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DIVERGENCIA GENETICA ENTRE LINHAGENS DE MILHO ESTIMADA POR
MICROSSATELITES E CORRELACAO COM DESEMPENHO DE HiBRIDOS
SIMPLES

Autora: PAULA GARCIA MEIRELLES
Orientadora: Prof?. Dr*. CRISTINA LACERDA SOARES PETRAROLHA SILVA
Co-orientador: Prof. Dr. JOAO ANTONIO DA COSTA ANDRADE

RESUMO

O sucesso nos programas de melhoramento genético de milho depende da
identificacdo de genitores com boa capacidade de combinag@o para a producdo de hibridos e
também da conservacdo da variabilidade genética do germoplasma. Os marcadores
moleculares sdo ferramentas da genética molecular, muito empregados em avaliacdes de
diversidade e distancia genética, uma vez que possibilitam a identificacdo de variacdes
diretamente nos genétipos. A maioria dos trabalhos que utilizam a distdncia genética para
predicdo de hibridos simples tem sido conduzida com germoplasmas de clima temperado.
Entretanto, os germoplasmas tropicais normalmente apresentam maior variabilidade genética,
o que gera dificuldades na alocacdo de suas linhagens em grupos heterdticos bem definidos,
baseando-se apenas na divergéncia de caracteres fenotipicos. Assim o presente trabalho
objetivou avaliar, por meio de marcadores microssatélites, a diversidade genética em 40
linhagens de milho, oriundas dos compostos Dentado e Flintisa. Objetivou-se também,
comparar o sistema de predi¢do dos hibridos simples interpopulacionais por meio das
distancias genéticas estimadas a partir de marcadores microssatélites com a predi¢do por meio
da capacidade geral de combinacdo das linhagens, obtida por meio de um dialelo parcial
circulante. Foram genotipados 18 locos microssatélites em 20 linhagens do composto Dentado
e 20 linhagens do composto Flintisa. Verificou-se ocorréncia de diversidade genética nos dois
grupos de linhagens, sendo polimérficos todos os 18 locos SSR, com um total de 117 alelos.
O ndmero de alelos por loco variou de 3 (phi059) a 13 (phi299852), com média de 6,5. A
heterozigosidade esperada variou de 0,51 a 0,85, com média de 0,70, enquanto que a
heterozigosidade observada variou de 0,00 a 0,16, com média de 0,06. Todos os locos
apresentaram desvios significativos do Equilibrio de Hardy-Weinberg, por excesso de

homozigotos, com indices de fixacdo variando de 0,83 a 1,00, o que confirma o nivel maximo



de endogamia a que os compostos foram submetidos para a extracdo das linhagens, muito
embora, diversos locos ainda ndo tenham atingido o estado absoluto de homozigose. Os
compostos Dentado e Flintisa diferiram nao apenas pelas freqiiéncias alélicas em cada loco,
mas também pela ocorréncia de alelos privados em ambos os compostos. A partir das
distancias genéticas, as linhagens foram alocadas em quatro grupos heteréticos distintos, que
apresentaram concordincia apenas parcial com os dados de pedigree. Empregando-se o
dialelo parcial circulante foram obtidos hibridos interpopulacionais com bons desempenhos,
que em muitas vezes se equipararam ou até superaram a testemunha (Dow 2B710). Os
hibridos D02 x F05, D10 x F11 e D02 x F03, podem ser indicados para novas avaliacdes, em
varios ambientes, visando possivel uso comercial. As correlagdes entre os hibridos
observados e preditos por meio da capacidade geral de combinacdo foram altas, variando
entre 0,70 e 0,97, indicando que a predi¢do de hibridos foi eficiente. As correlagdes entre
desempenho dos hibridos interpopulacionais e as distdncias genéticas das linhagens foram
positivas e significativas para altura de planta, acamamento, espigas doentes, prolificidade e
graos ardidos. Estes resultados indicam a necessidade de mais estudos a respeito dos
germoplasmas brasileiro e tropical, que tém demonstrado comportamento diferente do

germoplasma temperado.

Palavras — chave: Zea mays, Predicdo de Hibridos, Marcadores moleculares, Distancia

genética, Capacidade de combinac¢do, Hibridos interpopulacionais.



GENETIC DIVERGENCE AMONG MAIZE INBRED LINES ESTIMATED BY
MICROSATELLITES AND CORRELATION WITH SINGLE-CROSS HYBRID
PERFORMANCE
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Co-adviser: Prof. Dr. JOAO ANTONIO DA COSTA ANDRADE

ABSTRACT

The success in the maize breeding programs depends on the identification of
inbred lines with good combining ability for hybrids production and also on the conservation
of germplasm genetic variability. The molecular markers are tools of the molecular genetics,
largely used in diversity and genetic distance evaluations, that make possible the identification
of variations directly in the genotypes. Most of the works that use the genetic distance for
single-cross hybrid prediction has been made with temperate germplasms. However, the
tropical germplasms usually present larger genetic variability, what generates difficulties in
the allocation of their inbred lines in well defined heterotic groups, just basing on the
divergence of phenotypic traits. Like this the present work aimed at to evaluate, through
microsatellite markers, the genetic diversity in 40 maize inbred lines derived from the
Dentado and Flintisa composites. It was also aimed at to compare the system of
interpopulational single-cross hybrids prediction through the estimated genetic distances from
microsatellite markers with the prediction through the general combining ability of the inbred
lines, obtained through a partial circulant diallel. Were genotyped 18 microsatellite loci in 20
inbred lines of Dentado composite and 20 lines of Flintisa composite. Genetic diversity was
verified in the two groups of inbred lines, being polymorphic all the 18 SSR loci, with a total
of 117 alleles. The alleles number per locus varied from 3 (phi059) to 13 (phi299852), with
average of 6.5. The expected heterozygosity varied from 0.51 to 0.85, with average of 0.70,
while the observed heterozygosity varied from 0.00 to 0.16, with average of 0.06. All the loci
presented significative deviation from Hardy-Weinberg Equilibrium, for excess of
homozygotes, with fixation indexes varying from 0.83 to 1.00, confirming the maximum

inbreeding level that composites were submitted for inbred line extraction, however, several



loci haven’t achieved the absolute homozygosity state. The composites Dentado and Flintisa
did not differ not only at allele frequencies in each locus, but at the occurrence of private
alleles in both composites. From the genetic distances, the inbred lines were allocated in 4
distinct heterotic groups, which showed partial concordance with pedigree data. Through de
partial circulant diallel, interpopulational hybrids with good performance were obtained,
which in many cases were equivalent or superior to the commercial hybrid (Dow 2B710). The
hybrids D02 x FO5, D10 x F11 and D02 x FO3 can be indicated for new evaluations, in several
environments, aiming a possible commercial use. The correlations between the observed and
predicted hybrids, through general combining ability, were high, varying from 0.70 and 0.97,
indicating that the hybrids prediction was efficient. The correlations between
interpopulational single-cross hybrids performance and the genetic distance of the inbred lines
were positive and significant to plant height, lodging, sick ears, prolificacy and burning
grains. These results indicate the need of more studies on Brazilian and tropical germplasm,

which have showed different behavior of temperate germplasm.

Key words: Zea mays, Hybrid prediction, Molecular markers, Genetic distance, Combining

ability, Interpopulational single-cross.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma das espécies mais extensivamente cultivadas no
Brasil, atingindo drea de 14,3 milhdes de hectares (COMPANHIA NACIONAL DO
ABASTECIMENTO-CONAB, 2009). A grande evolucio ocorrida no rendimento da cultura
teve por base o milho hibrido de linhagens. Sendo assim, nos programas de melhoramento, a
identificacdo de genitores com boa capacidade de combinacdo e, consequentemente, que
produzam bons hibridos, sempre foi um dos pontos de maior interesse dos melhoristas. Além

disso, o conhecimento da diversidade do germoplasma € crucial para o planejamento da

producao de hibridos e conservagdo da variabilidade genética.

Com o desenvolvimento das técnicas baseadas em marcadores moleculares,
muitos estudos vém sendo realizados para avaliar a diversidade genética dos materiais em
melhoramento e o potencial da predicdo de hibridos pela estimativa da distancia genética. Isto
auxilia na resolucdo de um dos problemas enfrentados pelos melhoristas na obtencdo de
hibridos, que € a avaliacdo dos parentais. O nimero cada vez maior de linhagens a serem
avaliadas é um fator limitante até mesmo para os esquemas mais modernos de cruzamentos,
como o dialelo parcial circulante interpopulacional, proposto por Miranda Filho e Vencovsky

(1999).

O uso de marcadores moleculares para estimar divergéncia entre linhagens tem
sido sugerido como uma estratégia para transpor as dificuldades de avaliacdo, em campo, do
grande niimero de cruzamentos possiveis para a predicdo do desempenho de hibridos simples
(SU-XIA et al. 2004, LABORDA et al., 2005, PATERNIANI et al., 2008). Uma vez que o
comportamento de hibridos estd relacionado a diversidade genética entre os parentais, abriu-
se a possibilidade da identificacdo de bons hibridos apenas com a caracterizacdo genética das

linhagens (LANZA et al., 1997).

A maioria dos trabalhos que utilizam a distdncia genética para predicdo de
hibridos simples tem sido conduzida com germoplasmas de clima temperado
(BOPPENMAIER et al., 1992, SMITH et al., 1997, AIMONE-MARSAN et al., 1998, SU-
XIA et al., 2004, VAZ PATTO et al., 2004), em comparacdo com os tropicais (LANZA et al.,
1997, BARBOSA et al., 2003, LABORDA et al., 2005). Entretanto, os germoplasmas
tropicais normalmente sdo compostos, apresentando maior variabilidade genética, o que gera

dificuldades na aloca¢do de suas linhagens em grupos heteréticos bem definidos, baseando-se
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apenas na divergé€ncia de caracteres fenotipicos (LANZA et al., 1997, PINTO et al. 2001).
Isso evidencia a necessidade do emprego de marcadores moleculares para acessar a
diversidade genética em nivel de DNA (BARBOSA et al., 2003). Como o uso efetivo de
marcadores na selecdo de caracteres quantitativos e, consequentemente, na predi¢do de
hibridos, ainda € incipiente, hd necessidade de mais estudos, no sentido fornecer mais
informagdes e auxiliar na tomada de uma posi¢do definitiva quanto ao poder e utilidade

prética dessas técnicas.

Diversos estudos demonstraram correlacdo significativa entre distancia genética
baseada em microssatélites (SSR) e pedigree, tornando este tipo de marcador molecular uma
alternativa promissora na andlise da estrutura genética de populagdes de milho (SMITH et al.,
1997, PEJIC et al., 1998, BERNARDO et al., 2000, LIU et al., 2003, PINTO, R. et al., 2003,
VAZ PATTO et al., 2004, GARCIA et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral foi comparar o sistema de predi¢do de hibridos simples entre
linhagens de milho por meio da distincia genética, obtida a partir de marcadores moleculares
(microssatélites), com a predicdo por meio da capacidade geral de combinag@o das linhagens,

obtida por meio de um dialelo parcial circulante.

2.2 Objetivos especificos

= Verificar o desempenho de 80 hibridos simples obtidos de 20 linhagens do composto

Dentado e 20 linhagens do composto Flintisa, por meio de dialelo parcial circulante;

= Estimar a capacidade geral de combinagdo das 40 linhagens, utilizando o método dos
quadrados minimos, visando estimar a média de todos os 400 hibridos simples
possiveis;

= Estimar a diversidade genética das linhagens e classificd-las em grupos heteréticos,

com base em locos SSR;

= Correlacionar a diversidade genética obtida pela caracterizacdo molecular (SSR) com

o desempenho dos hibridos no campo.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O milho

O milho € uma planta pertencente a familia Poaceae, género Zea e espécie Zea
mays. E taxonomicamente identificado como Zea mays L. ssp. mays, para distinguir do seu
parente silvestre mais préximo, o teosinto, atualmente considerado da mesma espécie e com

vérias subespécies (PATERNIANI; CAMPOS, 2005).

E o tinico cereal nativo do Novo Mundo, tendo como centro de origem a América
Central. J4 na época do descobrimento das Américas o milho era o alimento base de todas as
civilizacdes do continente. Das ragas identificadas no mundo, praticamente todas tiveram sua
origem direta ou indireta nos trabalhos pioneiros dessas civilizagcdes pré-colombianas

(CONSELHO DE INFORMACOES SOBRE BIOTECNOLOGIA- CIB, 2009).

O milho é cultivado mundialmente entre as latitudes 58° norte e 40° sul,
distribuido nas mais diversas altitudes, encontrando-se desde localidades situadas abaixo do
nivel do mar até regides apresentando mais de 2.500 m de altitude (FANCELLI; DOURADO
NETO, 2000). A necessidade de adaptacdo a diferentes ambientes resultou em uma ampla
variabilidade genética, caracterizada pela existéncia de cerca de 300 racas descritas, além de
milhares de populagdes e amostras preservadas nos bancos de germoplasmas (HALLAUER;
MIRANDA FILHO, 1988). E, sem divida, a principal espécie alégama cultivada, ndo s6 pela
sua importancia econdmica, mas também pela sua importincia em termos cientificos e
tecnoldgicos. Toda a base sobre a genética e o melhoramento de espécies alégamas foi

desenvolvida com essa espécie (ARAUJO; PATERNIANI, 1999).

7z

No Brasil a cultura € uma das espécies mais extensivamente cultivadas. Esta
presente em todo territério nacional, com cerca de 14,8 milhdes de hectares e producdo de
aproximadamente 58,7 milhdes de toneladas de graos na safra 2007/2008, atingindo seu
recorde, com aumento de cerca de 14% em relagdo a safra anterior. Esse desempenho se deve
ao incremento de 9% na produtividade média, enquanto a 4rea cresceu apenas 4,7%
(CONAB, 2009, ANUARIO, 2008). O Brasil é o terceiro maior produtor do mundo, sendo

superado apenas pelos Estados Unidos e pela China, com 4reas de 36 e 26 milhdes de
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hectares, e producdes de 332,1 e 139,4 milhdes de toneladas, respectivamente (CIB, 2009,
ANUARIO, 2008).

O Estado do Paranid € o maior produtor deste cereal com producdo de
aproximadamente 15,36 milhdes de toneladas na safra 2007/2008, seguido por Mato Grosso,
Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. O Estado de Sdo Paulo ocupa a sexta
posicao no ranking nacional, com produ¢do média de 4,67 milhdes de toneladas em 966 mil

hectares (4.838 kg ha™) (CONAB, 2009).

Para a safra 2008/2009, a producao nacional de milho deve atingir 49,95 milhdes
de toneladas, havendo um recuo, em termos percentuais, de 15,7% e, em valores absolutos, de
9,2 milhdes de toneladas, comparativamente ao ciclo anterior. Esta queda deve-se a fatores
como queda na drea semeada e falta de chuva durante o desenvolvimento e florescimento

(CONAB, 2009).

Além da sua importincia econdmica como principal componente na alimentacdo
de aves, suinos e bovinos, o milho cumpre papel técnico importante para a viabilidade de
outras culturas, como a soja e o algoddo, por meio da rotagdo de culturas, minimizando
possiveis problemas como nematdides de galha, nematéide de cisto e doengas como o mofo
branco e outras, dando sustentabilidade para diferentes sistemas de producdo em muitas

regides agricolas do Brasil e do mundo (CIB, 2009).

Muito energético, o milho traz em sua composi¢ao vitaminas A e do complexo B,
proteinas, gorduras, carboidratos, célcio, ferro, fésforo e amido, além de ser rico em fibras.
Cada 100 gramas do cereal tem cerca de 360 Kcal, sendo 70% de glicidios, 10% de protideos
e 4,5% de lipidios. Devido a essas propriedades, pode suprir boa parte das necessidades
nutricionais da populagdo, além de ser excelente complemento alimentar, “in natura” ou em
forma de farinha de milho, fubd, canjica, polenta, cuscuz e outras. Além de ser consumido
diretamente, pode também ser componente de balas, biscoitos, paes, chocolates, geléias,

sorvetes, maionese e até cerveja (CIB, 2009).

Atualmente, somente cerca de 15% da producdo nacional se destina ao consumo
humano, de maneira indireta na composi¢do de outros produtos. A maior parte da producio
serve as industrias de ragdes, onde é o principal componente da alimenta¢do de bovinos,
suinos e aves. Além das racdes, o milho pode ser utilizado na forma de silagem de planta
inteira, para alimentacdo de bovinos, e de grao imido, para uso principalmente pelos suinos

(CIB, 2009).
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3.2 O milho hibrido

A maioria da evolug@o ocorrida no rendimento da cultura, permitindo os altos
rendimentos hoje obtidos pelos agricultores mais tecnificados, teve por base o milho hibrido
de linhagens. A importancia do método da hibrida¢do no melhoramento do milho transcende a
propria cultura, dados os fatos histéricos, cientificos e econdmicos que estdo intimamente a
ele associados. O milho encaixa-se entre as espécies para as quais a hibrida¢do é recomendada
como método adequado de melhoramento, dada a relativa facilidade de producdo de sementes
hibridas, tanto para pesquisa como comercialmente, e facilidade de se obterem bons niveis

heteréticos (PATERNIANI; CAMPOS, 2005).

Existem diversos tipos de hibridos de milho, originados de parentais diferentes,

conforme exposto no Quadro 1.

Quadro 1 - Tipos de hibridos e parentais que os originam

Hibridos Parentais
Intervarietal Variedade A x Variedade B
Top cross Linhagem x Variedade
Hibrido simples Lin. AxLin. B
Hibrido simples modificado (Lin. Ax Lin. A’) x Lin. B
Hibrido triplo (Lin. A x Lin. B) x Lin. C
Hibrido triplo modificado (Lin. A x Lin. B) x (Lin. C x Lin. C’)
Hibrido duplo (Lin. A x Lin. B) x (Lin. C x Lin. D)

Fonte: Paterniani e Campos (2005).

