparar marcadores de RFLP e de isoenzimas.
Nienhuis ef al. (1994) explicaram apenas 53% da variagdo observada entre dados de RAPD
obtidos para feijdes vermelhos e pretos num espago bidimensional de coordenadas principais;
entretanto, conseguiram a separagdo dos feijdes pretos e vermelhos em dois grupos distintos e
consistentes o que foi surpreendente se se considerar que os feijoes pretos foram usados durante
muitos anos para melhorar os vermelhos, servindo de fonte de variagdo genética para produgdo e
resisténcia a pragas (Beebe et al., 1994).

De acordo com os dados apresentados, o dendrograma e a analise multivariada
foram fundamentais para a percepgdo de uma subestrutura presente na classificagdo anterior.
Pelos registros de campo anteriores, as populagdes BR-105 ¢ BR-106 foram alocadas em dois
grupos heteroticos (Naspolini F°. et al., 1981; Souza Jr. et al., 1993). Entretanto, através da

analise das distancias genéticas obtidas por RAPD, a populagdo BR-106 pdde ser dividida em
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dois grupos heteroticos diferentes pertencentes a GI e GIII, definidos pelo dendrograma final. As
medidas de distdncia genética ndo foram capazes de predizer o melhor cruzamento (r < 1,0),
mas mostraram que a divis3o heterética tradicional era inadequada, ja que os pares de distancias
genéticas obtidos entre GII (composto essencialmente por linhagens BR-105) e GIII (composto
exclusivamente de linhagens BR-106) ndo se correlacionavam com a performance de seus
cruzamentos. Por outro lado, combinagdes entre GI e GII ou ainda as combinagdes
intrapopulacionais entre GI e GIII mostraram correlagdes significativas entre as distdncias
genéticas estimadas por RAPD e a performance hibrida para produgéo de grios.

A populagdo BR-106, como previamente descrito, derivou de diferentes
populagdes e compostos, e poderia ser considerada uma populagdo composta de ampla base
genética, com maior variabilidade do que a populagdo BR-105. Sendo assim, ¢ compreensivel
que dados eminentemente fenotipicos sujeitos a interagdes ambientais, encobrissem a
diversidade genética presente na populagdo BR-106, consequentemente remetendo-a a um Ginico
grupo heterético. Entretantb, marcadores do tipo RAPD, pelo seu carater aleatdrio, podem
acessar uma gama de regides do genoma (expressas ou ndo) fornecendo uma maior
representatividade da diversidade existente.

Jain et al. (1994) realizaram ensaios de RAPD com 12 gendtipos indianos ¢ 11
exoticos de Brassica juncea a fim de detectar possiveis variagdes inerentes e estabelecer
relagdes genéticas. Um baixo grau de variabilidade genética foi encontrado entre os genotipos
indianos, enquanto os genotipos exoticos exibiram um consideravel nivel de polimorfismo entre
eles. Cerca de 80% dos cruzamentos entre genotipos indianos ou exoticos apresentaram heterose
negativa. Os autores ndo conseguiram detectar qualquer correlagdo direta entre os dados de

distincia genética com o grau de heterose; entretanto, através de uma analise grafica entre a
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performance de producio de grios em F1 versus a distdncia genétfca estimada por RAPD,
puderam verificar que cerca de 90% dos cruzamentos entre genotipos indianos e exoticos
apresentaram uma performance de produgéo de graos acima da média. Assim, embora tal estudo
ndo tenha reconhecido a possibilidade de se empregar distincias genéticas baseadas em RAPDs
para fins de predigdo, reconheceu a capacidade da técnica de RAPD poder ser utilizada para
alocar genétipos_ a grupos heteroticos.

De todos os caracteres agrondmicos avaliados, apenas produgdo de grios
correlacionou-se consistentemente com distancias obtidas por RAPD. Este é um dos caracteres
de importdncia econdmica mais valorizado no melhoramento de milho; entretanto, sua heranga
complexa (quantitativa) e sua baixa herdabilidade dificultam a existéncia de marcadores
fenotipicos diretos que possam ser usados para selecionar linhagens/variedades mais produtivas.
Assim, a busca pelo uso de marcadores moleculares poderia ampliar a eficiéncia de selegfio para
este carater.

Ajmore-Marsan ef al. (1995) descreveram que o QTL de maior expressdo para
producdo de grios em milho estaria localizado nas proximidades da regido organizadora do
nucléolo. Entretanto, estudos de mapeamento com QTLs utilizando RFLPs sugerem que arranjos
tnicos de QTLs poderiam ser detectados dentro de uma mesma populagdo, com certo grau de
sobreposi¢do. Beavis et al. (1991) relataram comparagdes de QTLs para altura de planta entre
quatro populagdes ndo identificaram qualquer QTL comum a todas; entretanto, apenas poucos
QTLs foram comuns a subgrupos de populagdes. Estas dissimilaridades resultariam numa
dificuldade de uso consistente de marcadores do tipo RFLPs associados a QTLs para uma dada
caracteristica. Além disso, como marcadores deste tipo ndo sdo QTLs, mas estdo ligados a eles,

a ligagdo entre o alelo marcador € o QTL seria importante. Havendo equilibrio de ligagdo ou
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permuta entre os alelos, associagdes entre marcadores € QTLs ndo poderiam ser identificadas
(Dudley, 1993). RAPDs, neste sentido, podem acessar um grande nimero de seqiiéncias
espalhadas aleatoriamente pelo genoma de tal forma a poder atingir diferentes QTls, mesmo que
estes apresentem alterag@o de posigdo em diferentes populagdes.

O estudo realizado ¢ de importancia fundamental ja que, primeiramente, utiliza
germoplasma tropical com ampla base genética enquanto que a maioria dos artigos em literatura
internacional expvloram linhagens do cinturdo de milho norte-americano e européias, ou seja,
linhagens de regides temperadas, oriundas de grupos heterdticos bem definidos e de estreita
base genética. Neste trabalho, mostrou-se a importincia de se considerar o padrio de
agrupamento do dendrograma além de se empregar outras analises graficas, como a
multivariada, para se poder interpretar os resultados de maneira mais informativa que a matriz
original de dados. A interpretagdo dos dados obtidos por meio de marcadores moleculares
requer métodos que possam revelar a sua estrutura intrinseca.

De acordo cbm os resultados obtidos, distdncias genéticas entre linhagens
endogimicas estimadas por RAPD podem se correlacionar positivamente com dados de
produgdo de gridos para os hibridos simples. Estes resultados concordam com o fato que
linhagens divergentes, quando cruzadas, produzem hibridos que exibem melhor performance
(Paterniani & Lonnquist, 1963; Moll et al., 1965). Em programas de melhoramento
convencional, varios cruzamentos sdo geralmente realizados e a produgéo de grios dos hibridos
simples tem que ser avaliada em delineamentos experimentais.

Os resultados sugerem que as distancias genéticas obtidas por RAPD poderiam

ser utilizadas para predizer grupos de linhagens capazes de, quando cruzados entre si, gerar
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hibridos superiores, embora n3io se tenha consiguido, com este tipo de medida, predizer o
melhor cruzamento dentre todos os possiveis.

Este trabalho ¢, portanto, pioneiro no uso da tecnologia de RAPD para acessar a
divergéncia genética entre linhagens de milho de germoplasma tropical com finalidades
preditivas, e por ser bem sucedido em mostrar altas correlagdes de medidas avaliadas por esta
classe de marcadores com performances dos respectivos hibridos simples; na verdade, as mais
altas ja relatadas‘em literatura. De tal forma, o RAPD mostrou ser uma ferramenta adequada,
podendo ser de grande utilidade para abreviar etapas de selegdo de combinagdes hibridas em

programas de melhoramento de milho.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

(A) A técnica de RAPD mostrou ser uma ferramenta adequada para alocar linhagens
endogamicas de milho a diferentes grupos heteroticos, como foi o caso da populagéo
BR-106, que foi subdividida em dois grupos heterdticos enquanto a BR-105,
permaneceu preferencialmente (com excegdo de uma unica linhagem) alocada num

unico grupo heterético;

(B) As distdncias genéticas baseadas em RAPD mostraram-se capazes de
preferencializar os melhores cruzamentos dentro de um programa de melhoramento,
podendo contribuir para abreviar sobretudo a etapa de sele¢do de combinagdes de

linhagens.