O interesse sobre a heterose teve inicio em 1877, com os trabalhos de
autofecundacdo e cruzamentos realizados por Darwin, influenciando Beal a propor a
utilizacdo de cruzamentos intervarietais na producdo comercial de milho (SPRAGUE;
HEBERHART, 1977). A manifestacdo da heterose na producdo de grdos em hibridos

intervarietais foi muito estudada no inicio deste século. Porém a grande contribui¢cdo prética
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para a agricultura iniciou-se com os trabalhos basicos de Shull (1908, 1909), East (1909) e a
introducgdo dos hibridos duplos de linhagens por Jones (1918, 1922).

Jones (1922) propOs o sistema de cruzamentos para obtencdo de hibridos
duplos, uma vez que os hibridos simples ndo foram prontamente aceitos pelos agricultores.
Mais tarde, com a evolugdo tecnoldgica e cultural dos agricultores americanos, os hibridos
triplos e simples comegaram a ser aceitos e hoje praticamente 100% da semente de milho
comercializada naquele pais € de hibridos simples. No Brasil esse tipo de mudanca estd em
curso e os hibridos simples estdo ganhando espaco na faixa de agricultores de alta tecnologia.
Os hibridos duplos estdo diminuindo no mercado de sementes, sendo utilizados
principalmente pela faixa de média tecnologia, e os hibridos triplos dominam a faixa de

média/alta tecnologia.

A introducdo do milho hibrido na década de 1920 consistiu em um dos maiores
impulsos a agricultura moderna e desde entdo inlimeros programas concentraram seus
esforcos no desenvolvimento de linhagens endogdmicas com capacidade de produzir bons

hibridos.

A identificacdo de linhagens com boa capacidade de combinagdo e
conseqiientemente que produzem bons hibridos sempre foi um dos pontos de maior interesse
dos melhoristas ao longo desses 80 anos de milho hibrido. Até o final da década de 20
costumava-se avaliar todos os n(n-1)/2 hibridos possiveis com um grupo de n linhagens, pois
o ndmero de linhagens disponiveis era pequeno. Entretanto, com o aumento do nimero de
linhagens nos programas de melhoramento, esse método tornou-se inviavel, pois o nimero de
hibridos possiveis elevava-se rapidamente e novos métodos foram propostos para a
identificacdo de combinag¢des superiores. A utilizacdo de fop crosses (DAVIS, 1927,
JENKINS; BRUNSON, 1932), que consiste na avaliacdo dos cruzamentos de grande nimero
de linhagens com um testador comum, foi o passo seguinte na tentativa de solucionar o

problema.

A predi¢do do comportamento de hibridos duplos foi primeiramente proposta por
Jenkins (1934), utilizando dados dos hibridos simples entre as linhagens envolvidas. Sendo
bem menor o nimero de hibridos simples possiveis entre n linhagens [n(n-1)/2] que hibridos

duplos (3C}), a metodologia tornou-se vidvel e tem sido empregada até hoje nos programas

de milho hibrido.

Com a introducdo do conceito de capacidade geral e especifica de combina¢do na
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década de 40 (SPRAGUE; TATUM, 1942), os esquemas de cruzamentos dialélicos
comecaram a ser estudados e muito contribuiram para a avaliacio do comportamento de

linhagens em cruzamento.

Dois tipos de habilidade de combinacdo podem ser distinguidos. A capacidade
geral de combinagdo (CGC) refere-se a habilidade de um gendétipo produzir progénies com
dado comportamento, quando cruzado com uma série de outros genitores. A capacidade
especifica de combina¢do (CEC) refere-se ao comportamento de uma combinagéo especifica,
que pode desviar do comportamento esperado com base na CGC. Os conceitos da CGC e
CEC sdo tteis na caracterizagdo das linhagens em cruzamentos, sendo que a CGC estd
associada principalmente a genes de efeito aditivo e a CEC depende basicamente de genes de
efeito ndo aditivo (dominancia e epistasia). Os cruzamentos dialélicos t€ém sido muito usados
no melhoramento de milho e se mostrado eficientes para detectar divergéncias genéticas entre
as linhagens e alocar estas em grupos heterdticos distintos (HALLAUER, 1990, BOREM;
MIRANDA, 2005).

Kempthorne e Curnow (1961) discutem, sob o ponto de vista tedrico, a utilizacdo
de informacdes provenientes do esquema dialelo parcial circulante intrapopulacional para
predicio de médias de rendimento de vdrios cruzamentos, por meio dos efeitos de

capacidades gerais de combinacdo (g ) das linhagens envolvidas. Analisando estimativas
obtidas a partir do modelo fl.j =f+g +g,;, os autores avaliaram a eficiéncia da

metodologia, pela comparacdo dos erros envolvidos nas estimativas, evidenciando a validade
de utilizagdo dos pardmetros na predi¢do de combinag¢des hibridas. O importante deste
esquema € que nao € necessdrio avaliar todos os cruzamentos entre as n linhagens, mas apenas
uma amostra deles para obter as estimativas de capacidade geral de combinacdo das
linhagens. Isso foi um avango em relacdo ao método de Jenkins (1934), pois comecou a haver
limitagdes no uso dos dialelos completos quando o ndmero de linhagens participantes

aumentava.

Como normalmente em um programa de milho hibrido o interesse final é cruzar
linhagens de uma populacdo com linhagens de outra populagdo contrastante, Miranda Filho e
Vencovsky (1999) adaptaram o esquema de Kempthorne e Curnow (1961), introduzindo o
dialelo parcial circulante interpopulacional. Nesse esquema, a partir da avaliagdo de uma
amostra dos hibridos simples é possivel predizer os hibridos simples ndo avaliados, os
hibridos duplos e triplos. Uma forma de avaliar a capacidade preditiva do modelo é a

aplicacdo do coeficiente de correlacdo de Pearson entre as médias preditas e observadas.
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Andrade (1995) encontrou coeficientes de correlagdo variando de 0,82 a 0,96. Aradjo (2000)
observou um coeficiente de 0,86 e Fuzzato (2003) obteve correlacdes variando de 0,69 a 0,93.
Em todos os casos a capacidade geral de combina¢d@o das linhagens foi estimada pelo método

dos quadrados minimos.

Veiga et al. (2000) avaliaram a eficiéncia do dialelo parcial circulante em relacio
ao dialelo completo, por meio da correlagdo entre os valores de capacidade geral e especifica
de combinagio obtidos pelas duas metodologias. Os resultados indicaram que a efici€ncia dos

dois tipos de dialelo € a mesma.

Dessa maneira, métodos de predicdo que envolvam poucos cruzamentos, a
previsdo do rendimento dos hibridos com base apenas no conhecimento das linhagens
progenitoras e a alocagdo dessas linhagens em grupos heteréticos, estdo entre os principais
objetivos a serem alcancados pelos melhoristas. A utilizacdo de marcadores genéticos pode
auxiliar na identificagdo de linhagens com genétipos superiores, acelerando o processo e

minimizando o trabalho envolvido.

3.3 Marcadores moleculares no melhoramento do milho

Com a Biotecnologia, uma série de metodologias surgiu para auxiliar o processo
do melhoramento do milho, possibilitando a obten¢do de genétipos de interesse em menor
tempo. Os marcadores moleculares surgiram como uma grande contribui¢do para o estudo de
genomas. Dentre outras aplicagdes dos marcadores moleculares em programas de
melhoramento, pode-se citar: avaliacdo de variabilidade genética, predicdo de heterose,

selecdo de genitores e hibridos (BOREM; MIRANDA, 2005).

Desde que as técnicas de marcadores moleculares comegaram a ser estudadas, o
seu uso pritico em programas de melhoramento é um objetivo a ser atingido. Com a
possibilidade de se caracterizar linhagens com estes marcadores, a idéia de se prever boas
combinagdes hibridas sem a necessidade da avaliacdo dos cruzamentos no campo passou a ser
estudada mais profundamente (BOPPENMAIER et al., 1992, AJMONE-MARSAN et al.,
1998, LANZA et al., 1997, BARBOSA et al., 2003). Além disso, os marcadores moleculares

sdo especialmente vantajosos para caracteres agrondmicos de dificil avaliacdo, como
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resisténcia a patdgenos, insetos e nematdides, tolerdncia a fatores abidticos de stress,

parametros de qualidade e caracteres quantitativos (MOHAN et al. 1997).

Técnicas que s@o particularmente promissoras para aplicagdo no melhoramento
genético de plantas envolvem RAPDs (random-amplified polymorphic DNAs), RFLPs
(restriction fragment lenght polymorphism), AFLPs (amplified fragment lenght plymorphism)
e microssatélites (SSRs — simple sequence repeats) (MOHAN et al., 1997).

Estes marcadores genéticos possuem um mecanismo de heranca mendeliana e em
alguns casos apresentam expressdo codominante (como os RFLPs e microssatélites), o que
permite identificar gendtipos heterozigotos e homozigotos nos individuos analisados

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996, SOUZA, 2001).

A diversidade genética de um loco marcador corresponde a ocorréncia de
polimorfismo entre individuos. Para estimar essa diversidade, varios indices que representam
o conteudo informativo de um loco podem ser utilizados para diferentes aplicacdes, como na
identificacdo individual e na andlise de parentesco, na estimativa de fluxo génico, da definicao
do sistema de cruzamento e na determinagdo da estrutura genética espacial. A estimativa da
frequéncia alélica é considerada fundamental nos estudos evolutivos, pois a mudanga genética

de uma populagdo é reflexo da mudanga nas frequéncias génicas (AZEVEDO, 2007).

O nilmero de alelos por loco, a heterozigosidade esperada (H, e a
heterozigosidade observada (H,) sdo os pardmetros genéticos mais utilizados para estimar a
diversidade genética em populacdes de plantas. A H, diz respeito a heterozigosidade esperada
segundo o Equilibrio de Hardy-Weinberg, e a H, representa a real heterozigosidade existente

na populagdo. Assim, tem-se que:

H, = 1- X0?)
Eﬂ =1- z(piij
Onde:

pi = frequéncia alélica estimada do i-€simo alelo;
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pi: = frequéncia estimada do homozigoto ii;

A relacdo entre os valores de heterozigosidade esperada e observada define o
indice de fixacdo de Wright (f), cuja média € o desvio da proporcdo de heterozigotos
observados em relagdo a propor¢do esperada segundo o Equilibrio de Hardy-Weinberg

(WRIGHT, 1965). Desta forma:

(em nivel de loco)
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Os marcadores moleculares podem também ser empregados na estimativa das
distancias genéticas entre linhagens. A teoria da genética quantitativa sugere que, em qualquer
grau de dominéncia superior a zero, a heterose é uma fungdo da freqiiéncia alélica entre os
genitores, existindo, portanto, uma correlacdo positiva entre divergéncia genética e heterose
(FALCONER, 1981). Por esse motivo, estimativas de distdncias genéticas entre linhagens
vém sendo utilizadas como meio de alocacdo destas em grupos heteréticos e predicao de
cruzamentos superiores em programas de melhoramento de plantas (HALLAUER;

MIRANDA FILHO, 1995, BARBOSA et al., 2003).

Muitos autores demonstraram a eficiéncia da identificacdo de grupos heterdticos
em milho empregando marcadores moleculares (PINTO, L. et al., 2003, REIF et al., 2003,
WARBURTON et al., 2005, BARATA; CARENA, 2006, LEGESSE et al., 2007). Uma
vantagem sobre os métodos convencionais € a de que poucas linhagens divergentes ndo sio
discriminadas e, consequentemente, os grupos heteréticos formados cont€ém genétipos que,

inequivocamente representam as diferencas na frequéncia de alelos das populagdes.

Dias et al. (2004), em um levantamento de 54 trabalhos envolvendo diversas
culturas, relatam que em 28 deles foram encontradas associagdes positivas entre heterose e a
divergéncia por marcadores. Entretanto, em 26 deles foram encontradas correlacdes negativas
ou inconclusivas. Conforme citado anteriormente, espera-se que as divergéncias entre
parentais e as estimativas de heterose sejam altamente correlacionadas. Porém, Moll et al.
(1965) relatam que a associacdo é previsivel até certo nivel de diversidade, a partir do qual

ndo existe previsibilidade do comportamento das estimativas de divergéncias.
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Em estudos que relatam correlagdes reduzidas entre as distancias medidas com
auxilio de marcadores e o desempenho dos hibridos, a principal justificativa tem sido a
provavel utilizacdo de marcadores ndo associados geneticamente com regides cromossomicas
responsdveis pela manifestacdo da heterose (CHARCOSSET et al., 1991). Dessa forma, a
escolha dos marcadores adequados € uma etapa de extrema importancia nestes estudos.
Segundo Bernardo (1992), para uma efetiva predicdo do desempenho de hibridos utilizando
marcadores moleculares, as seguintes condicdes devem ser respeitadas: a) forte efeito de
dominéncia; b) correlacdo negativa das freqiiéncias alélicas nos locos individuais das
linhagens parentais; c) caracteres de alta herdabilidade; d) estreito intervalo de variagdo das
médias de freqiiéncias dos alelos parentais; e) pelo menos 30 a 50% dos QTLs devem estar
ligados aos marcadores moleculares; f) no maximo 20 a 30% dos marcadores devem estar

distribuidos ao acaso ou ndo ligados ao QTL.

Diversos estudos ja demonstraram que a distancia genética quantificada por meio
de isoenzimas ndo foi um eficiente progndstico para o rendimento de grdos ou a resposta
heterdtica (FREI et al., 1986). O advento dos marcadores de RFLP possibilitou, por outro
lado, uma amostragem muito mais ampla do genoma e andlise mais detalhada desta questdo.
Verificou-se ainda que dados de RFLP podem ser utilizados para a classificacdo de linhagens
em grupos heteréticos bem como a alocacdo de novas linhagens de origem desconhecida

nestes grupos (LIVINI et al., 1992

BURSTIN et al. 1994, WARBURTON et al., 2005). Nesta mesma linha de
estudos, foi observada uma alta correlacdo entre as distancias genéticas medidas por meio
destes marcadores e o desempenho de hibridos de milho (SMITH et al., 1990, DUDLEY et
al., 1992, MUNN; DUDLEY, 1994, BURSTIN et al., 1995). Embora o poder de
discriminacdo dos RFLPs em estudos de diversidade ter sido bem documentado, as limitacdes

relativas a rotina de uso destes levou a utilizacao de outros tipos de marcadores.

Lee et al. (1989) avaliaram, em dialelo, oito linhagens de milho provenientes de
quatro populacdes, para verificar a viabilidade de utilizacdo dos dados de RFLP em definir
padrdes heterdticos. A heterozigosidade prevista com base nos marcadores foi consistente
com os dados de genealogia. Os desempenhos dos hibridos e as CEC foram positivamente
correlacionadas com as distancias genéticas. Resultados semelhantes foram relatados por
Smith et al. (1990), que estimaram a distidncia genética baseadas em RFLPs entre 37
linhagens elite relacionadas e ndo relacionadas do germoplasma Corn Belt de milho. As

distancias foram altamente correlacionadas com as produgdes de grdos e as heteroses. O
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agrupamento das linhagens foi consistente com o histérico do melhoramento e as respostas

heterdticas das mesmas.

Lanza et al. (1997) utilizaram marcadores RAPD para obter distdncias genéticas
entre 18 linhagens origindrias de duas populacdes de milho e realizar a predicdo de hibridos
simples. Os resultados indicaram que RAPD pode ser usado como ferramenta para determinar
diversidade genética entre linhagens de milho tropical, por meio da alocac¢do de gendtipos em
diferentes grupos heterdticos e também na escolha de cruzamentos superiores, reduzindo o
nimero de cruzamentos a serem avaliados no campo. O mesmo tipo de estudo foi realizado
por Ajmone-Marsan et al. (1998), buscando relacionar distancia genética, medida com auxilio
de marcadores RFLP e AFLP, com o desempenho de hibridos. Os dois tipos de marcadores
mostraram resultados semelhantes para a distdncia genética e a andlise de agrupamento
separou claramente as linhagens estudadas. Os coeficientes de correlagdo, para o grupo todo
de linhagens, entre as distancias por RFLP e AFLP com rendimento de grdos, foram 0,36 e

0,51 respectivamente.

Mais recentemente Wu (2000) utilizou AFLP e RAPD para estudar diversidade
entre 17 linhagens elites, largamente empregadas em programas de melhoramento na China.
Os resultados indicaram que ambos sdo confidveis e efetivos na avaliacdo de variacdo
genética e atribui¢do de linhagens para diferentes grupos heterdticos. Em particular, AFLP
pode permitir aos melhoristas de milho predizer combina¢des de linhagens que resultam em
hibridos simples de alto rendimento. Esta classe de marcadores também foi ttil na separagio
de linhagens de milho tropical em diferentes grupos heteréticos, pelo método de otimizagao
de Tocher, sendo também observada a associagdo entre os grupos formados com base na

andlise de similaridade e época de florescimento (OLIVEIRA et al., 2004).