Varias conclusdes parciais € metodoldgicas mostraram-se importantes para

conduzir as conclusdes principais citadas acima:

e O perfil de amplificagdo de DNA manteve-se constante de 10 a 30 ng havendo

alterag@o do perfil com aumento da quantidade de DNA,;
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e A técnica de RAPD mostrou-se efetiva para a distingio das linhagens
endogimicas de milho (Zea mays L.), revelando amplo grau de polimorfismo

(80,6%) entre elas;

e O acompanhamento dos dendrogramas crescentes, gerados pelo acamulo de
bandas polimoérficas, foi fator primordial para determinar a estabilidade dos

agrupamentos produzidos;

e O dendrograma final produzido com 262 bandas polimoérficas dividiu as
linhagens em trés grupos principais: GI, GII e GIII. Esta divisio foi confirmada pela

analise de coordenadas principais (PCO);
e O Grupo I (GI) foi o mais estavel dos grupos gerados ao longo dos sucessivos
dendrogramas e inclui linhagens de ambas as populagdes de origem (BR-105 e BR-

106);

e O Grupo II (GII) apresentou uma preponderancia de linhagens da populagdo BR-

105;
e O Grupo III (GIII) foi constituido apenas de linhagens da populagdo BR-106;

e Quando a divisdo de grupos foi desconsiderada, nenhuma correlagdo com a

performance dos hibridos simples foi encontrada,
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¢ Quando se respeitou a divisio de grupos encontrada com os métodos de
agrupamento e ordenagdo, obteve-se uma correlagdo significativa (r = 0,70) entre
as distdncias genéticas para os pares de linhagens GI x GII com os dados de

produgéo de grios dos respectivos hibridos simples;

¢ Alta correlagéo foi obtida entre as distdncias dos pares de linhagens GI x GIII

(r=0,87) com os dados de produgédo de grios de seus respectivos hibridos simples;

e Apenas o carater produgdo de grios correlacionou-se com os dados de distdncia
genética obtidos por RAPD; as demais caracteristicas agrondmicas avaliadas
(altura de planta e espiga), bem como com as heteroses respectivas a estas

caracteristicas, ndo exibiram associagdes significativas com os dados moleculares;

e As distdncias entre os pares de linhagens dos grupos GII ¢ GIIH ndo se
correlacionaram com nenhum dos caracteres agrondémicos avaliados nem com as

heteroses respectivas a cada um destes caracteres;

e A divisdo heterdtica tradicional em dois grupos heterdticos se mostrou
inadequada ja que os pares de distdncias genéticas entre os grupos GII
(preponderantemente linhagens BR-105) e GIII (composto exclusivamente por
linhagens BR-106) n3o se correlacionaram com a performance de seus

cruzamentos.
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9. Anexos

Anexo A. Alguns coeficientes de semelhanga para variaveis dicotdmicas

Nome Expressio Variacéo
Disténcia Binaria de Sokal bro 0-1
a+b+c+d
Coincidéncia Simples a+d 0-1
’ a+b+c+d
Rogers e Tanimoto a+d 0-1
a+2b+c)+d
Sokal e Sneath 2(a +d) 0-1
2@+d)+b+c
Russel e Rao a 0-1
a+b+c+d
Jaccard a 0-1
at+b+c
Sorenson 2a 0-1
2a+b+c
Ochiai a 0-1
‘/(a +b)(a +¢)
Baroni-Urbani-Buser a+ J(ad) 0-1
a+b+c+‘/(ad)
Haman (a+d)-(b+c) 0-1
a+b+c+d
Yule ad —bc 0-1
ad +bc
o ad —be 0-1
Jia+b)a+c)b+d)c+d)
Ochiai I ad 0-1
Jia+b)a+c)b+d)c+d)]
1E5-C2]] .
+
a+b a+c
0-1

jb)+(ajc)+(dib)+(d+c

d

i

)
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Anexo B. Distincias genéticas (complemento do coeficiente de Jaccard) para 03 linhagens

de milho (Zea mays L.), escolhidas aleatoriamente.

Linhagens 01 11 17
(01) 05-01.4B 0
(11) 06-08.1A 0,93 0

(17) 06-37.5B 0,93 0,52 0
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Anexo 1. Matriz original de dados para as 18 linhagens endogdmicas gerada com 262 bandas

polimorficas. A leitura das bandas se deu por presenga (1) ou auséncia (0).

1354607801011 121514151817 18
1) 000000000101100000
2 000000000101100000
J) 100000000000000000
9 000010000100100000
Ho11111111111111111
4§ 000000000000000111
77 000100000000000000
) 0110111110106011111
4 000001100000001000
14)100000000000000100
17000000000001000000
/2010010001011000000
700000000010001101°1
/4110110011100100100
/)111101101110010011
7110000001000000000
mi11110111111111111
14)000000001000000000
1011101111000000100
#)110101001010011111
£)000001101010000111
#)001110011000110111
477010011101000010100
#9000011110000100000
$4)110101111111011111
2)000110010101100100
477000000001111001001
4)010111110011011011
20100101010010100000
JH11111111111111111°0
/J011111111010011111
72011101100111100011
J5)000000000000010011
/111101110111111011
5%)010111111100101000
7111101011111111011
J7000100000000000000
77001000000000100000
J000000000001000100
)111010011000010111
4)000000000100101000
7)000000000111101000
4)001110111100100000
)110000001111011111
#)000000000100010100
#£)011101110000000000
7)000000000100000011
#)011011101011111111



4)100000001111101000
)010000001000000100
§7000000010000000000
$010100001000000111
$)110001100000000100
§$010010001100000000
#)000001001000110110
§6010000001010110011
§7011110011100101011
40111111110100011101
f111111111010011111
6/011111110000111010
§)001000010010010010
&)i1i11101111111111111
65)010000001101110011
4)101101010101101111
8)001000011101110001
£)000100000011000011
57101110011000000111
56)000010000001110011
§)010000000000001000
70100011100011011011
77)010000000010000100
72001000001000100000
7111110001111100100
79010111101111111111
75001000111010111111
7H110111100111111111
777000000000000001000
74)000000101000100000
7)000001100000000000
#)011001110001011000
8)000000001100000000
2)011111110010010111
#$)110100100000001111
#)001011010011111100
)011000010000000011
#)101111110100001000
47)100000000100100000
)011111110010011111
Miii1111110111111111
#)000000000000100000
)111111111111011111
#)100011100000011111
#)000100010010000000
#¢)001110011011111011
£)011011110111101011
#)000010000010010011
#7)000000000100000000
7)010000001011010100
#M111111111111011111
100)000100000000000000
/10/)001100100000000100
10000011100010001000
14)100100000101010000
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149000110001110111011
14)000001100111111011
7111111111011110011
77)100000000000000000
/MH111111111011100111
/1/1)011111011000001100
114)100000000101100000
1i11)100000001000000000
1iy)000000000011101001
71)100000000101100000
/19011011111011011111
17)111111110011011111
11§000000000010010000
117011100000110010111
11000000001000000000
179)111101110111010111
120000000000000000100
12)100000000101100000
14011111101100001100
12)100000010011110011
/2000101111011111011
12)100000100101110100
/#6)111110011010011111
#)111111111110011111
172011111110000001000
120011001100010011011
/590011111111010011111
157)000000000010000000
17i)000000001010011000
159)000001101000000000
759110111101010011111
13)001010110101001001
136)000001100000000000
/47110101111100100100
17001010000011011011
159)101100000101100000
7)010111100011011011
/14)101000011100100100
149011010111010011011
145)000000000000000100
149)000001100000000000
145)000000001110010011
146)100000001011110011
47)110000001101110011
4)100100001001011111
)111101111111111110
160)001001111010111011
/16011010111010011111
16)101000000101100000
/65111111110010011111
169000000000000000100
166)000000000000001000
1§66)0010000100000010090
157)100000000001100000
/6)111111001111111010
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15)000000000000001100

160)000000001000001011

/6)010111111010011111

14)010100001000000011

165)000000000000001000

16)010011101010010100

16))111110000000000100

166)000100000000001000

1iM110110010000001000
1H)011101010010011100
160)010000000100000000
mMo10110011011011111
17)100000001011000000
17011111111100011100
7)1010011011110121111
/74000000000100000000
174)011011110000011111
/17000001100000011011
177)100000000000100000
179000010010000101100
17010110000011010111
#)011111111010011111
/npoeo1111111110111111
/0001001001111111011
18)000100100000110011
J#197000101100000000100
14)000000000111000011
/4010111100111111100
147)000001100000000000
/4)101100001001000000
/0)110011110110111111
pi111111111111011111
19/)000100001000001000
102001000010000000000
10)011001110000100100
/49001001001010011111

1)010110001000001000
10)011011111010011111
197)000000000010011011
100)110000100000000100
10)111100111100011111
2)010111000110010011

2/)100000110101100000
212)010100000000000000
M)011110010001001111
214)600011101110010000
205)111000000000000000
200)000001010000001000
#100000000101100000
i000100010000000000
40)000000001100011111

2ZW011111111111011111

2)111110011111011111¢

2/2100111100100100000
4)011111111111111111
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