Seguindo a mesma linha, utilizando marcadores AFLP e SSR, Barbosa et al.
(2003) encontraram baixa associacdo entre as distdncias por marcadores e as desempenhos
dos hibridos, quando considerados cruzamentos interpopulacionais. Por outro lado, quando
considerados apenas os hibridos intrapopulacionais, as correlagdes encontradas foram de
magnitude superior e significativas para os dois marcadores. Associagdes semelhantes foram
obtidas pelos mesmos autores entre as divergéncias genéticas por marcadores e a heterose.
Betrdn et al. (2003) também demonstraram uma forte associa¢do entre as divergéncias por
marcadores mensuradas nas linhagens e os desempenhos dos hibridos e CEC mensuradas em
testcrosses. Por outro lado, as correlagdes entre as heteroses e as divergéncias por marcadores

apresentaram magnitude inferior.
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Recentemente, Vuylsteke et al. (2004) analisando linhagens das populacdes Stiff
Stalk Synthetic (BSSS)e Lancaster Sure Crop (LSC) encontraram correlacdes entre as
distancias genéticas baseadas em AFLPs e desempenho de festcrosses altamente significativas
(0,48), quando considerados todos os cruzamentos. Entre as divergéncias genéticas e as
CECs, a correlacao foi significativa para todos os cruzamentos, para os cruzamentos dentro do

grupo heterético BSSS e para linhagens de grupos heteréticos opostos.

Embora os resultados obtidos utilizando RFLP, AFLP e RAPD sejam
satisfatdrios, estas técnicas sdo dispendiosas, consomem muito tempo e o custo é elevado.
Além disso, AFLP e RAPD sido marcadores dominantes, ndo sendo possivel identificar
heterozigotos. Por outro lado, os marcadores microssatélites (SSRs) apresentam uma série de
vantagens, como relativa simplicidade da técnica e, a partir do momento em que seqii€ncias

de iniciadores para detectar este tipo de marcadores sdo disponibilizadas, o custo € reduzido.

3.4 Marcadores microssatélites (SSR)

Os maracadores SSR sdo constituidos de unidades repetitivas de nucleotideos (1-6
nucleotideos, em “tandem”) e sdo encontrados em todos os genomas eucariotos e procariotos
jé estudados. Estdo presentes tanto em regides codificadoras como em ndo codificadoras e sdo
geralmente muito polimdrficos, devido ao alto nivel de variacdo no nimero de repeti¢des

(SOUZA, 2001).

Locos SSRs tém sido descritos para uma série de espécies, incluindo variedades
de culturas agricolas como arroz, cevada, feijdo, milho, algoddo e soja. Todos estes trabalhos
demonstraram que este marcador é altamente multi-alélico e informativo para estudos de
genética de populagdes, permitindo estimar com precisdo relagdes de parentesco e fluxo
génico. Esse marcador pode ser usado tanto para a identificagdo individual quanto para

associacdo com caracteres de interesse (WEIR, 1996).

No genoma de plantas superiores a repeticdo (AT), € a mais encontrada, seguida
por (A), e (AG),. Repeticdes de trinucleotideos e tetranucleotideos também foram
encontradas nos genomas de plantas, sendo os motivos mais freqiientes (AAT),, (AAC),,

(AGC),, (AAG),, (AATT), e (AAAT), (MORGANTE; OLIVIERI, 1993, GUPTA et al.,
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1996).

Enquanto o nimero de repeticdes de um SSR geralmente varia, a sequéncia de
bases adjacente ao SSR pode ser tinica no genoma e conservada entre diferentes individuos da
mesma espécie. Assim, pode-se desenhar iniciadores especificos para as sequéncias
adjacentes a um SSR, sendo possivel entdo, por PCR, amplificar este loco em diferentes
genotipos. Uma vez que o nimero de repetigdes em um SSR pode variar entre genotipos
diferentes, o polimorfismo serd observado no tamanho dos fragmentos gerados (SOUZA,

2001).

Virios modelos da dindmica evolutiva dos SSR foram propostos, sendo que a
maioria deriva do modelo definido como stepwise. Neste modelo, por meio de slippage ou
escorregamento, hd uma alteracdo no comprimento de uma regido repetitiva por meio da
adicdo ou remog¢ao de uma unidade repetitiva. Isto ocorre provavelmente devido a dissociacdo
transiente da fita de DNA que estd sendo sintetizada, seguida por um novo pareamento
incorreto. Outro tipo de mutagdo que deve ocorrer em SSRs envolve a recombinacdo entre
moléculas de DNA. Estimativas mostram que a taxa de mutagdo em SSR in vivo ocorre em
tono de 107 a 10° eventos por loco por replicacdo, dependendo do organismo
(LENVINSON; GUTMAN, 1987, GOLDSTEIN; SCHLOTTERER, 2001, ELLEGREN,
2004).

Os SSRs apresentam diversas caracteristicas que os tornam extremamente
eficientes na identificacdo e diferencia¢do de individuos, como: (1) sdo muito abundantes na
maioria dos genomas e, geralmente, sdo uniformemente distribuidos; (2) sdo hipervaridveis e
codominantes, portanto o conteido informativo € bastante elevado, permitindo uma precisa
discriminacdo mesmo de individuos proximamente relacionados; (3) sdo baseados em PCR,
requerendo pequena quantidade de DNA para sua amplificacdo; (4) emprego de pares de
iniciadores especificos para cada loco, facilitando a troca de informagdes entre grupos de
pesquisa; (5) a genotipagem pode ser semi-automatizada em ensaios multiplex (varios locos
ao mesmo tempo); (6) sdo transferiveis entre pedigrees, populacdes e, frequentemente, entre
espécies  geneticamente  relacionadas (RAFALSKI et al. 1996, FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996, SOUZA, 2001, PINTO et al., 2001, BUSO et al., 2003).

A interpretacdo da significancia da variagdo nesses locos dentro e entre grupos
deve ser cuidadosamente considerada. O nivel de diferenciacdo e distdncia genética entre

grupos € altamente influenciado pelo nivel de heterozigosidade desses locos altamente

varidveis. Além disso, a conexao entre a significancia estatistica e bioldgica pode as vezes ser
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pequena. Portanto, cuidados devem ser tomados na interpretagdo de dados de SSRs, uma vez
que a informagdo que eles fornecem pode ser um pouco diferente daquelas obtidas com

marcadores tradicionalmente menos varidveis (HEDRICK, 1999).

Os SSR sempre foram tidos apenas como marcadores para estudos genéticos,
porém uma série de estudos recentes demonstra que eles também apresentam papel funcional
como elementos codificadores e regulatérios agindo upstream a promotores de sequéncias
codificadoras. Além disso, foi demonstrado que SSRs se ligam a proteinas, estando
associados a efeitos funcionais. Finalmente, efeitos fenotipicos da variacdo dos SSRs na
fisiologia e desenvolvimento dos organismos foram observados. (KASHI et al.,, 1997,
GOLDSTEIN; SCHLOTTERER, 2001). Considerando os SSRs como hotspots de mutacoes e
a sua possivel funcionalidade, esses marcadores talvez sejam a maior fonte de variacio

genética quantitativa e adaptagdo evoluciondria (AZEVEDO, 2007).

Atualmente existem mais de 1700 marcadores microssatélites ja descritos para
milho e suas seqiiéncias, localizacOes e iniciadores para detectd-los estdo disponiveis no
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e no MaizeGDB (www.maizegdb.org) (SHAROPOVA et
al., 2002).

Diversos estudos demonstraram que hd correlagdo significativa entre a distincia
genética baseada em SSR e pedigree, tornando este tipo de marcador molecular em uma

alternativa promissora na andlise de estrutura genética de populacdes de milho.

Smith et al., (1997) reportaram a classificagdo de 58 linhagens baseadas na
variabilidade de 131 locos SSR e os padrdes de variabilidade foram comparados com aqueles
obtidos por meio de RFLP. Os valores de PIC (contetido de informagdo de polimorfismo),
uma medida da diversidade de alelos, foram similares para ambas as técnicas, porém os
valores de 9 locos SSR excederam o valor maximo observado para RFLP. Os padrdes de
variabilidade para ambos os marcadores se aproximaram da divergéncia genética estimada por
pedigree, com r = 0,80 e 0,81, respectivamente, para RFLP e SSR. Os autores concluiram que,
devido ao fato de a variabilidade de SSRs ser observada com maior fidelidade e
reprodutibilidade do que RFLPs, além de diversos SSRs apresentarem PIC altos, este tipo de
marcador poderia apresentar um poder de discriminacao igual ou maior do que os RFLPs, de

forma menos dispendiosa.

Pejic et al. (1998) compararam as técnicas de RFLP, SSR e AFLP em andlises de
similaridade genética para 33 linhagens, concluindo que os dados de SSR mostraram o mais

alto nivel de discriminacdo entre pares de linhagens. Porém as arvores de similaridade
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construidas para cada sistema de marcadores mostraram discrepancias entre os subgrupos.

Os resultados acima descritos foram também reportados em estudos mais recentes
envolvendo populagdes de milho de diferentes regides e origens (LIU et al. 2003, PINTO, L.
etal., 2003, VAZ PATTO et al., 2004, GARCIA et al., 2004).

Atualmente, a ligacdo entre marcadores moleculares e caracteres quantitativos
(QTLs — quantitative trait loci), como produtividade de grios, e predi¢do de hibridos por meio
desses marcadores, tem sido extensivamente estudada. Diversos ensaios demonstraram a
associacdo de marcadores SSR e QTLs em milho, principalmente relativos a produtividade de
graos. Mohammadi et al. (2002) analisaram hibridos simples de milho de diversas regides
geogrificas da India e encontraram 14 marcadores associados a regides cromossdmicas com

efeito significativo na produtividade de gréos.

Sibov et al. (2003) utilizaram 117 locos SSR e 400 plantas F, (milho tropical)
para detectar QTLs para produtividade de graos, altura da planta e insercdo de espigas. Foram
detectados 13 QTLs distintos, sendo 4 para produtividade de graos, 4 para altura da planta e 5
para insercdo de espiga. A maior parte dos QTLs (10) foram detectados na mesma regido

cromossOdmica, sendo que apenas 3 QTLs ndo estavam mapeados proximos a algum outro.

Recentemente, Su-Xia et al. (2004) investigaram a utilizagdo de marcadores SSR
na determinacdo da distancia genética entre 15 linhagens elite de milho na China e a
associacdo da diversidade a produtividade de graos e heterose. Os autores observaram uma
correlacdo significativa entre as varidveis, porém apenas quando a relagdo de pedigree entre
os parentais era alta. Quando esta relacdo era baixa ndo foi observada correlagdo entre
produtividade de grdo, heterose e distdncia genética baseada em SSRs. Resultados
semelhantes foram encontrados por Barbosa et al. (2003), analisando a relacdo entre a

desempenho de hibridos simples intra e interpopulacionais em milho tropical.

Xu et al. (2004) avaliaram a diversidade genética de 15 linhagens de milho, de
diversas origens, empregando marcadores SSRs. A anélise de agrupamento foi consistente
com as estimativas das heteroses. Correlagcdes positivas e significativas foram encontradas
entre as distancias genéticas e o desempenho dos hibridos F; para linhagens relacionadas e
distancia genética e heteroses. Ndo foi obtida correlagdo significativa para linhagens ndo

relacionadas.

Drinic et al. (2002) reportaram correlagdo baixa entre as estimativas de heterose e

as divergéncias por marcadores SSR. Entretanto, as linhagens utilizadas foram agrupadas
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coincidentemente com as informacdes de genealogia.

Conforme exposto, até o momento a utilizacdo de marcadores moleculares, em
especial os SSR, na predi¢cdo de hibridos é uma ferramenta promissora, porém os resultados
ainda sd@o conflitantes. Desta forma fazem-se necessarios mais estudos para que os marcadores

moleculares possam contribuir com mais eficcia para o melhoramento genético do milho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local

Os experimentos foram instalados na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
Faculdade de Engenharia, Campus de Ilha Solteira (FE/UNESP), localizada no municipio de
Selviria — MS. A localizag¢do geogréfica aproximada da drea do experimento estd na latitude
de 20°20’ S, longitude de 51°23” O e altitude de 335 metros. O relevo é caracterizado como
moderadamente plano e ondulado. O clima do local é do tipo Aw, pela classificagdo de
Koppen, com temperatura média anual de 23,5° C, umidade relativa entre 70 e 80%,
precipitacdo média anual de 1370 mm e insolagdo média de 7,3 horas/dia. O solo local foi
classificado por Dematté (1980) e reclassificado segundo o Sistema Brasileiro de
Classificacio de Solos (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-
EMBRAPA, 1999), como LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico argiloso, A
moderado, hipidistréfico, 4lico, caulinitico, férrico, compactado, muito profundo,

moderadamente acido (LVd).

4.2 Material

Encontra-se em andamento na FE/UNESP, campus de Ilha Solteira, um programa
de selecdo nas populagdes de milho Flintisa e Dentado, visando obter variedades de
polinizacdo aberta. O Composto Flintisa foi obtido pela recombinagdo das populagcdes
ESALQ - VF 1, SUWAN e CATETO COLOMBIA (ANDRADE, 1992), tendo sido
submetido a oito ciclos de sele¢do para rendimento e dois ciclos de sele¢cdo para menor altura
de espigas. O Composto Dentado foi obtido originalmente do Banco de germoplasma do
CNPMS-EMBRAPA. Esta populacdo foi submetida a sete ciclos de selecdo para rendimento

e dois ciclos de selecdo para menor altura de espigas.
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Embora o programa original seja voltado para melhoramento populacional, com
selecdo para condigcdes de baixa tecnologia, visando a obtencdo de variedades rusticas,
durante o andamento do mesmo foram utilizadas progé€nies endégamas para se fazer a selecio
recorrente. Aproveitou-se entdo esse material para se avancar no processo de endogamia,
tendo por objetivo a obtencdo de linhagens e producdo de hibridos. Neste trabalho foram
empregadas 20 linhagens de cada composto, selecionadas com base em fopcross (dados nio

publicados).

Inicialmente as 40 linhagens foram multiplicadas empregando-se polinizacdo
manual (autofecundacdo), para obten¢do de quantidade suficiente de sementes para obtencao

dos hibridos simples.

Para a producio dos hibridos realizou-se um dialelo parcial circulante conforme
esquematizado no Quadro 2, onde cada linhagem foi cruzada com quatro linhagens da

populacdo contrastante, obtendo-se uma amostra de 80 hibridos simples dos 400 possiveis.

Quadro 2 - Esquema do dialelo parcial circulante interpopulacional com linhagens S; dos

Compostos Flintisa e Dentado.

Linhagens do Composto DENTADO
1 2 3 4 5 e 16 17 18 19 20

I |Hoioi  Howz  Hows  Hoios
2 Hoooo  Hozos  Hozos  Hooos
< 3 Hozos  Hosos  Hoszos
E 4 Hosos  Hoaos
= 5 Hosos
= 6
A7
&
2
£
s
&}
g 15 Hisis Hisiz  Hisig
g 16 Hisis Hisiz Hisis  Hisio
&
< 17 Hiziz Hing Hize Hino
£
= 18 |Higo Higis Higio  Higzo
19 |Higo1  Higpz Higi9  Hioo

20 H200 1 H2002 H2003 H2020
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4.3 Avaliacao dos hibridos no campo

Os 80 hibridos, mais a testemunha comercial (hibrido simples Dow 2B710),
foram avaliados em um latice 9 x 9, com 4 repeti¢des. A parcela experimental foi constituida
de duas linhas de 5m, espacadas de 0,85cm, contendo 50 plantas (espagamento entre covas de
20 cm), implicando uma densidade populacional de 58.800 plantas/ha. O experimento foi

semeado em 16 e 17 de outubro de 2006, sob o sistema de plantio direto.

Foram avaliados os caracteres agronomicos dias para florescimento feminino (FF,
contados a partir da emergéncia até que 50% das plantas da parcela tivessem estigmas
emitidos), altura de plantas (AP, em metros, do nivel do solo até a insercdo da folha bandeira,
como média de cinco plantas da parcela), altura de espigas (AE, em metros, do nivel do solo
até a insercdo da espiga superior, como média de cinco plantas da parcela), corn stunt (CS,
porcentagem de plantas com sintomas da doenca, 30 dias ap6s florescimento), nota geral para
doencas (NG, escala de 0 — totalmente doente - a 5 — totalmente sadia, baseada no aspecto
geral da planta, 30 dias apds florescimento), infec¢do por Phaeosphaeria maydis , ou pinta
branca (PB, escala de notas de 0 — totalmente sadia a 5 — totalmente doente), 30 dias apds
florescimento), porcentagem de acamamento (AC), porcentagem de quebramento (QB),
porcentagem de espigas doentes (ED), prolificidade (PR), graos ardidos (GA, escala de notas
de 0 — totalmente estragados, a 5 — graos perfeitos) e rendimento de griaos (RG corrigido para

13% de umidade e estande ideal de 50 plantas/parcela).

Para o caréter PB, foi necesséria a transformacdo das notas, uma vez que muitas
plantas apresentaram-se totalmente sadias (nota = 0). A transformacio foi feita seguindo a

equacdo seguindo a equacgio PB, = +/PE + 0,5, onde PB, é nota para o cardter transformada e

PB € a nota observada.

As andlises estatisticas iniciais indicaram baixa eficiéncia do latice para todos os
caracteres, 0 que permitiu considerar o delineamento experimental como blocos ao acaso. A
comparagdo entre médias foi feita por meio do teste de Scott-Knott, a 5% e 1% de
significincia. Foram estimadas as capacidades geral (CGC) e especifica (CEC) de
combinagdo de cada linhagem, por meio do método dos quadrados minimos baseado no

modelo:
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Vy=m+ g+ g; + 55+ &

Onde:

- Y;; € o rendimento médio do hibrido entre a linhagem i e a linhagem j;
- m € a média geral dos hibridos envolvidos;

- g:¢ a CGC da linhagem i;

- gi € a CGC da linhagem j;

- 5;; € o efeito da CEC do hibrido ij;

- ¢;; € 0 erro experimental associado a média do hibrido ij.

Com os valores da CGC estimou-se a média dos 400 hibridos simples possiveis
(MIRANDA FILHO; VENCOVSKY, 1999). Para tais procedimentos foi utilizado o software
GENES, versao 2007.0.0 (CRUZ, 1997).

4.4 Genotipagem dos locos SSR

As andlises moleculares foram conduzidas na Universidade Estadual Paulista
(UNESP) no Laboratério de Diversidade Genética de Fitopatégenos (Departamento de
Fitossanidade, Engenharia Rural e Solos) e no Laboratério de Genética de Populacdes e

Silvicultura (Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e S6cio-Economia).
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4.4.1 Extracao do DNA

O DNA de cada uma das 40 linhagens foi extraido a partir de “bulks” de folhas de
10 plantas, utilizando-se procedimento proposto por Doyle e Doyle (1990). Dessa forma, os
tecidos foliares foram macerados em nitrogénio liquido até formar um pé fino. Transferiu-se
aproximadamente 150 mg do tecido macerado para tubo de volume de 2mL e acrescentaram-
se 950 pL de tampao de extracdo 2X CTAB (Tris-HCI pH 8,0 100mM; NaCl 1,4M; EDTA
pH 8,0 20mM; CTAB 2% e - mercaptoetanol 0,2%), sendo amostra aquecida a 65°C por 60
minutos, agitando-se ocasionalmente. Em seguida a amostra foi esfriada a temperatura
ambiente por aproximadamente 10 minutos, e foram adicionados a cada tubo 600 uL de CIA
(cloroférmio/ alcool isoamilico) (24:1). A amostra foi agitada por inversao por um periodo de
8 minutos e o tubo centrifugado a 13000 xg, a 20° C, por 15 minutos. O sobrenadante foi
coletado e transferido para um novo tubo. Adicionou-se um volume de 600ul de isopropanol
gelado e misturou-se, cuidadosamente, para precipitar os acidos nucléicos, e manter em
freezer por 2 horas. Recuperou-se o DNA ap6és a centrifugacdo da solucdo a 13.000 Xg por 20
minutos a 20°C. Se seguida, o “pellet” foi lavado com etanol 70% (v/v), por 4 minutos.
Repetiu-se este procedimento por mais duas vezes, sendo que na ultima utilizou-se para
lavagem etanol absoluto. Descartou-se o sobrenadante, cuidadosamente, e o “pellet” foi seco
ao ar em temperatura ambiente por uma noite e, em seguida, foi ressuspendido em 50 puL de
TE [Tris-HCl 10mM (pH 7,4), EDTA 1mM] contendo RNAse (5,5 ng/ull) e incubou-se por

30 minutos, a 37°C. As amostras foram conservadas em freezer.

4.4.2 Quantificacdo do DNA

A quantificacio do DNA foi realizada em Biofotometro (Eppendorf) nos
comprimentos de 260 nm, considerou-se 1 unidade de absorbincia no comprimento de onda
de 260 nm equivalente a 50 pg DNA fita dupla/ml (SAMBROOK et al., 1989). A verificacio

de sua pureza foi avaliada por meio da relacdo de OD 260nm/280nm.
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Para a verificagdo da qualidade e integridade do DNA gendmico extraido,
empregou-se a técnica de eletroforese em gel de agarose 0,8%, em TEB 1X (Tris 28 mM,
dcido bérico 88 mM, EDTA 7 mM, pH 8,3), e posteriormente corado em 150 mL de TEB 1X
contendo brometo de etidio (5 png/ mL). No preparo das amostras de DNA para a eletroforese
foram utilizados Syl DNA e 5ul de tampao de carregamento de amostra (1g glicerol; 1,5ml
dgua destilada, 230ul azul bromofenol). Em cada corrida de eletroforese foram utilizados 2ul
de padrido de tamanho molecular 100 pb DNA leader em um dos pogos do gel. A corrida foi
realizada por 3 horas sob tensdo constante de 100 V. Apds a coloragdo, as bandas de DNA

foram visualizadas sob luz ultravioleta e digitalizadas em equipamento fotodocumentador.

4.4.3 Amplificacao dos locos SSR

A genotipagem foi realizada pelo emprego de iniciadores para locos SSR de

milho cujas seqiiéncias estdo depositadas no Maize GDB (www.maizegdb.org). Foram

escolhidos iniciadores com distribuic@o aleatéria pelo genoma, de forma que cada um dos 10
grupos de ligacdo fosse representado em dois diferentes bins. Assim, inicialmente

empregaram-se 20 pares de iniciadores SSR.

As reagdes de PCR para amplificacdo dos locos SSR foram conduzidas de acordo
com Pinto et al. (2003) e tinham volume final de 15 ul, sendo constituidas de 0,2 uM de
cada iniciador (foward e reverse), 0,1 mM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, 10 mM de Tris-HCI,
50 mM de KCI, and 0,5 U de Tag DNA polimerase. As reagOes foram submetidas a

termociclagem em sistema de touchdown, nas seguintes condigdes:

¢ Ciclo inicial: 95° C por 5 minutos

e Primeira etapa (5 ciclos): 95° C por 45 segundos
68° C por 5 minutos (-2°C a cada ciclo)
72° C por 1 minuto

¢ Segunda etapa (5 ciclos):  95° C por 45 segundos
58° C por 5 minutos (-2°C a cada ciclo)
72° C por 1 minuto

e Terceira etapa (25 ciclos): 95° C por 45 segundos
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50° C por 5 minutos
72° C por 1 minuto

¢ Extensio: 72° C por 5 minutos

Os produtos de amplificacdo foram separados em géis de agarose 3%, em corrida
com TBE (1X) com tensdo constante de 110 V, conforme procedimento ja descrito. Na
mesma corrida eletroforética foi utilizado um padrdo de tamanho molecular 100 pb laeder
(GE) que serviu de curva padrdo na estimativa o tamanho de cada alelo amplificado em
termos de pares de base. Para tanto, empregou-se o software DNAFrag (SCHAFFER;
SEDEROFF, 1981), o qual utiliza uma estimativa de tamanho de bandas por meio de uma
equacdo exponencial derivada da interpolacdo logaritimica para cdlculos de tamanho de

bandas de 4cidos nucléicos em géis de agarose ou poliacrilamida.

4.5 Analise da diversidade genética

A diversidade genética em cada populacdo foi estimada agrupando todas as
linhagens. Os seguintes pardmetros foram estimados: nimero total de alelos (k), freqii€ncia

alélica (R) riqueza alélica ( p, ), alelos privados, heterozigosidade observada (H, ) e esperada
(H,) em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Os desvios do EHW foram testados pelos

valores individuais dos locos para o indice de fixacdo em cada grupo de linhagens utilizando-
se um teste exato de Fisher e 10000 permutagdes com correcido de Bonferroni (95%, 0=0,05)
para evitar falsos positivos. O teste de desequilibrio gamético entre os pares de locos de cada
amostras foi calculado pelo teste G de maxima verossimilhanca. As probabilidades de
significincia do teste foram obtidas por permutacdo (10000) e aplicando uma corre¢do de
Bonferroni (95%, 0=0,05). Para estas andlises foram empregados os programa Fgrr, versao

2.9.3.2. (GOUDET, 2002) e GDA (LEWIS; ZAYKIN, 2001).
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4.6 Analise da distancia genética e correlacao com o desempenho dos hibridos

As distancias genéticas de Rogers (1972) (Dg) entre todos os possiveis pares de
linhagens (Flintisa x Dentado) foram calculadas a partir das freqii€ncias alélicas dos locos
SSR, empregando-se o software Tools for Population Genetics Analyses (TFPGA) versao 1.3
(MILLER, 1997), utilizando-se a férmula:

1o 1o o
Dg= ;Z [EZ(FH& - Pz:uj‘]

Bal

Onde:
m: namero de locos avaliados;
pi: frequéncia do alelo u no loco I na populagéo p;;

P2 frequéncia do alelo u no loco [ na populagio p;.

A partir das distancias genéticas estimadas procedeu-se o agrupamento das
linhagens em grupos heteréticos pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method,
Arithimetical Means) empregando-se o software Mega 4 (TAMURA et al., 2007).

Com os resultados de caracterizacdo molecular e de caracterizacdo quantitativa, o
coeficiente de correlagdo de Pearson foi calculado entre as distincias genéticas das linhagens
parentais e desempenhos preditos e observados de seus hibridos simples, conforme descrito

por Benchimol et al. (2000).
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Tabela 1 — Caracterizacdo dos locos SSR avaliados em 40 linhagens de milho das populacdes

Flintisa e Dentado.

Locos SSR Motif Bin* Sequéncia***

phi064 ATCC 1.11 F - CCGAATTGAAATAGCTGCGAGAACCT

R - ACAATGAACGGTGGTTATCAACACGC
umc1823 TG 2.02 F - AAAGCCTTACTGTTATTAGGCTAGGCA

R - AGAAAACCAGCCCCAGATGTTC
bnlg1138 AG 2.06 F - TGCTCTAGCCGACCTCAATT

R - ATGCCTGAACCGTGATTAGG
phi453121 ACC 3.00 F - ACCTTGCCTGTCCTTCTTTCT

R - CAAGCAAGACTTTTGATCAGCC
bnlg1108 AG 3.08 F - GGATTCCTTTATGACGGGGT

R - AGTAACAACCAAGGCATCGG
phi072 AAAC 4.01 F - ACCGTGCATGATTAATTTCTCCAGCCTT

R - GACAGCGCGCAAATGGATTGAACT
bnlg2291 AG 4.07 F - CCTCTCGATGTTCTGAAGCC

R - GTCATAACCTTGCCTCCCAA
bnlg105 N.E.** 5.03 F - GACCGCCCGGGACTGTAAGT

R - AGGAAAGAAGGTGACGCGCTTTTC
bnlg1346 AG 5.07 F - CATCATGAAGCAATGAAGCC

R - CCGCGCCATTATCTAGTTGT
phil26 AG 6.00 F - TCCTGCTTATTGCTTTCGTCAT

R - GAGCTTGCATATTTCTTGTGGACA
phi299852 AGC 6.07 F - GATGTGGGTGCTACGAGCC

R - AGATCTCGGAGCTCGGCTA
phill2 AG 7.01 F - TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT

R - AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC
phi082 AG 7.06 F - CACAGCACAGGCAGTTCG

R - CGCGGCAAAAGATCTTGAACACCT
bnlg669 N.E 8.03 F - GCACGCACCAGCAGTCGGCAGT

R - CGGCCTAGTGGGCATGGAGCCT
phi233376 CCG 8.09 F - CCGGCAGTCGATTACTCC

R - CGAGACCAAGAGAACCCTCA
bnlg127 N.E. 9.02 F - CATGTATACGAGAAGCACCCTAT

R - ATCGTAACTCAGCGGTTTGTG
bnlg128 N.E. 9.07 F - CACCTGGAGGGACCCATTCC

R - AGGACCACAGGATCCATCATCCT
phi059 ACC 10.02 F - AAGCTAATTAAGGCCGGTCATCCC

R - TCCGTGTACTCGGCGGACTC

* Bin- Localiza¢do gendmica do marcador SSR nos 10 grupos de ligacdo génica do milho, sendo cada grupo
divido em aproximadamente dez bins (www.maizegdb.org).

**Motif ndo especificado.

*#% F — sequéncia forward, R — sequéncia reverse
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao dos hibridos no campo

Os resultados indicam que houve diferenga significativa (p<0,01) entre os
hibridos simples para a maioria dos caracteres avaliados, exceto PR (Tabela 2). Em relacdo a
comparagdo entre hibridos e testemunhas, as diferengas foram significativas apenas para FF,

AP, AE, GA (p<0,01) e RG (p<0,05).

Para FF, destacou-se o hibrido DO1xFO01, com um florescimento apds
aproximadamente 54 dias da semeadura (ou emergéncia), sendo o mais precoce de todos,
inclusive em relagdo a testemunha (55 dias). Segundo a comparagido de médias pelo teste de
Scott-Knott para este cardter (Tabela 3), formaram- se 4 grupos significativamente diferentes
(a — mais tardios, a d — mais precoces). Quatro hibridos se mostraram tdo precoces quanto a
testemunha (grupo d), sendo estes: DO1xFO1, ja citado anteriormente, D16xF17 (55,5 dias),
D18xF01 e D19xFO1, ambos com 55 dias para florescimento. Nota-se que trés hibridos sdo
provenientes de cruzamentos com a linhagem FO1, o que indica que esta linhagem pode ser
vantajosa para a obtencdo de hibridos precoces. A linhagem F17 também se destacou para
este cardter, estando presente em hibridos mais precoces, nos grupos ¢ e d (hibridos

D14xF17, D15xF17 e D17xF17).

Para AP, formaram-se 5 grupos significativamente diferentes (¢ — mais altas, a e —
mais baixas). Para este caréter, os hibridos D17xF20 e D20xF01 foram os que apresentaram a
menor média (1,71 m para ambos). Em comparagéo a testemunha (grupo ¢, média de 1,88m),
12 hibridos produziram plantas mais baixas, sendo que destes, sete ndo diferiram
estatisticamente do hibrido comercial. Destacam-se aqui vérias linhagens, cujos cruzamentos
originaram hibridos com menor porte, como FO1 e F20, presentes em quatro hibridos cada, e
D19, D20 e F17, presentes em trés hibridos cada. A altura da planta geralmente estd
correlacionada a altura da espiga (GALVAO; PATERNIANI, 1975, FLINT-GARCIA et al.,
2003, ANDRADE; MIRANDA FILHO, 2008). Para AE, o teste de médias diferenciou seis
grupos significativamente diferentes (¢ — mais altas, a f — mais baixas). Os grupos e e f

englobam 10 hibridos e a testemunha (grupo e). Destes hibridos, cinco diferiram
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significativamente da testemunha (média de 0,93 m), sendo eles DI19xF0O1, D17xF20,
D20xF20, D20xFO1 e D18xFO1. Todos os hibridos originados a partir das linhagens FO1 e
F20 apresentaram menor AE, bem como menor AP, como discutido anteriormente,

reforcando o valor dessas linhagens para a obtencdo de hibridos de porte mais baixo.

O desempenho dos hibridos em relagdo a susceptibilidade ao corn stunt (CS)
revelou trés grupos significativamente diferentes (a — mais suscetiveis, a ¢ — mais resistentes).
A testemunha obteve uma média de aproximadamente 10,5% das plantas afetadas. Quarenta e
oito hibridos (60%) ndo diferiram estatisticamente da testemunha. Deve-se considerar aqui
que a significancia estatistica muitas vezes ndo retrata bem as significancias bioldgica e
econdmica. As médias dos hibridos incluidos no grupo ¢, onde se encontra a testemunha,
variaram de 3,77 a 18, 04%. Embora estatisticamente essa variacdo nao seja significativa,
biolégica e economicamente ela é. Oito hibridos apresentaram médias inferiores a da
testemunha, destacando-se o hibrido D02xF04, com média de aproximadamente 3,8% de

plantas afetadas pelo corn stunt.

Em relacdo a infeccdo por PB, a andlise estatistica revelou dois grupos de hibridos
significativamente diferentes (¢ — m ais susceptiveis e b — menos susceptiveis). O grupo b
incluiu 57 hibridos e a testemunha. As médias de notas transformadas deste grupo variaram de
0,5 a 1,37. Dentre estes hibridos, 11 apresentaram médias de nota inferiores a da testemunha,
mostrando-se menos susceptiveis a infeccdo por PB. O mesmo perfil estatistico (dois grupos)
foi encontrado na comparacdo de médias para ND (¢ — menos susceptiveis, e b — mais
susceptiveis). No grupo a foram incluidos 16 hibridos, com médias entre 3,75 e 5,0. A
testemunha e os demais hibridos foram agrupados no grupo b, onde 16 hibridos atingiram
valores maiores que o da testemunha. Estes dados demonstram que, de maneira geral, uma
boa parte das linhagens produziu hibridos com boa resisténcia a doengas foliares, superando o

hibrido comercial.

Para AC, foram formados trés grupos significativamente diferentes (@ — maior
porcentagem, a ¢ — menor porcentagem de plantas acamadas). O grupo ¢ apresentou médias
que variaram de 0,52 a 16,14% de plantas acamadas, incluindo 69 hibridos (aproximadamente
86%) e a testemunha. Apenas um hibrido, DO6xF06, apresentou média ligeiramente inferior a
testemunha (0,52 e 0,53, respectivamente). Todos os demais foram superiores. Para este
cardter, assim como para CS, as significincias estatistica, bioldgica e econdmica nao se
correlacionaram. A variacd@o entre as médias do grupo c¢ foi grande, chegando a mais de 10%.

Estas perdas, avaliando-se economicamente, sdo representativas. Esta discrepancia ocorre nos
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casos onde o erro experimental é grande, com coeficientes de variacdo experimental altos,

como CS (45,31%), AC (113, 92%) e QB (100,72%) (Tabela 2).

Um perfil semelhante foi observado para QB, onde houve a separacdo em trés
grupos significativamente diferentes. O grupo ¢, com menor porcentagem de plantas
quebradas, engloba 69 hibridos (aproximadamente 86%) e a testemunhas. As médias de
porcentagem neste grupo variaram de zero a 10,6%. A testemunha apresentou média de
0,63% de plantas acamadas. Quatro hibridos ndo apresentaram plantas acamadas, superando

assim a testemunha. Foram estes: D15xF17, D15xF15, D09xF12 ¢ DO7xF08.

Considerando o caréter ED, o teste de médias identificou dois grupos distintos (a
— maior porcentagem e b — menor porcentagem de espigas doentes. Foram consideradas
espigas doentes quaisquer espigas que apresentassem sinais de infec¢do por microrganismos.
O grupo b incluiu 35 hibridos, cujas médias variaram de 15,15 a 50,73% de espigas doentes.

A testemunha, com média 66,93% de espigas doentes, foi agrupada aos hibridos do grupo a.

Em relacdo a PR, nao foram observadas diferencas significativas em relacdo aos
hibridos e a testemunha. Vinte e dois hibridos apresentaram PR superior a 1,0, porém a maior
PR ndo se correlacionou com maiores rendimentos. Isto pode ser explicado por varios fatores,
como espigas menores, menor nimero de fileiras por espigas, menor nimero de graos por

fileira e espigas mal granadas.

Para o cardter GA, foram identificados dois grupos distintos significativamente (a
— mais sadios e b — menos sadios). O grupo a incluiu 66 hibridos, com médias de nota
variando de 4,75 a 5,0. O grupo b englobou 14 hibridos e a testemunha (com média de 4,25).
Destes hibridos, sete apresentaram médias superiores a testemunha. Estes resultados,
juntamente com os de PB e NG indicam que a maioria das linhagens produziram hibridos
com boa resisténcia a patégenos. Embora as médias de ED tenham sido altas, a maioria das
espigas apresentou apenas pequenos pontos de infeccdo, o que explica o fato de GA ter

melhores resultados.

O RG € o principal cariter de interesse no melhoramento genético. Para esse
cardter, o teste de médias diferenciou quatro grupos (a — maiores rendimentos, a d — menores
rendimentos). A testemunha foi incluida no grupo b, com rendimento médio de 6.295,9 kg/ha.
Treze hibridos foram incluidos no grupo a, com médias variando entre 6.370,3 a 7.784,1
kg/ha. O hibrido D02 x FOS5 teve o melhor rendimento (7,78 t/ha) e estd no grupo dos mais
precoces. Em relacdo aos demais caracteres, este hibrido também apresentou resultados

satisfatorios. Destacam-se aqui as linhagens D02, cujos quatro hibridos apresentaram
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rendimentos superiores, e F15, com trés hibridos no grupo a.

Considerando os resultados obtidos para todos os caracteres avaliados, de maneira
geral, as linhagens empregadas resultaram em bons hibridos, que em muitas vezes se

equipararam ou até superaram a testemunha.

As correlagdes entre os hibridos observados e preditos foram altas, variando entre
0,70 (PB) e 0,97 (AP e AE), indicando que a predi¢ao de hibridos foi eficiente. Estes valores
sdo semelhantes aos encontrados em outros estudos. Andrade (1995) encontrou coeficientes
de correlagdo entre 0,82 a 0,96. Por outro lado, Aradjo (2000) obteve correlagcdo de 0,86 e
Fuzzato (2003) observou correlagdes entre 0,685 e 0,925. Todos estes autores avaliaram o
peso da espiga. Gongalves (1987) encontrou correlagdes de 0,86 a 0,92 em relagdo a peso de
graos. Em todos estes experimentos, os parametros genéticos (CGC e CEC) foram estimados

utilizando o método dos quadrados minimos, assim como neste trabalho.
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Tabela 2 — Valores e significincias dos quadrados médios das andlises de variancia para os caracteres florescimento feminino (FF), altura de

plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt (CS), nota geral para doencas (ND), pinta branca (PB), acamamento (AC), quebramento (QB),

espigas doentes (ED), prolificidade (PR), grios ardidos (GA) e rendimento de grios (RG) dos 80 hibridos simples, coeficiente de variacdo

experimental (CV) e médias geral, dos hibridos experimentais (HS) e da testemunha (T).

F.V. G. L. FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG
Blocos 3 11,22 0,11 0,03 393,59 7,08 0,62 936,16 50,66 2834,01 0,50 0,004 589512,42
Tratamentos 80 12,51%% 0,13*%* 0,09%* 177,63** 1,31** 0,91** 304,54** 128,28** 1085,47** 0,11  0,29*%* 2937071,10**
Hibridos (H) 79 11,75%% 0,13*%* 0,09%* 177,41** 1,33** 0,91** 305,15** 128,26** 1090,01** 0,11  0,27** 2937071,28**
H vs test. 1 72,94*%% 0,18%* 0,29*%* 195,43 0,02 0,52 256,60 129,94 726,11 0,02  1,38*%*  2865962,09*
Residuo 240 1,34 0,01 0,004 62,46 0,49 0,53 93,60 40,18 583,06 0,09 0,12 510868,11
C.V. (%) 1,95 3,95 5,55 45,31 21,13 60,32 113,92 100,72 45,10 30,52 7,07 13,1
Média geral 59,49 2,09 1,20 17,44 3,31 1,21 8,49 6,29 53,54 0,95 4,70 5.454,67
Média HS 59,55 2,09 1,20 17,53 3,32 1,21 8,59 6,36 53,38 0,95 4,84 5.444,15
Média T 55,25 1,88 0,93 10,45 3,25 0,85 0,53 0,63 66,93 1,02 4,00 6.295,88

* k% Significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 3 — Valores médios dos hibridos observados para os caracteres florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt

(CS), nota geral para doengas (ND), pinta branca (PB), acamamento (AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), graos ardidos (GA) e

rendimento de grios (RG) e correlagdo com os valores médios preditos (continua).

Hibridos FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG

D01 x FO1 54,3 d* 1,76 e 0,94 ¢ 20,28 b 3,50b 1,99 a 301c 741c 70,25 a 0,88 a 5,00 a 5871,77b
D01 x FO2 58,8b 1,94 c 1,12d 16,03 ¢ 3,50b 1,64 a 1,62 ¢ 3,09c 36,32b 0,84 a 5,00 a 6714,71 a
D01 x FO3 60,0 b 2,03c¢ 121c 19,52b 325b 1.21b 11,65 ¢ 9,10c 5393 a 1,12 a 5,00 a 6387,06 a
D01 x FO4 575¢c 2,17b 1,22 ¢ 11,62 ¢ 3,00b 1,58 a 7,09c 5,66 c 46,78 b I,15a 4,50b 6061,47 b
D02 x FO2 59,3b 1,99 ¢ 1,08 d 742 ¢ 3,00b 191a 24,47b 292c 48,12 b 0,86 a 5,00 a 6370,29 a
D02 x FO3 59,0b 2,14b 1,23 ¢ 12,96 ¢ 375 a 0,50 b 4,89 ¢c 15,13 b 2895b 1,04 a 5,00 a 6960,00 a
D02 x FO4 570c 2,19b 1,22 ¢ 3,77 c 2,75b 1,21b 921c 5,56¢ 78,30 a 0,92 a 4,75 a 6727,35a
D02 x FO5 56,8 ¢ 2,23b 1,18 ¢ 11,82 ¢ 4,50 a 249 a 540c¢ 241c 74,81 a 0,97 a 5,00 a 7784,12 a
D03 x FO3 59,8b 201c 1,19c 24,52b 3,50b 1,99 a 2,13¢ 3,67c 52,79 a 0,94 a 5,00 a 5965,59 b
D03 x FO4 59,8b 2,14b 1.27c 7,99 c 3,50b 1,64 a 6,70 ¢ 2,73 ¢ 32,22b 1,03 a 4775 a 5550,59b
D03 x F05 60,3 a 2,05c 1,12d 12,78 ¢ 5,00 a 2,79 a 3,10c 122 ¢ 55,89 a 091 a 5,00 a 5968,53 b
D03 x FO6 59,8b 1,93 ¢ 1,10d 11,03 ¢ 3,50b 222a 4,17 c 824 ¢ 47,75b 0,96 a 5,00 a 5916,77b
D04 x FO4 60,3 a 231a 1,31b 17,12 ¢ 3,00b 0,85b 12,97 ¢ 822¢ 79,10 a 0,99 a 4,00 b 6208,23 b
D04 x FO5 61,0a 2,34 a 1,32b 23,74 b 4,50 a 243 a 6,52 ¢ 3,04 c 86,23 a 0,74 a 425b 493941 ¢
D04 x FO6 62,0a 2,00c 1,15d 20,42 b 325b 1,58 a 1,16 ¢ 5,84 c 34,63 b 0,82 a 5,00 a 5006,70 ¢
D04 x FO7 60,5 a 2,19b 1,27 ¢ 20,18 b 325b 0,85b 1,85¢ 549c 56,61 a 0,90 a 5,00 a 5087,06 ¢
D05 x FO5 60,0 b 2,10b 1,12d 16,60 ¢ 3,50b 2,30a 701c 3,17c 62,44 a 0.85a 475 a 5150,00 ¢
D05 x FO6 613a 1,98 c 1,09d 20,150 3,50b 1.29b 4,37c 1,23 ¢ 50,73 b 0,80 a 5,00 a 3743,24 d
D05 x FO7 58,3b 2,22b 1,23 ¢ 22,85b 4,00 a 0,50 b 243 ¢ 12,24 b 83,40 a 0,77 a 4,775 a 5250,00 ¢
D05 x FO8 60,5 a 2,32a 1,32b 14,84 c 2]75b 0,50 b 14,02 ¢ 375¢ 45,33 b 0,95 a 5,00 a 5459,71 c
D06 x FO6 60,3 a 1,98 ¢ 1,22 ¢ 21,06 b 3,00b 0,85b 0,52 ¢ 5,18¢ 62,09 a 0,86 a 425b 4491,47d
D06 x FO7 59,5b 2,06 ¢ 1,26 ¢ 21,270 325b 0,85b 4,19¢ 12,84 b 48,40 b 0,89 a 5,00 a 5182,94 c
D06 x FO8 59,3b 2,37 a 1,46 a 10,71 ¢ 2,25b 1,58 a 20,36 b 191c 62,30 a 0,96 a 4,50b 6476,77 a
D06 x FO9 60,3 a 2,14b 1,29 ¢ 29,38 a 2]75b 191a 12,29 ¢ 9,35¢ 88,36 a 1,97 a 4250 5039,71 c
D07 x FO7 585D 2,00c 1,19c 39,23 a 5,00 a 1,64 a 6,46 ¢ 12,79 b 63,17 a 0,92 a 4,50b 4514,71d
D07 x FO8 59,5b 2,37a 141 a 17,19 ¢ 3,50b 2,14a 13,14 ¢ 0,00 c 4397b 1,02 a 5,00 a 4706,47 ¢

*Médias com a mesma letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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Tabela 3 — Valores médios dos hibridos observados para os caracteres florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt

(CS), nota geral para doengas (ND), pinta branca (PB), acamamento (AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), graos ardidos (GA) e

rendimento de graos (RG) e correlagdo com os valores médios preditos (continuacio).

Hibridos FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG

D07 x FO9 59,3b 221b 1,28 ¢ 20,93 b 425a 2,30a 445c¢c 244 c 81,92 a 0,89 a 4,75 a 4103,82d
D07 x F10 60,8 a 2,01c 1,15d 22,72b 4,50 a 2,37a 292c¢ 540c 61,98 a 0,66 a 5,00 a 3165,00d
D08 x F10 61,0a 1,93 c 1,07d 17,85 ¢ 3,50b 0.85b 6,52 ¢ 344 c 46,04 b 0,94 a 5,00 a 4561,18 d
D08 x F11 60,8 a 2,29a 1,38b 6,65 ¢ 225b 0,50 b 5,53 ¢ 3,79c 30,97 b 0,96 a 5,00 a 6575,88 a
D09 x FO9 59,8b 2,28 a 1,22 ¢ 16,83 ¢ 3,50b 1,78 a 2,52¢ 5,80 ¢ 67,00 a 0,92 a 425b 4911,76 ¢
D09 x F10 60,3 a 2,17b 1,28 ¢ 13,14 c 325b 0,93 b 7,02 ¢ 244 c 41,67 b 0,87 a 5,00 a 4150,88 d
D09 x F11 61,8a 2,23b 1,34 b 18,63 b 3,50b 0,85b 12,46 ¢ 9,57 c 50,35b 0,89 a 5,00 a 4624,71 d
D09 x F12 60,5 a 2,19b 1,L19c¢ 13,45¢ 2,50b 0,50 b 5,33 ¢ 0,00 c 63,00 a 0,89 a 4,75 a 4995,00 ¢
D10 x F10 59,8b 201c 1,07d 7,64 c 2]75b 2,07a 6,61 c 6,61 c 55,78 a 0,92 a 4775 a 5650,00 b
D10 x F11 60,8 a 2,30a 1,39b 9,32 ¢ 275b 0,85b 6,83 ¢ 224c 42,71b 0,98 a 5,00 a 7363,24 a
D10 x F12 60,5 a 2,17b 1,19c 1431 c 2]75b 0,50 b 5,03¢ 7,02c¢ 54,73 a 0,87 a 5,00 a 5595,00 b
D10 x F13 60,0 b 2,35a 1,45a 16,36 ¢ 3,00b 1,21b 4,26 ¢ 2,86 ¢ 57,45 a 0,97 a 5,00 a 5945,88 b
D11 x F11 613a 2,30a 1,44 a 24,440 325b 0,50 b 9,35¢ 5,65¢ 24550 0,75 a 5,00 a 5425,88 ¢
D11 x F12 613a 2,09b 1,24 ¢ 39,95 a 4,50 a 0,85b 2,88 ¢ 10,57 ¢ 47,88 b 0,81 a 4,775 a 4232,65d
D11 x F13 625a 2,20b 1,33b 16,02 ¢ 325b 0,50 b 36,15a 14,15b 34,13 b 0,74 a 5,00 a 4025,30d
D11 x F14 59,5b 2,27 a 1,33b 18,04 ¢ 325b 0,50 b 4,13 ¢ 5,80c¢ 59,88 a 0,87 a 425b 5172,65c¢
D12 x F12 58,8b 2,00c 1,11d 21,70 b 325b 1.21b 328¢ 224c 30,94 b 0,92 a 5,00 a 5996,76 b
D12 x F13 60,3 a 2,09b 1,26 ¢ 14,85 ¢ 3,00b 1.21b 31,84 a 2,53¢c 42,04 b 1,09 a 5,00 a 5639,71 b
D12 x F14 60,0 b 2,07 c 1,L19c¢ 21,94 b 3,50b 191a 10,56 ¢ 12,94 b 61,27 a 0,95 a 4,75 a 5531,47b
D12 x F15 59,0b 2,15b 1.25¢ 15,14 c 2]75b 1.21b 1,67 ¢ 2,72c 39,33b 0,95 a 5,00 a 6790,88 a
D13 x F13 61,8a 2,24 a 1,40b 15,98 ¢ 3,00b 0,50 b 3241 a 6,94 c 4741b 0,71 a 5,00 a 5036,47 ¢
D13 x F14 59,8b 222b 1,26 ¢ 15,87 ¢ 325b 0,85b 12,17 ¢ 10,15¢ 58,37 a 0,93 a 4,50b 5862,94 b
D13 x F15 58,8b 2,16b 1,20 c 20,31b 3,50b 0,85b 1,63 ¢ 0,50 ¢ 86,38 a 1,01 a 5,00 a 6730,30 a
D13 x F16 60,0 b 2,19b 1,26 ¢ 19,13 b 3,00b 0,50 b 9,30 c 3231 a 32,16 b 1,38 a 5,00 a 6482,94 a
D14 x F14 59,5b 231a 1,36 b 16,21 ¢ 325b 191a 322¢ 11,58 b 65,93 a 0,90 a 4,00 b 4833,82 ¢
D14 x F15 61,0a 2,33 a 1,39b 1593 ¢ 325b 1.29b 1,35¢ 3,16¢ 68,56 a 0,87 a 5,00 a 4364,41d

*Médias com a mesma letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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Tabela 3 — Valores médios dos hibridos observados para os caracteres florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt

(CS), nota geral para doengas (ND), pinta branca (PB), acamamento (AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), graos ardidos (GA) e

rendimento de grios (RG) e correlagdo com os valores médios preditos (conclusio).

Hibridos FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG
D14 x F16 613a 2,34 a 1,37b 14,79 ¢ 2,50b 1,21b 0,66 c 2,89 ¢ 66,42 a 0,88 a 5,00 a 6087,06 b
D14 x F17 575¢c 2,00c 1,17 c 22,58 b 3,75 a 1,72 a 1,05¢ 1,75¢ 3845b 0,90 a 5,00 a 5145,88 ¢
D15 x F15 58,5b 201c 1,15d 11,83 ¢ 3,00b 0,50b 13,63 ¢ 0,00 c 30,45b 1,14 a 475 a 6613,24 a
D15 x F16 59,3b 1,98 ¢ 1,10d 11,19¢ 2]75b 1.21b 334¢ 2,76 ¢ 73,96 a 1,06 a 4775 a 4994,71 ¢
D15 x F17 56,5¢ 1,83 d 1,03d 14,49 ¢ 375a 1,21b 9,05¢ 0,00 c 40,11b 0,89 a 5,00 a 4992,65 ¢
D15 x F18 60,0 b 2,22b 1,38b 11,94 ¢ 3,00b 0,50 b 34,56 a 6,25 ¢ 67,66 a 1,05 a 5,00 a 5927,35b
D16 x F16 60,0 b 1,99 ¢ 1,07d 14,95 ¢ 3,00b 0,50 b 6,02 c 10,41 c 66,68 a 1,04 a 4,75 a 4964,71 ¢
D16 x F17 55,5d 1,84 d 1,01e 12,70 ¢ 3,00b 0,50 b 340c¢ 334c 57,96 a 1,02 a 5,00 a 5079,71 ¢
D16 x F18 613a 2,25a 1,46 a 13,40 ¢ 2]75b 0,50b 17,05 ¢ 249c 39,86 b 091 a 5,00 a 5175,30 ¢
D16 x F19 60,0 b 2,05c 1,14d 9,56 ¢ 2,]75b 0,50 b 13,01 c 6,31c 15,15b 1,00 a 5,00 a 527471 c
D17 x F17 56,3 ¢ 1,87d 1,11d 21,68b 3,75 a 1,99 a 4,76 ¢ 745c 33,56 b 0,96 a 5,00 a 5744,12b
D17 x F18 60,5 a 2,18b 1,32b 15,75 ¢ 3,00b 0,50 b 25,89 b 3,79¢ 55,12 a 1,06 a 5,00 a 5678,53 b
D17 x F19 60,3 a 2,08b 1,23 ¢ 1792 ¢ 3,75 a 191a 9,93 ¢ 591c 39,11b 1,04 a 5,00 a 5850,88 b
D17 x F20 59,0b 1,71 e 0,90 £ 14,82 ¢ 3,50b 0,85b 2,52¢ 7,99 c 58,77 a 0,88 a 5,00 a 4902,36 ¢
D18 x F18 61,8a 2,29 a 1,35b 27,99 a 3,50b 0,85b 842 ¢ 6,26 c 68,43 a 0,87 a 4,75 a 4125,29d
D18 x F19 60,8 a 2,14b 1,L19¢ 14,72 ¢ 3,00b 1,21b 16,14 ¢ 529c¢ 54,04 a I,L11a 5,00 a 5347,64 c
D18 x F20 58,3b 1,94 c 0,96 ¢ 3322 a 425a 0,85b 2,58¢ 2543 a 74,61 a 0,88 a 4,50b 5403,24 c
D18 x FO1 55,0d 1,74 e 0,86 f 28,30 a 425a 2,14a 1,48 c 16,47 b 55,37 a 0,89 a 4,50b 4883,82 ¢
D19 x F19 59,8b 2,02¢ 1,23 ¢ 17,77 ¢ 325b 1,21b 3431 a 8,88 ¢ 35,50 b 1,31 a 5,00 a 5353,53 ¢
D19 x F20 56,3 ¢ 1,79d 0,96 e 26,29 b 4,00 a 0,50b 2,18c¢ 24,37 a 59,51 a 0,95a 475 a 5586,77b
D19 x FO1 55,0d 1,73d 0,91 f 20,49 b 325b 1,21b 243 ¢ 5,39¢ 72,40 a 091 a 4,50b 5900,88 b
D19 x FO2 59,8b 1,84 d 1,05d 21,70 b 325b 0,85b 143 c 7,00 c 52,06 a 0,75 a 5,00 a 4245,00d
D20 x F20 58,5b 1,81d 0,88 f 20,01 b 325b 0,50 b 2,28¢ 525c¢ 63,59 a 0,90 a 5,00 a 6241,77b
D20 x FO1 573c 1,71 e 0,87 f 18,99 b 3,50b 0,85b 6,53 ¢ 171c 33,13b 0,95a 5,00 a 545941 c
D20 x FO2 61,0a 1,79d 0,98 e 7,34 c 2,75b 0.85b 1,69 ¢ 0,63 c 28,57b 0,87 a 5,00 a 5549,71 b
D20 x FO3 62,0 a 1,96 ¢ 1,19c 26,65 b 2,50b 1.21b 20,42b 5,72 ¢ 58,10 a 1,14 a 5,00 a 4328,83d
DOW 2B710 55,3d 1,88 d 0,93 e 10,50 ¢ 325b 1,29 b 0,53 ¢ 0,63 c 66,93 a 1,02 a 425b 6295,88 b
Média geral 59,55 2,09 1,20 17,53 3,32 1,22 8,59 9,24 53,38 0,95 4,84 5444,15
Correlagdo 0,95 0,97 0,97 0,85 0,87 0,70 0,84 0,78 0,77 0,76 0,85 0,88

*Médias com a mesma letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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5.2 Estimativa das capacidades geral e especifica de combinacao

Os resultados da andlise de variincia para CEC indicam que houve diferenca
significativa entre as linhagens Dentado (CGC 1) e entre as linhagens Flintisa (CGC II) para a
maioria dos caracteres avaliados (Tabela 4). Entre as linhagens Dentado, ndo houve diferenca
significativa para PB, QB, PR e GA. Entre as linhagens Flintisa, isso ocorreu para QB, PR e
GA. Com relagdo a CEC, a diferenca ndo foi significativa para ND, QB, PR e GA.

Os valores estimados de CGC para RG das linhagens Dentado (g;) variaram entre
1.695,58 (D02) e -1.146,00 (DO7) (Tabela 5). A linhagem D02 também apresentou maior
destaque para FF (-2,02), CS (-9,55). Este resultado ja era esperado, uma vez que todos os
hibridos obtidos desta linhagem demonstraram rendimentos superiores. Para AP e AE, a
linhagem D15 apresentou os menores valores de CGC (-0,15 e -0,09, respectivamente). Em

relacdo AC, a linhagem D10 apresentou a menor CGC (-7,02).

Entre as linhagens Flintisa, os valores de CGC para RG variaram de 652,90 (F19)
e -782,99 (F13) (Tabela 6). A linhagem FO1 demonstrou melhor CGC para FF (-3,78), AP (-
0,30) e AE (-0,26). Os hibridos obtidos a partir desta linhagem apresentaram resultados
superiores para estes caracteres. Para AC, o menor valor de CGC foi obtido para a linhagem

F15 (-7,23).

Virios pares de linhagem se destacaram para as estimativas de CEC (Tabela 7). O
par de linhgens D04 e FO4 apresentou o melhor valor de CEC para RG (844,16). Para FF, o
maior destaque foi para o par D03 e F03 (-1,05) e, para AP, o melhor resultado foi do par D09
e F11 (-0,09). Em relacdo a altura de espigas, quatro pares e linhagens obtiveram o menor
valor de CEC (-0,07), sendo estes D11 e F13, D10 e F10, D17 e F18, e D13 e F15. Para CS, o
par D18 e F19 apresentou o melhor valor (-6.46). O par D10 x F13 se destacou para o carater
AC, com valor de CEC de -14,54.

Considerando os valores médios para os hibridos, as CGC e as CEC para os
caracteres avaliados, as linhagens D02 e F15 se destacaram em relag@o as demais. Indicam-se
linhagens D01, D02, D03, D04, D08, D10, D12, e D13 para avaliacdo em dialelo parcial com
as linhagens FO1, FO8, F11, F15, F16, F17, F19 e F20. Os hibridos D02 x F05, D10 x F11 e
D02 x FO3 sdo indicados para novas avaliacdes (em vérios ambientes), visando possivel uso

comercial.
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Tabela 4 - Valores e significincia dos quadrados médios das andlises de variincia para capacidade geral de combinacdo (CGC) e capacidade

especifica de combinagdo (CEC) das linhagens para os caracteres florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE),

corn stunt (CS), nota geral para doencas (ND), pinta branca (PB), acamamento (AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade
(PR), graos ardidos (GA) e rendimento de graos (RG).

F.V. G.L. FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG
Hibridos 79 11,757 0,137 0,09 177,417 1,337 091 30515 12826  1090,01° 0,11 0,27  2937071,28"
CGC1 19 11,937 0,15 008 350,76 = 1,89 0,78 123,88  3050,20 1116,16 0,09 028  7278643,72"
CGCII 19 32,557 0357 026 179307 233" 1,077 764,55  2999,56  1553,907 0,17 0,54  2188011,08"
CEC 41 2,02 0017 0117 96,16 060 0917 176,197 270335 862,84 0,09 0,14  1273982,78"
Residuo 240 1,34 0,01 0,004 6246 0,49 0,53 93,60 40,18 583,06 0,09 0,12 510868,11

* k% Significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 5 — Estimativa das capacidades gerais de combinacdo (CGC) linhagens do Composto Dentado para os caracteres florescimento feminino
(FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt (CS), nota geral para doencas (ND), pinta branca (PB), acamamento (AC),
quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), graos ardidos (GA) e rendimento de graos (RG).

Linhagens FF AP AE CS NG PB AC QB ED PR GA RG
DO1 -1,46 -0,01 0,004 -1,95 0,02 0,53 -0,73 -1,45 4,53 0,16 0,24 942,55
D02 -2,02 0,07 -0,01 -9,55 0,02 0,24 3,92 -0,35 8,02 0,10 0,32 1695,58
D03 -0,05 -0,03 -0,01 -5,01 0,33 0,59 -2,53 -3,33 -2,69 0,09 0,32 702,48
D04 1,57 0,14 0,09 2,12 -0,20 0,14 0,19 -1,73 13,84 0,02 -0,11 83,10
D05 0,47 0,05 -0,01 0,94 -0,23 0,32 -1,05 -1,05 14,71 -0,01 0,04 -527,64
D06 0,29 0,02 0,10 3,19 -0,59 -0,13 1,05 0,55 17,19 0,21 -0,36 -49,16
D07 -0,01 0,02 0,05 8,13 0,91 -0,18 -3,01 -1,11 11,39 -0,13 -0,08 -1146,00
D08 0,78 0,02 0,01 -3,08 -0,38 -0,45 -1,86 0,02 -9,41 -0,04 0,08 245,01
D09 0,44 0,12 0,05 -2,07 -0,09 -0,35 -1,04 -0,07 -0,75 -0,14 -0,16 -428,26
D10 -0,27 0,10 0,04 -4,59 -0,37 -0,30 -7,02 1,03 -0,35 -0,03 -0,04 1160,93
D11 0,83 0,05 0,06 8,38 0,46 -0,48 1,22 4,73 -17,35 -0,19 -0,07 -481,60
D12 -0,46 -0,08 -0,05 1,98 0,02 0,01 2,27 1,61 -21,36 -0,02 0,14 760,41
D13 0,11 0,02 0,02 2,57 0,19 -0,32 4,92 6,81 -10,78 -0,02 0,07 562,99
D14 1,01 0,12 0,12 0,44 0,05 -0,26 -1,63 -1,28 -4,71 -0,17 -0,08 -626,21
D15 -0,70 -0,15 -0,09 -5,40 0,02 0,02 7,29 -3,31 -7,70 -0,02 -0,13 -229,27
D16 -0,38 -0,12 -0,09 -4,48 -0,24 -0,18 -1,78 -1,07 -7,45 -0,07 -0,11 -759,98
D17 -0,05 -0,13 -0,07 -0,78 0,15 0,42 -0,84 -1,41 -4,08 0,0003 -0,02 -368,19
D18 0,07 -0,02 -0,07 7,79 0,38 0,01 -4,55 4,95 11,41 0,005 -0,24 -957,41
D19 -1,05 -0,10 -0,03 3,87 0,01 0,14 2,45 3,04 8,91 0,12 -0,05 -475,84

D20 0,87 -0,10 -0,03 -2,51 -0,47 0,22 2,74 -6,57 -3,37 0,15 0,23 -103,46
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Tabela 6 — Estimativa das capacidades gerais de combina¢do (CGC) das linhagens do Composto Flintisa para os caracteres florescimento
feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt (CS), nota geral para doencas (ND), pinta branca (PB), acamamento
(AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), graos ardidos (GA) e rendimento de graos (RG).

Linhagens FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG
FO1 -3,78 -0,30 -0,26 2,69 0,32 0,25 -5,21 1,39 -0,96 -0,15 -0,13 233,36
F02 1,05 -0,17 -0,11 -1,87 -0,09 -0,18 -3,39 -1,62 -16,63 -0,25 -0,03 -238,93
FO3 1,31 -0,04 0,03 8,14 -0,04 -0,20 0,33 4,97 -6,55 -0,02 -0,12 -343,07
FO4 -0,43 0,07 0,04 -3,81 -0,30 -0,52 0,19 0,90 -0,20 -0,02 -0,53 -163,17
FO5 -0,04 0,03 -0,03 1,58 1,08 0,08 -3,22 -2,29 8,00 -0,13 -0,23 27,98
FO6 0,70 -0,16 -0,10 0,33 0,17 -0,68 -5,45 0,15 -15,34 -0,17 -0,001 -706,78
FO7 -0,94 -0,03 -0,02 4,76 0,59 -0,38 -4,15 5,32 -4,76 -0,10 0,10 -25,55
FO8 0,20 0,24 0,15 -6,08 -0,43 0,24 10,50 -4,04 -18,33 0,03 0,11 641,26
F09 -0,05 0,06 0,00 0,54 0,04 0,31 -2,10 0,22 17,31 0,29 -0,15 -298,01
F10 0,66 -0,13 -0,09 -1,79 0,04 0,76 0,41 -1,85 -2,23 -0,02 0,15 -1020,31
F11 1,13 0,11 0,15 -2,43 -0,28 0,48 2,12 -2,48 -9,27 0,04 0,21 429,26
F12 0,57 -0,03 -0,04 3,90 -0,07 0,11 -3,32 -3,23 5,71 0,01 0,07 -492,17
F13 1,52 0,11 0,14 -3,81 -0,33 -0,05 17,23 -3,29 4,34 0,005 0,13 -782,99
F14 -0,23 0,10 0,05 -2,86 -0,18 0,01 -2,77 0,79 21,53 0,06 -0,48 -147,83
F15 -0,22 0,10 0,05 -1,63 -0,26 0,01 -7,23 -5,72 13,93 0,10 0,09 563,58
F16 0,57 0,07 0,01 -0,80 -0,51 -0,07 -6,03 5,45 14,09 0,21 0,09 451,32
F17 -3,08 -0,14 -0,09 2,88 0,25 0,18 -5,54 -1,46 -4,87 0,06 0,24 292,35
F18 1,59 0,25 0,26 0,46 -0,33 -0,27 12,86 -1,45 6,35 0,04 0,22 361,18
F19 0,99 0,08 0,06 -4,14 -0,20 0,28 10,94 -1,14 -19,63 0,15 0,26 652,90

F20 -1,51 -0,19 -0,21 3,96 0,41 -0,34 -6,15 9,39 7,52 -0,12 -0,01 565,61
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Tabela 7 — Estimativa das capacidades especificas de combina¢do (CEC) dos pares de linhagens dos Compostos Dentado e Flintisa para os caracteres
florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt (CS), nota geral para doengas (ND), pinta branca (PB), acamamento

(AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), grdos ardidos (GA) e rendimento de graos (RG) (continua).

Hibridos FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG
DO1 x FO1 -0,06 -0,02 0,0003 2,02 -0,16 -0,004 0,36 1,11 13,31 -0,08 0,06 -748,29
DO1 x FO2 -0,39 0,02 0,03 2,33 0,25 0,63 -2,86 -0,20 -4,95 -0,01 -0,05 566,94
DO1 x FO3 0,61 -0,02 -0,02 -4,19 -0,05 -0,33 3,46 -0,77 2,58 0,03 0,04 343,42
DO1 x FO4 -0,16 0,02 -0,01 -0,15 -0,04 -0,30 -0,96 -0,14 -10,93 0,06 -0,05 -162,07
D02 x FO2 0,67 -0,01 -0,01 1,31 -0,25 0,02 15,34 -1,48 3,36 0,06 -0,14 -530,51
D02 x FO3 0,17 0,02 0,003 -3,16 0,46 0,31 -1,95 4,15 -25,89 0,003 -0,05 163,33
D02 x FO4 -0,10 -0,04 -0,01 -0,41 -0,29 -0,08 -3,49 -1,35 17,11 -0,11 0,12 -249,22
D02 x FO5 -0,74 0,03 0,02 2,26 0,08 -0,25 -3,90 -1,32 5.42 0,05 0,07 616,40
D03 x FO3 -1,05 -0,01 -0,03 3,86 -0,10 -0,31 -4,26 -4,33 8,66 -0,09 -0,04 162,03
D03 x FO4 0,69 0,01 0,05 -0,72 0,15 0,36 0,45 -1,20 -18,26 0,01 0,12 -432,87
D03 x FO5 0,80 -0,04 -0,04 -1,32 0,27 0,22 0,25 0,47 -2,79 -0,003 0,07 -206,08
D03 x FO6 -0,44 0,03 0,02 -1,82 -0,32 -0,27 3,56 5,05 12,40 0,08 -0,16 476,92
D04 x FO4 -0,44 0,01 -0,02 1,28 0,18 0,02 4,00 2,70 12,08 0,04 -0,20 844,16
D04 x FO5 -0,08 0,07 0,06 2,51 0,31 -0,43 0,95 0,70 11,01 -0,10 -0,25 -615,82
D04 x FO6 0,19 -0,07 -0,04 0,44 -0,04 0,54 -2,17 1,06 -17,25 0,02 0,27 186,30
D04 x FO7 0,32 -0,01 -0,001 -4,23 -0,45 -0,12 -2,78 -4,45 -5,85 0,03 0,17 -414,64
D05 x FO5 0,02 -0,07 -0,04 -3,44 -0,66 0,45 2,69 0,15 -13,64 0,05 0,10 205,51
D05 x FO6 0,53 0,01 0,002 1,36 0,24 -0,35 2,28 -4,23 -2,01 0,03 0,12 -466,49
D05 x FO7 -0,83 0,12 0,06 -0,37 0,33 -0,30 -0,96 1,61 20,08 -0,07 -0,23 359,04
D05 x FO8 0,28 -0,05 -0,02 2,46 0,09 0,20 -4,02 2,48 -4,43 -0,01 0,01 -98,06
D06 x FO6 -0,28 0,03 0,02 0,01 0,11 0,09 -3,67 -1,88 6,86 -0,13 -0,23 -196,74
D06 x FO7 0,60 -0,02 -0,02 -4,21 -0,06 0,58 -1,30 0,62 -17,40 -0,17 0,42 -186,50
D06 x FO8 -0,78 0,02 0,01 -3,93 -0,04 -0,12 0,22 -0,96 10,06 -0,22 -0,10 440,52
D06 x FO9 0,46 -0,03 -0,01 8,12 -0,01 -0,55 4,75 2,22 0,48 0,52 -0,09 -57,28
D07 x FO7 -0,09 -0,08 -0,01 8,81 0,19 -0,15 5,03 2,23 3,17 0,20 -0,36 242,11
D07 x FO8 -0,23 0,02 0,01 -2,39 -0,29 -0,42 -2,94 -1,21 -2,47 0,17 0,13 -232,94
D07 x FO9 -0,24 0,04 0,03 -5,27 -0,01 0,30 0,97 -3,02 -0,15 -0,22 0,14 103,68
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Tabela 7 — Estimativa das capacidades especificas de combina¢do (CEC) dos pares de linhagens dos Compostos Dentado e Flintisa para os caracteres
florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt (CS), nota geral para doengas (ND), pinta branca (PB), acamamento

(AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), graos ardidos (GA) e rendimento de graos (RG) (continuagdo).

Hibridos FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG
D07 x F10 0,56 0,02 -0,004 -1,15 0,11 0,27 -3,07 2,01 -0,55 -0,14 0,09 -112,84
D08 x FO9 -0,03 -0,02 0,01 -3,68 -0,23 0,13 -2,78 1,51 2,60 -0,12 0,23 -240,27
D08 x F10 0,02 -0,06 -0,04 5,19 0,39 0,27 -0,62 -1,08 4,30 0,05 -0,07 -107,67
D08 x F11 -0,71 0,06 0,03 -5,37 -0,41 -0,74 -3,33 -0,11 -3,73 0,01 -0,13 457,47
D09 x FO9 -0,19 0,01 -0,04 0,83 0,24 0,11 -2,93 -0,70 -2,93 -0,17 -0,28 193,87
D09 x F10 -0,39 0,08 0,12 -0,53 -0,14 -0,78 -0,94 -1,99 -8,72 0,08 0,17 155,29
D09 x F11 0,63 -0,10 -0,06 5,60 0,56 0,79 2,78 5,76 6,99 0,03 0,11 -820,44
D09 x F12 -0,05 0,003 -0,02 -5,91 -0,66 -0,13 1,10 -3,06 4,66 0,06 0,002 471,28
D10 x F10 -0,19 -0,05 -0,07 -3,51 -0,36 0,23 4,63 1,07 4,98 0,02 -0,20 65,22
D10x F11 0,34 -0,01 0,01 -1,19 0,09 -0,05 3,13 -2,68 -1,05 0,01 -0,01 328,90
D10 x F12 0,65 0,01 -0,003 -2,53 -0,12 0,18 6,78 2,85 -4,01 -0,07 0,13 -517,91
D10 x F13 -0,80 0,05 0,07 7,23 0,39 -0,37 -14,54 -1,25 0,08 0,04 0,07 123,79
DI11x F11 -0,26 0,04 0,03 0,96 -0,25 -0,004 -2,59 -2,97 -2,21 -0,05 0,02 34,07
D11 x F12 0,31 -0,03 0,02 10,14 0,79 0,002 -3,61 2,71 6,14 0,03 -0,09 -237,73
DI11x F13 0,60 -0,05 -0,07 -6,08 -0,20 0,25 9,11 6,34 -6,24 -0,03 0,10 -154,26
D11 x F14 -0,65 0,03 0,02 -5,01 -0,35 -0,24 -2,92 -6,08 2,32 0,05 -0,04 357,92
D12 x F12 -0,91 0,02 0,001 -1,71 -0,02 -0,05 -4,26 -2,50 -6,79 -0,03 -0,05 284,37
D12 x F13 -0,37 -0,03 -0,04 -0,85 -0,01 -0,33 3,75 -2,15 5,69 0,15 -0,12 218,15
D12 x F14 1,14 -0,04 -0,01 5,29 0,35 0,41 2,47 4,18 1,72 -0,04 0,25 -525,26
D12 x F15 0,13 0,05 0,05 -2,74 -0,33 -0,03 -1,96 0,47 -6,62 -0,08 -0,08 22,74
D13 x F13 0,57 0,02 0,04 -0,30 -0,18 0,45 1,67 -2,94 0,47 -0,16 -0,05 -187,68
D13 x F14 0,33 0,01 -0,005 -1,37 -0,07 -0,05 1,43 -3,81 -5,76 -0,06 0,07 3,62
D13 x F15 -0,68 -0,04 -0,07 1,84 0,25 -0,06 -4,65 -6,95 29,81 -0,02 -0,01 159,58
D13 x F16 -0,22 0,01 0,03 -0,17 -0,0002 -0,33 1,55 13,70 -24,52 0,24 -0,01 24,47
D14 x F14 -0,82 0,00 -0,004 1,09 0,07 -0,11 -0,97 5,71 -4,27 0,06 -0,28 163,72
D14 x F15 0,67 0,02 0,02 -0,42 0,15 -0,46 1,62 3,80 5,96 -0,01 0,14 -1017,11
D14 x F16 0,13 0,06 0,04 -2,38 -0,35 0,33 -0,27 -7,64 3,66 -0,11 0,14 817,80
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Tabela 7 — Estimativa das capacidades especificas de combina¢do (CEC) dos pares de linhagens dos Compostos Dentado e Flintisa para os caracteres
florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de espigas (AE), corn stunt (CS), nota geral para doengas (ND), pinta branca (PB), acamamento

(AC), quebramento (QB), espigas doentes (ED), prolificidade (PR), grdos ardidos (GA) e rendimento de graos (RG) (conclusio).

Hibridos FF AP AE CS ND PB AC QB ED PR GA RG
D14 x F17 0,03 -0,08 -0,06 1,71 0,14 0,24 -0,38 -1,87 -5,35 0,06 -0,01 35,59
D15 x F15 -0,12 -0,03 -0,01 1,32 -0,08 0,55 4,98 2,67 -29,15 0,11 -0,06 834,78
D15 x F16 -0,17 -0,03 -0,02 -0,14 -0,08 0,12 -6,51 -5,73 14,20 -0,08 -0,06 -671,49
D15 x F17 0,73 0,02 0,01 -0,53 0,16 -0,20 -4,29 -1,59 -0,69 -0,10 0,04 -514,58
D15 x F18 -0,44 0,03 0,01 -0,65 -0,005 -0,47 5,82 4,65 15,64 0,07 0,07 351,29
D16 x F16 0,26 -0,04 -0,05 2,70 0,43 -0,12 5,24 -0,33 6,66 -0,05 -0,08 -170,78
D16 x F17 -0,59 0,01 -0,01 -3,23 -0,33 -0,36 2,12 -0,49 16,90 0,09 0,02 103,19
D16 x F18 0,49 0,03 0,09 -0,11 0,01 -0,26 -2,62 -1,35 -12,41 -0,01 0,05 129,95
D16 x F19 -0,16 0,01 -0,03 0,65 -0,12 0,74 -4,74 2,16 -11,15 -0,03 0,004 -62,36
D17 x F17 -0,17 0,05 0,06 2,05 0,03 0,03 2,55 3,96 -10,87 -0,05 -0,06 375,80
D17 x F18 -0,59 -0,03 -0,07 -1,46 -0,14 -0,14 5,28 0,29 -0,52 0,07 -0,04 241,39
D17 x F19 -0,24 0,04 0,03 5,31 0,49 0,49 -8,75 2,10 9.44 -0,06 -0,08 122,02
D17 x F20 1,01 -0,06 -0,02 -5,90 -0,38 -0,38 0,92 -6,35 1,95 0,05 0,19 -739,21
D18 x F18 0,55 -0,03 -0,04 2,22 0,13 0,13 -8,49 -3,60 -2,71 -0,13 -0,07 -722,63
D18 x F19 0,14 -0,004  0,0001 -6,46 -0,50 -0,50 1,16 -4,88 8,87 0,003 0,13 208,01
D18 x F20 0,14 0,06 0,04 3,94 0,14 0,14 4,69 4,72 2,29 0,04 -0,09 350,89
D18 x FO1 -0,83 -0,03 -0,01 0,30 0,23 0,23 2,64 3,76 -8,46 0,09 0,03 163,72
D19 x F19 0,26 -0,05 -0,002 0,50 0,13 0,13 12,33 0,62 -7,16 0,09 -0,05 -267,68
D19 x F20 -0,74 -0,01 0,003 0,93 0,26 0,26 -2,71 5,57 -10,31 -0,01 -0,03 52,85
D19 x FO1 0,28 0,04 -0,001 -3,60 -0,40 -0,40 -3,40 -5,40 11,07 -0,01 -0,15 699,21
D19 x FO2 0,20 0,02 0,001 2,17 0,01 0,01 -6,22 -0,78 6,40 -0,07 0,24 -484,38
D20 x F20 -0,41 0,01 -0,03 1,03 -0,01 -0,01 -2,90 -3,94 6,06 -0,08 -0,06 335,47
D20 x FO1 0,61 0,02 0,01 1,28 0,33 0,33 0,40 0,53 -15,91 0,002 0,06 -114,64
D20 x FO2 -0,47 -0,03 -0,03 -5,81 -0,01 -0,01 -6,26 2,46 -4,80 0,02 -0,05 447,96
D20 x FO3 0,27 0,01 0,04 3,49 -0,31 -0,31 8,76 0,96 14,65 0,06 0,05 -668,79




59

5.3 Diversidade genética

A maioria dos pares de iniciadores (18/20) inicialmente selecionados resultou em
adequada amplificacdo, exceto phi001 e bnlg1450 que falharam na amplifica¢do de todas as
linhagens, resultando em alelos nulos e, consequentemente, ndo foram empregados nas
andlises. A ocorréncia de alelos nulos é amplamente conhecida e reportada nos estudos de
genética, sendo decorrente de complementaridade insuficiente entre o iniciador e a molécula
de DNA molde, pela presenca de pontos de mutagdo, impossibilitando a amplificacdo daquele
loco (WAGNER et al., 2006). Provavelmente ocorrem diferencas gendmicas entre os sitios de
pareamento desses iniciadores levando-se em consideracdo que eles foram desenhados para
germoplasma temperado e nao tropical como aqui estudado. Outros autores também ja
relataram alelos nulos em milho (SU-XIA et al., 2004, LABORDA et al., 2005, DANDOLINI
et al., 2008).

Sobre a amostra total de linhagens (40 genétipos), todos os 18 locos SSR foram
polimoérficos, sendo observados um total de 117 alelos (Tabela 8), indicando alto nivel de
polimorfismo (Figura 1). O nimero de alelos por loco variou de 3 (phi059) a 13 alelos
(phi299852), com média de 6,5. O menor fragmento alélico obtido foi de 66 pb (loco phi064)
e o maior, com 240 pb, foi encontrado no loco phi453121. A riqueza alélica por loco foi
inferior ao nimero de alelos por locos, variando de 2,92 (phi059) a 10,72 alelos (phi299852),
com média de 5,74. Este menor nimero efetivo de alelos por loco indica que muitos dos

alelos tém baixa freqii€ncia (p<0,5) ou sdo raros (p<0,05) (Figuras 2 a 7).

Em todos os locos os valores de heterozigosidade observada (Ho) foram baixos e
inferiores aos valores esperados (He) em Equilibrio de Hardy-Weinberg. A He variou de 0,51
(phi233376) a 0,85 (phi 126 e bnlg2291), com média de 0,70, enquanto que a Ho variou de
0,00 (phi453121, phi233376, bnlgl27, bnlgl128 e phi 059) a 0,16 (blng2291), com média de
0,06. Cerca de 28% dos locos (phi453121, phi233376, bnlgl27, bnlgl28 e phi 059)
apresentaram-se fixados o que pode ser verificado pelos valores nulos de Ho e pelo valor
unitdrio do indice de fixacdo (f) (Tabela 8). Os demais locos também apresentaram altos
indices de fixagdo, variando entre 0,83 (umc1823) e 0,97 (phi072 e phi059), com média de
0,92. Todos os locos apresentaram desvios significativos (p<0,05) do EHW, por excesso de

homozigotos, confirmando o nivel médximo de endogamia a que as populacdes foram
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submetidas para a extracdo das linhagens. Entretanto para diversos locos ainda ndo foi
atingido o estado absoluto de homozigose. Fendmeno semelhante foi observado por Laborda
et al. (2005) para 50 locos SSR em 85 linhagens de milho tropical mantidas por
autofecundacdes por varias geracdes. Verificaram a presenga de heterozigose em 96% desses
locos, sendo que cinco apresentaram alta freqii€éncia de heterozigotos (>40%). Os autores
sugerem que isso demonstra a eficiéncia da técnica molecular de SSR em detectar se os
procedimentos de endogamia sdo efetivos no aumento da homozigosidade nas linhagens, e
pode indicar também que alguns dos sitios SSR genotipados estdo sob sele¢do. Entretanto nao
se deve descartar a possibilidade de ocorréncia de contaminacdo de pdlen durante as

autofecundacoes.

Hé que se considerar que os dois grupos de linhagens diferem nio apenas pelas
freqii€ncias alélicas em cada loco, mas também pela ocorréncia de alelos privados, ou seja,
exclusivos de uma dada populacdo (Tabela 9 e Figuras 2 a 7). Foram identificados 59 alelos
privados, correspondendo a 50,4% do total de alelos amostrados, sendo 31 ocorrentes no
grupo Dentado e 28 no Flintisa. A variacdo de freqii€ncia desses alelos foi de 0,025 a 0,588.
Dentre os alelos privados 64,5% sdo raros (freqiiéncia < 0,05) nas linhagens Dentado e 50%
nas linhagens Flintisa. A presenca de alelos privados indica o surgimento de novas variagdes
genéticas dentro da populacdo, além de ser uma caracteristica de germoplasma tropical. A alta
incidéncia de alelos raros nas duas populacdes € explicada pelo fato de serem originadas de
muitos parentais. Além deste fator, como os locos SSR costumam apresentar alta quantidade
de alelos, € de se esperar que quanto maior a amostragem, maior a quantidade de alelos raros
identificados (AZEVEDO, 2007). H4 também que se considerar que estes alelos podem ser
resultantes da selecdo que estd ocorrendo nos materiais, o que pode levar a deriva. A
existéncia de alelos privados torna possivel a deteccdo de regides gendmicas de um tipo

especifico de milho (PINTO et al., 2003).

Em relagdo a diversidade intrapopulacional verificou-se que a média de alelos por
loco foi de 4,89 (DP=1,75) e 4,78 (DP=2,13) respectivamente para Dentado e Flintisa, com
valores de riqueza alélica de 4,78 (DP=1,67) e 4,76 (DP=2,12).
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Tabela 8 — Indices de diversidade genética para a amostra total de linhagens de milho oriundas dos compostos Dentado e Flintisa. N é o niimero

de linhagens amostradas; k € o numero total de alelos; R € a riqueza alélica nos locos; H, € a heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-

Weinberg; H, € a heterozigosidade observada; f € o indice de fixag@o.

Amplitude
Locos alélica N k R He Ho f
(pb)
phi064 66-100 38,0 6,0 5,65 0,76 0,03 0,97
umc1823 80-124 37,0 7,0 6,48 0,79 0,14 0,83
bnlg1138 154-198 38,0 4,0 3,67 0,55 0,05 0,91
phi453121 204-240 37,0 4,0 3,36 0,56 0,00 1,00
bnlg1108 110-138 40,0 4,0 3,19 0,55 0,08 0,86
phi072 112-142 40,0 5,0 4,96 0,76 0,03 0,97
bnlg2291 126-220 38,0 9,0 8,18 0,85 0,16 0,82
bnlg105 80-102 34,0 6,0 5,71 0,74 0,06 0,92
bnlg1346 128-188 37,0 9,0 7,34 0,81 0,11 0,87
phil26 108-188 37,0 9,0 8,02 0,85 0,14 0,84
phi299852 108-140 33,0 13,0 10,72 0,82 0,12 0,85
phil12 116-164 36,0 8,0 6,63 0,66 0,03 0,96
phi082 102-124 37,0 6,0 5,36 0,76 0,03 0,96
bnlg669 104-128 39,0 6,0 5,72 0,66 0,05 0,92
phi233376 130-148 39,0 5,0 3,97 0,51 0,00 1,00
bnlg127 176-200 37,0 5,0 4,36 0,54 0,00 1,00
bnlg128 146-190 36,0 8,0 7,05 0,81 0,00 1,00
phi059 122-136 35,0 3,0 2,92 0,56 0,00 1,00

Médias 37,1 6,5 5,74 0,70 0,06 0,92
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Figura 1 - Eletroferograma dos alelos microssatélites amplificados nas linhagens Dentado e
Flintisa utilizando-se o iniciador phi299852. 1 — Marcador de tamanho molecular 100 pb; 2 —
F16; 3 - DO05; 4 - F10; 5 -F03; 6 - D03; 7 -D14; 8 —D16; 9 — D09; 10 - D13; 11 — D02; 12
—FO01; 13 — F04; 14 — F13; 15 — F18; 16 — controle negativo; 17 — marcador 100 pb.
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Figura 2 — Distribuicdo das frequéncias alélicas para os locos phi064, umc1823 e bnlg1138,

analisados nas linhagens dos grupos Dentado e Flintisa.
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Figura 3 — Distribuicao das frequéncias alélicas para os locos phi453121, bnlg1108 e phi072,

analisados nas linhagens dos grupos Dentado e Flintisa.
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Figura 4 - Distribuicdo das frequéncias alélicas para os locos bnlg2291, bnlg105 e bnlg1346,

analisados nas linhagens dos grupos Dentado e Flintisa.
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Figura 5 - Distribui¢@o das frequéncias alélicas para os locos phil26, phi299852 e phill2,

analisados nas linhagens dos grupos Dentado e Flintisa.
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Figura 6 — Distribuicdo das frequéncias alélicas para os locos phi082, bnlg669 e phi233376,

analisados nas linhagens dos grupos Dentado e Flintisa.
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Figura 7 - Distribui¢do das frequéncias alélicas para

analisados nas linhagens dos grupos Dentado e Flintisa.
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os locos bnlg127, bnlgl128 e phi059,



Tabela 9 — Alelos privados nas linhagens Dentado e Flintisa e suas frequéncias (continua)

Locus SSR Alelo  Freqiiéncia Populacao

(pb)

phi064 96 0,222 Flintisa

100 0,050 Dentado

umc1823 88 0,222 Flintisa

94 0,053 Dentado

124 0,105 Dentado

bnlg1138 154 0,417 Flintisa

190 0,056 Flintisa

198 0,275 Dentado

phi453121 238 0,050 Dentado

240 0,050 Dentado

bnlg1108 118 0,025 Dentado

138 0,075 Dentado

phi072 142 0,200 Dentado

bnlg2291 132 0,139 Flintisa

184 0,025 Dentado

bnlg105 96 0,059 Dentado

102 0,235 Dentado

bnlg1346 154 0,059 Flintisa

172 0,025 Dentado

178 0,025 Dentado

188 0,100 Dentado

phil26 108 0,056 Flintisa

122 0,222 Flintisa

152 0,053 Dentado

188 0,056 Flintisa

phi299852 114 0,031 Dentado

110 0,059 Flintisa

116 0,059 Flintisa

118 0,235 Flintisa

122 0,063 Dentado

123 0,059 Flintisa

130 0,118 Flintisa

133 0,235 Flintisa

140 0,063 Dentado

phill2 116 0,059 Flintisa

128 0,105 Dentado

142 0,412 Flintisa

146 0,176 Flintisa

150 0,053 Dentado

164 0,026 Dentado

phi082 102 0,050 Dentado

110 0,225 Dentado

phi082 112 0,059 Flintisa

124 0,588 Flintisa
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Tabela 9 — Alelos privados nas linhagens Dentado e Flintisa e suas frequéncias (conclusio).

Locus SSR Alelo  Freqiiéncia Populacao

(pb)

bnlgb669 104 0,100 Dentado
124 0,368 Flintisa
128 0,105 Flintisa

phi233376 134 0,050 Dentado
130 0,053 Flintisa
138 0,050 Dentado

bnlg127 180 0,059 Flintisa
186 0,056 Flintisa
200 0,263 Dentado

bnlg128 156 0,158 Dentado
158 0,474 Dentado
168 0,059 Flintisa
184 0,053 Dentado
190 0,059 Flintisa

phi059 136 0,111 Flintisa
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5.4 Distancia genética e alocacao em grupos heteroticos

As distancias genéticas (DG) entre as linhagens Dentado e Flintisa estdo expressas
na Tabela 10. A amplitude de variacdo de DG esteve entre 0,4 e 1,0. Destaca-se o fato de que
estes valores foram encontrados apenas para as linhagens FO2 e FO6, em relacdo as linhagens
do Dentado. Estas linhagens apresentaram alguns locos com alelos nulos, o que pode ter
influenciado as estimativas de DG. Alelos nulos podem afetar as anélises de estrutura e
diversidade genética, caso a freqii€ncia dos mesmos seja alta. Isso ndo ocorreu nas populacdes

estudadas, de forma que pode-se esperar poucos efeitos sobre estimativas de diversidade.

O dendrograma (Figura 8) gerado pela andlise de agrupamento das linhagens
em funcdo de suas distincias genéticas, evidenciou a formacdo de quatro grupos heterdticos
nomeados de GI, GII, GIII e GIV. Os grupos GI e GII abrigaram o maior nimero de
linhagens (14 em cada um) seguidos pelo GIII com 8 linhagens e GIV com 4 linhagens. O
grupo heterético GI abrigou quase que exclusivamente linhagens oriundas do composto
Dentado (93% - 13/14). As linhagens Flintisa ficaram alocadas com maior predominancia nos
grupos GII, GII e GIV nas proporcoes de 57% (8/14), 100% (8/8) e 75% (3/4),

respectivamente.

A menor distancia genética entre linhagens dentro do mesmo grupo foi
observada para o GII (Figura 8), que é o grupo heterdtico com presenca quase equifrequente
de linhagens Dentado e Flintisa. Esses resultados indicam que, nos diferentes locos estudados,
h4d um compartilhamento de alelos entre os dois grupos de linhagens e, como conseqiiéncia,
ha a probabilidade de que ao se cruzar linhagens interpopulacionais Flintisa x Dentado, sejam
produzidos hibridos que apresentem um ntiimero de locos heterozigéticos inferior ao que se
esperaria nos cruzamentos de linhagens altamente contrastantes. Consequentemente o

desempenho desses hibridos pode ficar aquém do desejado, pois a heterose poderd ser menor.

O germoplasma brasileiro teve origem de uma ampla base genética, o que pode
explicar a presenga de um grupo contendo linhagens das duas populacdes. Este fator pode
ocasionar a falta de correlacdo entre os dados moleculares e de pedigree. Marcadores
moleculares capazes de identificar niveis maiores de polimorfismos, como os SSR, sdo mais
eficientes no estudo da real variabilidade genética entre genétipos e também na distingdo

destes para fins de melhoramento. O alto nivel de polimorfismos ndo € ideal na andlise de
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pedigree, uma vez que alelos multiplos podem ser gerados devido a eventos de slipage
(LIMA et al. 2002, LABORDA et al. 2005). Esta divergéncia entre o dendrograma e os dados
de pedigree indica a possibilidade de o germoplasma tropical ndo se comportar como o
temperado e a necessidade de aprofundamento dos conhecimentos a respeito do germoplasma

brasileiro.

5.5 Correlacao do desempenho dos hibridos com distincia genética das linhagens

parentais

Os resultados obtidos na avaliacdo dos hibridos observados e preditos e a
correlacdo entre a distancia genética e a média destes hibridos estio expressos na Tabela 11.
Para FF, CS, AC, QB, ED, PR e GA a correlagdo foi negativa, enquanto que para AP, AE,
NG, PB e RG esta correlacdo foi positiva. Paiva (2002) também encontrou correlagio
negativa entre DG dos progenitores e desempenho de hibridos de meldo para os caracteres
ndmero de frutos por planta e a densidade do fruto. O autor sugere que a ineficiéncia da
predicdo do cardter pode ser atribuida aos efeitos genéticos ndo aditivos. Parentoni et al.
(2001), ao realizarem um dialelo envolvendo 28 populagdes de polinizagdo aberta, obtiveram

baixa correlacdo, porém positiva (0,16), entre as divergéncias por marcadores e as CEC.

As correlacdes foram significativas para os caracteres AP, AC, ED, PR e GA,
porém de baixa magnitude, o que indica a ineficiéncia da identificacdo de bons hibridos pela
distancia genética baseada nos marcadores SSR. Paterniani et al. (2008), Barbosa et al. (2003)
consideram que a predicdo do desempenho de hibridos tem maior sucesso quando se
empregam cruzamentos intrapopulacionais. A baixa correlacdo da distancia genética (DG) das
linhagens com o desempenho dos hibridos interpopulacionais pode ser decorrente da menor
variagdo da distdncia genética (PATERNIANI et al., 2008). Altas estimativas para a
divergéncia genética entre os genitores ndo implica necessariamente na expressdo de altos
valores para a CEC ou para a heterose. Assim, ndo é possivel fazer inferéncias sobre a
heterose a partir da divergéncia genética entre os genitores envolvidos (MELO et al., 2001).
Resultados semelhantes foram obtidos por Guimardes et al. (2007), que correlacionaram a

distancia genética entre linhagens com a heterose de hibridos de milho. O estudo mostrou que
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a correlacdo entre rendimento de grios e distdncia genética foi positiva, porém ndo
significativa. Lorencetti et al. (2006) também ndo encontraram correlacdo significativa entre

dissimilaridade genética, obtida por marcadores AFLP, e desempenho de hibridos de aveia.

A principal justificativa para correlagdes reduzidas entre as distincias medidas
com auxilio de marcadores e o desempenho dos hibridos, tem sido a provavel utilizacio de
marcadores ndo associados geneticamente com regides cromossOmicas responsiveis pela
manifestacdo da heterose (CHARCOSSET et al. 1991). Dessa forma, a escolha dos
marcadores adequados é uma etapa de extrema importancia nestes estudos. Segundo Bernardo
(1992), para uma efetiva predi¢do do desempenho de hibridos, utilizando marcadores
moleculares, deve-se respeitar as condi¢des de forte efeito de dominancia, alta herdabilidade e

ligacdo entre os marcadores moleculares e QTLs.

Conforme exposto anteriormente, os marcadores moleculares t€ém maior acurécia
em prever o desempenho (heterose e capacidade especifica de combinagdo) dos hibridos e das
divergéncias entre cruzamentos de linhagens do mesmo grupo heterdtico do que entre
cruzamentos de linhagens de grupos opostos. Como relatado por Moll et al. (1965), avaliando
a heterose em relagdo a diversidade dos parentais, a heterose foi méxima até um determinado

nivel de diversidade, a partir do qual ocorreu uma queda na sua expressao.

Charcosset e Essioux (1994) relataram que a condicdo necessdria para haver
correlacdo entre heterozigosidade e heterose é o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores
e os locos relacionados a heterose. Os autores relatam ainda que dentro dos grupos
heterdticos, correlagdes significativas surgem em funcdo do desequilibrio de ligacdo gerado
por deriva genética. Entre grupos heterdticos, ndo sdo esperadas correlagdes significativas

sem a ocorréncia de desequilibrio de ligacdo entre os genitores.

Mohammadi et al. (2002) relatam que a maioria dos QTLs para rendimento e seus
componentes tem efeito sobredominante. Guimaraes et al. (2007) reportam que a baixa
correlacdo encontrada em seu estudo se deve aos fatos de os marcadores utilizados nao

estarem associados a QTLs e o rendimento de graos ser um carater de baixa herdabilidade.

A literatura traz enorme quantidade de andlises sobre o milho de clima temperado,
as quais praticamente saturam questdes sobre a diversidade dessa classe de germoplasma
(SIBOV et al. 2003). Todavia, o milho tropical, dispersor origindrio da variabilidade em todo

o mundo, ainda no tem consolidada a classificacdo de suas reservas genéticas.
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Linhagens D01 D02 D03 D04 DO0S D06 D07 D08 D09 D10 D11 D12 D13 D14 D1S D16 D17 D18 D19 D20
F01 0.86 0.72 0.70 0.70 0.68 0.61 0.62 0.81 0.82 0.54 0.67 085 0.65 0.75 0.80 0.75 0.72 0.88 0.87 0.64
F02 097 0.60 0.80 0.80 0.80 0.60 0.60 1.00 0.80 0.40 0.60 0.80 0.60 1.00 0.80 0.80 0.60 0.80 0.75 0.60
F03 0.68 0.74 0.78 091 0.74 0.82 0.77 0.86 0.82 0.81 0.87 0.78 0.83 0.72 0.81 0.81 0.72 0.78 0.81 0.68
F04 0.86 0.74 0.71 0.87 0.78 0.79 0.83 0.88 0.75 0.73 091 0.88 0.87 094 0.87 0.89 0.78 0.88 0.69 0.71
F05 092 0.80 0.84 093 0.78 0.81 0.79 099 0.81 0.73 0.87 0.88 0.81 0.89 0.87 0.83 0.73 0.82 0.75 0.71
F06 0.79 0.80 0.77 1.00 0.83 0.67 0.67 1.00 0.80 0.75 1.00 098 0.81 1.00 098 0.67 0.62 0.83 0.67 0.81
F07 0.85 0.85 0.85 096 0.81 0.92 0.70 0.87 093 0.77 090 0.75 0.80 0.75 0.86 0.81 0.64 0.87 0.79 0.59
FO8 0.88 0.57 0.77 0.72 0.69 0.86 0.86 0.87 0.79 0.79 0.80 0.80 0.61 0.75 0.80 0.88 0.84 093 1.00 0.67
F09 0.78 091 0.86 087 0.78 096 092 094 094 093 0.87 071 0.74 0.72 0.80 0.83 0.76 0.71 0.81 0.80
F10 0.64 0.84 0.67 071 0.65 0.77 0.68 0.79 0.75 0.80 0.74 0.70 0.62 0.59 0.82 0.71 0.54 0.50 0.67 0.68
F11 0.78 0.78 0.73 0.71 0.61 0.71 0.87 083 0.75 0.73 0.76 0.71 0.62 0.67 0.74 0.83 0.74 0.76 0.75 0.63
F12 0.60 0.83 0.72 0.77 0.71 0.65 0.60 0.82 093 0.57 080 0.76 0.72 0.53 0.79 0.53 045 0.69 0.53 0.79
F13 0.59 0.82 0.64 058 0.58 0.70 0.77 0.63 0.86 0.85 0.59 0.69 0.54 0.58 0.60 0.62 0.67 0.59 0.66 0.78
F14 0.68 0.84 0.73 0.71 0.65 0.65 0.68 0.79 0.69 0.80 0.78 0.76 0.74 0.71 0.70 0.59 0.54 0.56 0.53 0.76
F15 0.64 092 0.72 073 0.82 0.71 0.67 0.76 094 0.79 0.78 093 0.68 0.71 0.75 0.53 0.59 0.75 0.60 0.79
F16 0.66 093 0.61 071 0.61 0.73 0.57 0.66 0.88 0.80 0.64 0.77 0.64 0.61 0.63 0.56 0.64 0.53 0.56 0.71
F17 0.64 0.79 0.62 056 0.65 0.56 0.52 058 0.73 0.86 0.87 0.79 0.66 0.76 0.85 0.65 0.67 0.81 0.53 0.75
F18 0.68 0.99 0.67 073 0.61 0.67 0.76 0.77 0.81 0.80 0.64 0.81 0.68 0.78 0.71 0.67 0.69 0.53 0.63 0.71
F19 0.60 0.87 0.55 059 061 0.65 055 060 081 093 0.64 071 059 0.61 0.65 050 0.64 0.53 0.50 0.71
F20 0.59 0.85 0.68 0.68 0.68 0.68 0.63 0.79 0.90 0.89 0.84 0.76 0.63 0.68 0.72 0.56 0.59 0.66 0.59 0.72
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Figura 8 - Dendrograma das linhagens de milho das popula¢gdes Dentado e Flintisa, gerado a
partir da distancia de Rogers (1972), pelo método de UPGMA. (GI, GII, GIII e GIV — grupos

heterdticos e as distincias genéticas médias entre e dentro dos grupos).
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Tabela 11 — Intervalo de variacdo entre os hibridos, médias e correlagdo com distancias

genéticas (DG) de 400 hibridos de milho (observados e preditos), para 12 caracteres.

Caracteres Intervalode Meédia Correlacio com Probabilidade >P
variacio DG (teste F)

Florescimento feminino (dias) 53,7-62,7 59,5 -0,0127 0,8

Altura de planta (m) 1,64 — 2,49 2,09 0,14067 0,0045
Altura de espiga (m) 0,85 -1,56 1,20 0,057573 0,2322
Corn stunt (%) 2,0-40,0 17,5 -0,07613 0,1285
Nota geral doencas foliares 2,2-5,0 3,3 0,067351 0,1788
Nota pinta branca 2,0-5,0 3,3 0,067351 0,1788
Acamamento (%) 0-36,15 8,6 -0,12045 0,0159
Quebra (%) 0-32,31 6,4 -0,00303 0,9518
Espigas doentes (%) 12,4-92,1 53,4 -0,09859 0,0488
Prolificidade 0,5-1,97 0,95 -0,14508 0,0036
Nota graos ardidos 3,9-5,0 4,8 -0,14286 0,0042

Rendimento (t/ha) 3,17-1,79 5,45 0,088639 0,0574
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6 CONCLUSOES

Existe diversidade genética nos dois grupos de linhagens, Dentado e Flintisa, o
que as qualifica para emprego na obtencdo de hibridos. Houve a produg@o de hibridos com
desempenhos superiores ao da testemunha, tornando-os candidatos a avaliacdes em diversos

ambientes, visando possivel uso comercial.

A separagdo das linhagens em grupos heterdticos, indicou uma divergéncia entre
os grupos obtidos por meio de marcadores moleculares, mas nem sempre concordantes com
os dados de pedigree. A alocacdo de linhagens de diferentes origens (Dentado ou Flintisa) em
um mesmo grupo heterético é um indicativo do compartilhamento de alelos entre essas
populacdes. Entretanto, a alta incidéncia de alelos privados indica que as populacdes também

possuem pools génicos exclusivos.

As correlagdes entre o desempenho de hibridos e a distancia genética de linhagens
ndo foram altas, indicando que altos niveis de DG entre linhagens parentais é condigio
necessdria, mas ndo suficiente para que seus hibridos exibam as melhores desempenhos. Os
baixos valores de correlacdes encontrados podem ser explicados pelo fato da maioria dos
caracteres ser de baixa herdabilidade (exceto AP e AE) e a possivel auséncia de ligacdo entre
os marcadores e os locos que controlam esses caracteres. Embora tenham sido baixas, essas

correlacdes foram significativas para AP, AC, ED, PR e GA.

Estes resultados indicam a necessidade de mais estudos a respeito do
germoplasmas brasileiro e tropical, que tém demonstrado comportamento diferente do

germoplasma temperado.
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